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RESUMO 

ALVES, R. P. A. Soroconversão e controle de infecção do lentivírus caprino. 2019. 121f. Tese 

(Doutorado em Ciência Animal). Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal, Universidade 

Federal do Piauí, Teresina, 2019. 

O vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) pertence à família Retroviridae, subfamília 

Lentivirinae, gênero Lentivírus. Ele causa uma infecção denominada de Artrite Encefalite Caprina 

(AEC) que é capaz de se disseminar em um rebanho por um longo período. Com o presente estudo 

objetivou-se acompanhar a soroconversão da AEC, utilizando teste sorológico (Western Blotting), 

e a dinâmica de detecção da doença, com o uso da técnica molecular Reação em Cadeia de 

Polimerase nested (PCR nested). Dois lotes distintos de animais foram utilizados em momentos 

diferentes, sendo o primeiro formado com cabritos da raça Saanen, composto por 47 animais, e o 

segundo formado por 24 cabritos das raças Saanen e Anglo-nubiana. Em ambos os lotes 

realizaram-se testes de Western Blotting (WB) e PCR nested no momento imediatamente após o 

nascimento. No primeiro lote, os animais provieram de progenitores sorologicamente negativos 

para AEC, e permaneceram isolados individualmente até o resultado dos testes (PCR nested e 

WB). Dos 47 cabritos nascidos, 43, negativos em ambos os testes, foram acompanhados em mais 

dois momentos distintos: aos 60 dias de idade (M60) e aos 270 dias de vida (M270), 

compreendendo assim a fase de aleitamento e pós-aleitamento. No segundo lote, 24 cabritos das 

raças Saanen e Anglo-nubiana foram testados (WB e PCR nested) no momento do nascimento, 

aos 15 dias de idade e uma vez por mês, durante um período de 24 meses. Neste lote os animais 

descenderam de progenitores sorologicamente positivos para AEC. Somente cabritos positivos na 

primeira prova de PCR nested foram inseridos no estudo. Em ambos os lotes, todos os partos foram 

rigorosamentee assistidos, realizando-se a separação imediata dos animais recém-nascidos das 

mães, no intuito de não permitir contato entre ambos. Nos 47 animais estudados no primeiro lote, 

o teste de WB não detectou positividade ao longo de todo o experimento e, pelo teste de PCR 

nested, 4 animais foram diagnosticados como positivos, todos no M0, e foram eliminados do 

rebanho. Nos outros momentos, M60 e M270, nenhum animal foi indicado como positivo pela 

técnica de PCR nested.  Durante o estudo com os 24 animais do segundo lote, para cada um dos 

testes foram realizados 624 exames, totalizando 1.248 exames. No teste de PCR nested, dos 624 

exames, 360 foram positivos. Já no WB apenas 9 exames foram positivos. A técnica de PCR nested 

superou a capacidade diagnóstica do WB durante todo o experimento, com 57,7% de positividade 

nas amostras testadas, contra apenas 1,4% de resultados positivos no WB. Das amostras positivas 

no WB, quatro foram detectadas aos 15 dias, duas aos 270 dias e apenas uma aos 240, 600 e 690 

dias. Em conclusão, pode-se afirmar que a metodologia adotada nos animais do primeiro lote foi 

efetiva no controle da doença, na fase de aleitamento e pós-aleitamento, acreditando-se até mesmo 

numa possível eliminação do vírus da AEC no novo rebanho. Concluiu-se, também, que 

possivelmente ocorreu a transmissão intrauterina de CAEV para a prole, a partir de progenitores 

sorologicamente positivos e negativos. A combinação do sistema de manejo, que propicie 

diminuição de risco de transmissão horizontal, com o uso da associação de técnicas de diagnóstico 

mais apuradas, como o WB e a PCR, é relevante para elaboração de um plano estratégico de 

controle da enfermidade. Espera-se que com esses resultados, seja possível compreender e traçar 

medidas de monitoramento, controle e erradicação da AEC em rebanhos caprinos, com a 

realização de inquéritos de forma periódica e contínua. 

Palavras-chave: Lentivírus de pequenos ruminantes. PCR nested. Western Blotting. 
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ABSTRACT 

ALVES, R. P. A. Methodologies for monitoring seroconversion and control of lentivirus 

infection in goats. 2019. 121f. Thesis (PhD in Animal Science). Graduate Program in Animal 

Science, Federal University of Piauí, Teresina, 2019. 

The Caprine Arthritis Encephalitis virus (CAEV) belongs to the family Retroviridae, subfamily 

Lentivirinae, genus Lentivirus. It causes an infection called Caprine Arthritis Encephalitis (AEC) that is 

capable of spreading in a herd for a long time. The present study aimed to follow the seroconversion of the 

AEC, using serological testing (Western Blotting), and the dynamics of detection of the disease, with the 

use of the molecular technique Polymerase Chain Reaction nested (PCR nested). Two different batches of 

animals were used at different times, the first one consisted of Saanen goats, composed of 47 animals, and 

the second was made up of 24 goats from the Saanen and Anglo-Nubian races. Western Blotting (WB) and 

nested PCR were performed in both batches immediately after birth. In the first batch, the animals came 

from serologically negative progenitors for AEC, and remained individually isolated until the test results 

(nested PCR and WB). Of the 47 goats born, 43, negative in both tests, were followed in two different 

moments: at 60 days of age (M60) and at 270 days of life (M270), thus comprising the phase of suckling 

and post-suckling. In the second batch, 24 goats of the Saanen and Anglo-Nubian races were tested (WB 

and nested PCR) at birth at 15 days of age and once a month for a period of 24 months. In this lot the 

animals descended from serologically positive parents to AEC. Only goats positive in the first nested PCR 

test were inserted into the study. In both batches, all deliveries were strictly attended, and the newborns 

were immediately separated from their mothers in order to avoid contact between the two. In the 47 animals 

studied in the first batch, the WB test did not detect positivity throughout the experiment and, by the nested 

PCR test, 4 animals were diagnosed as positive, all in M0, and were eliminated from the herd. At the other 

times, M60 and M270, no animals were indicated as positive by the nested PCR technique. During the 

study with the 24 animals of the second batch, 624 tests were performed for each of the tests, totaling 1,248 

tests. In the nested PCR test, of the 624 exams, 360 were positive. In WB, only 9 tests were positive. The 

nested PCR technique surpassed the diagnostic capacity of the WB throughout the experiment, with 57.7% 

positivity in the samples tested, against only 1.4% positive WB results. Of the WB positive samples, four 

were detected at 15 days, two at 270 days and only one at 240, 600 and 690 days. In conclusion, it can be 

affirmed that the methodology adopted in the animals of the first batch was effective in controlling the 

disease, in the phase of breastfeeding and post-suckling, believing even a possible elimination of the AEC 

virus in the new herd. It was also concluded that intrauterine transmission of CAEV to offspring may have 

occurred from serologically positive and negative progenitors. The combination of the management system, 

which allows for a reduction in the risk of horizontal transmission, using the combination of more accurate 

diagnostic techniques, such as WB and PCR, is relevant for the elaboration of a strategic disease control 

plan. It is hoped that with these results, it will be possible to understand and devise measures for monitoring, 

control and eradication of AEC in goats, by conducting periodic and continuous surveys. 

Keywords: Small ruminant lentivirus. Nested PCR. Western Blotting. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Artrite Encefalite Caprina (AEC) é causada por um Lentivirus, denominado Vírus da 

Artrite Encefalite Caprina (CAEV), pertencente à família Retroviridae (ICTV, 2017). Essa 

infecção é capaz de se disseminar insidiosamente em um rebanho por um longo período 

(HERRMANN-HOESING et al., 2010). Através da importação de animais do continente europeu 

infectados pelo CAEV, a doença adentrou nos rebanhos caprinos brasileiros (LARA, 2002; SHAH 

et al., 2004b), onde essa hipótese foi confirmada em estudo conduzido por Hasegawa e 

colaboradores (2017) que comprovaram que o CAEV detectado no Brasil estava relacionado a 

cepas europeias. 

Os Lentivirus são RNA-vírus pertencentes a um gênero muito particular de entidades 

virológicas, componentes de um grupo taxonômico de patógenos que compartilham entre si 

similaridade genética, mecanismos moleculares de replicação, morfologia e interações biológicas 

entre seus hospedeiros (CLEMENTS; PAYNE, 1994). Nesta categoria estão incluídos vários vírus 

de interesse biomédico e veterinário, dentre eles: os Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), da 

Imunodeficiência Bovina (BIV), da Anemia Infecciosa Equina (AIEV), da Imunodeficiência 

Felina (VIF), da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e a Maedi – Visna (MVV) (SAMPAIO, 2007), 

este último compõe juntamente com o CAEV, os Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LV). 

Análises genômicas dos LV isolados a partir de ovinos e caprinos sugerem que tenham 

evoluído de um genótipo ancestral em comum. Foi evidenciado que têm a capacidade de cruzar 

barreiras interespécies e de adaptação a novos hospedeiros. Portanto, formam um grupo 

heterogêneo com abrangência de hospedeiros variáveis e diferentes capacidades patogênicas, que 

têm a capacidade de infectar tanto ovinos quanto caprinos, indicando, portanto a transmissão entre 

espécies, embora o CAEV pareça ser o mais disseminado em ambas as espécies (BATISTA et al., 

2004; DE SOUZA et al., 2012; PISONI, QUASSO; MORONI, 2005; SHAH et al., 2004a). 

Os LV replicam-se produzindo um intermediário de ácido desoxirribonucleico (DNA), 

chamado provírus, que é integrado ao genoma da célula hospedeira, no caso o macrófago. O virion 

contém duas cópias do genoma viral para permitir a síntese do provírus e é envelopado, com a 

proteína do envoltório (ENV) incorporada na membrana do virion. A ENV medeia a interação com 

o receptor celular (via subunidade SU) e depois a fusão com a membrana plasmática/endossômica 

(CRANE; CLEMENTS; NARAYAN, 1988; MALASHKEVICH; SINGH; KIM, 2001). Uma vez 

que o capsídeo é liberado no citoplasma da célula-alvo, ocorre a transcrição reversa. O complexo 
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de pré-integração é transportado para o núcleo onde o provírus é integrado ao genoma do 

hospedeiro. A transcrição é conduzida a partir do promotor na repetição longa terminal (LTR) pró-

viral, que é feito durante a síntese do provírus, permitindo a expressão de RNA mensageiro 

(RNAm) viral e RNA genômico (RNAg) (BLACKLAWS, 2012). 

O principal tropismo dos LV é para monócitos, macrófagos e células dendríticas 

(ANDERSON; KLEVJER; LIGGITT, 1983; GENDELMAN et al., 1985, 1986; NARAYAN et al., 

1983; RYAN et al., 2000). No entanto, nos tecidos, outros tipos de células também podem estar 

infectadas e agir como reservatórios de vírus. Esses alvos adicionais incluem células epiteliais na 

glândula mamária, que são uma importante fonte de células infectadas e vírus livre para 

transmissão, tanto da AEC como da Maed-Visna (MV), de mães para seus descendentes 

(LERONDELLE; GODET; MORNEX, 1999; ZINK; YAGER; MYERS, 1990). Outras células 

infectadas importantes na patogênese podem incluir células endoteliais e células microgliais do 

sistema nervoso central (SNC), embora seja difícil estabelecer se a detecção do antígeno ou ácido 

nucléico do vírus indica infecção ou captação de produtos virais por essas células (GEORGSSON 

et al., 1989; STOWRING et al., 1985). 

As principais vias de transmissão são o colostro (no intestino neonatal ou por aspiração 

para o trato respiratório), e por secreções respiratórias (por contato direto ou exalação de gotículas 

aerossolizadas) ao trato respiratório ou conjuntiva de animais (BLACKLAWS et al., 2004; 

MCNEILLY et al., 2007, 2008; NIESALLA et al., 2008). Uma vez que eles entraram no corpo, os 

LV infectam macrófagos e células dendríticas na superfície da mucosa. É provável que as células 

dendríticas migrem para o linfonodo, onde o vírus é transferido para macrófagos que saem do 

linfonodo e, assim, permitem a ocorrência de infecção sistêmica (MCNEILLY et al., 2008; RYAN 

et al., 2000). Acredita-se que macrófagos infectados entrem na medula óssea, onde possam infectar 

células-tronco mieloides (GENDELMAN et al., 1985) ou células estromais (GROSSI et al., 2005), 

embora isso tenha sido desafiado por dados de Reação em Cadeia de Polimerase em Tempo Real 

(qPCR) em cabras (RAVAZZOLO et al., 2006). 

Estudos sobre a biologia e o ciclo de vida do vírus da AEC podem informar como um 

organismo infectado lida com a infecção, e quais elementos do sistema imunológico podem 

fornecer uma resposta a essa infecção viral. Diante disso, alguns métodos como a genética 

molecular, genômica, transcriptômica e proteômica estão sendo desenvolvidos e empregados na 

busca dessas respostas (DA CRUZ et al., 2013). 
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Não há terapia específica para animais infectados pelo vírus da AEC, como também não 

há vacina disponível para prevenir a infecção, tampouco tratamento que diminua a carga viral no 

hospedeiro. Marcadores genéticos podem oferecer outra possibilidade para reproduzir animais 

saudáveis, uma vez que foi encontrado o uso do polimorfismo do gene da proteína transmembrana 

154 (TMEM154) como marcador para ovinos resistentes a lentivírus, seguido por casos de scrapie 

em procriação seletiva (WHITE; KNOWLES, 2013). Estudos sobre polimorfismos do gene de 

citocinas e do gene do receptor de citocinas em ovinos indicam uma associação entre variantes 

genéticas e o nível de genes transcritos de citocinas (LARRUSKAIN; JUGO, 2013; WHITE et al., 

2009). 

Pouco se sabe sobre os mecanismos imunológicos que envolvem os LV, especialmente 

sobre a AEC, e o por que um organismo infectado não consegue debelar a infecção. Conhecer os 

genes envolvidos na imunidade e identificar os fatores que os influenciam e suas expressões de 

produtos proteicos ajudam a ganhar consciência dos processos imunológicos nos organismos. As 

análises de expressões gênicas do sistema imune ainda são limitadas, especialmente no sistema 

imune caprino. Apesar de alguns estudos demonstrarem fatores possivelmente envolvidos na 

resistência imunológica e/ou na participação da resposta imune do hospedeiro à infecção, ou ainda 

da biologia do vírus, não se tem ainda compreensão completa do modo como o sistema 

imunológico do hospedeiro responde a esta infecção (JARCZAK et al., 2016; LARRUSKAIN; 

JUGO, 2013; STONOS; WOOTTON; KARROW, 2014).  

A sintomatologia clínica, tanto na AEC quanto na MV, manifesta-se em quatro formas 

clínicas principais: respiratória, nervosa, articular e mamária. Na forma respiratória, os animais 

podem apresentar dificuldade respiratória, intolerância ao exercício, emagrecimento crônico e 

quadros secundários de pneumonia. Na neurológica, podem exibir incoordenação, andar em 

círculo, postura anormal da cabeça, nistagmo, paresia gradual posterior, que progride a paralisia e 

morte. O quadro articular é caracterizado por claudicação e aumento de volume das articulações, 

principalmente as do carpo e metacarpo. A mastite caracteriza-se pelo endurecimento difuso do 

úbere e pela presença de pequenos nódulos, só identificados pela cuidadosa palpação, levando à 

diminuição da produção de leite (CALLADO; DE CASTRO; TEIXEIRA, 2001; RADOSTITS et 

al., 2002). Outro quadro clínico observado é o emagrecimento progressivo (PINHEIRO et al., 

2012) 

Estudos sobre os prejuízos diretos causados por estas doenças ainda são limitados, mas os 

resultados disponíveis indicam que, de uma maneira geral, ocorre a diminuição da vida produtiva 
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e da produção leiteira dos animais, redução na duração do período de lactação, predisposição para 

a ocorrência de infecções bacterianas, especialmente na glândula mamária, crescimento deficiente 

ou aumento da mortalidade das crias e diminuição da eficiência reprodutiva. As perdas indiretas 

referem-se à desvalorização dos rebanhos, reposição precoce dos animais que desenvolvem 

sintomas, despesas com o controle, barreiras comerciais para matrizes, reprodutores, sêmen e 

embriões (ANDRIOLI et al., 2003; BRITO, 2009; DE SOUZA et al., 2012). 

As Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR) encontram-se difundidas nos rebanhos 

de caprinos e ovinos de diferentes países e têm sido motivo de restrições no comércio internacional 

destas espécies (MOOJEN. 2001a). No Brasil, diversos estudos comprovam a disseminação do LV 

em rebanhos (ALMEIDA et al., 2003; BANDEIRA et al., 2008; BATISTA et al., 2004; LIMA, 

2012; MARTINEZ et al., 2011; MELO; FRANKE, 1997; MOREIRA; OELEMANN; 

LILENBAUM, 2007; MOURA SOBRINHO et al., 2010; PINHEIRO; GOUVEIA; OLORTEGUI, 

2001). 

O diagnóstico dos LV pode ser realizado de forma direta e indireta, por meio da utilização 

de testes de triagem e complementares. Em consequência das infecções por LV frequentemente 

não induzirem sintomatologia clínica em animais soropositivos, utiliza-se a sorologia como a mais 

adequada alternativa de diagnóstico para detecção de animais positivos (ANDRÉS et al., 2005). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Agente etiológico 

O primeiro isolamento de LV foi realizado por Sigurdson; Thomar; Palsson (1960) em 

ovinos, quando o autor consagrou o termo “vírus lentos”, por causarem uma infecção crônica de 

evolução lenta, persistente, progressiva e degenerativa. Segundo o Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus (2017), os LV classificam-se na família Retroviridae, subfamília 

Orthoretrovirinae, gênero Lentivirus. 

Os Lentivirus compõem um grupo taxonômico de patógenos que possuem características 

complexas, não oncogênicos, tendo uma reação cruzada entre si (ROBERSON et al.,1982). São 

pleomórficos, esteróides, envelopados, com 80-100nm de diâmetro que possuem pequenas 

projeções do envelope dispersas em toda superfície (CLEMENTS; PAYNE, 1994). Seu genoma é 

composto de duas moléculas idênticas de RNA, lineares, de cadeia simples, não complementares 

e de polaridade positiva. O RNAg, através da transcriptase reversa, origina o genoma da célula 

hospedeira, sendo então denominado de provírus (NARAYAN CLEMENTS,1989). 

Na Figura 1 encontra-se ilustração do genoma dos LV, que em suas extremidades 

encontram-se duas regiões terminais não-codificantes (“long terminal repeats” ou “LTRs”), e entre 

essas duas LTRs estão dispostos os genes estruturais, gag (antígenos específicos de grupo) e env 

(envoltório), que codificam proteínas estruturais e o gene pol (polimerase), que codifica enzimas 

virais (CLEMENTS; PAYNE, 1994). O gene gag codifica um precursor que é subsequentemente 

clivado em 3 proteínas principais: matriz (MA), capsídeo (CA) e nucleocapsídeo (NC) (Figura 2). 

O gene pol codifica as proteínas de atividade enzimática: transcriptase reversa (TR), protease (PT), 

integrase (IN) e dUTPase (UTP) (Figura 2). O gene env codifica as glicoproteínas de superfície 

(SU) e transmembranária (TM) (PEPIN et al. 1998). Encontram-se também dispostos no genoma 

viral pequenas fases abertas de leitura ("open reading frames", ou ORFs), com os genes acessórios 

e reguladores da expressão do genoma viral (tat, rev e vif). A proteína VIF (fator de infectividade 

viral) tem a função de facilitar a infectividade e a difusão do mesmo, particularmente, em linfócitos 

primários e macrófagos (CLEMENTS; PAYNE, 1994). 



28 

 

Figura 1 Representação do genoma viral de Lentivírus de Pequenos Ruminantes 

Fonte: Minguijón et al. (2015). 

Estes vírus são RNA–vírus, com alterações inflamatórias e/ou degenerativas, de progressão 

lenta e grave imunodeficiência (LEGASTELOIS; LEROUX; LEVREY, 1996). Seu agrupamento 

filogenético está dividido em 5 grupos distintos, dentre os quais estão o CAEV e o MVV (SHAH 

et al., 2004b). 

O envelope, destes vírus, está associado, por ligações covalentes, com as glicoproteínas 

TM e SU. A matriz é outra estrutura presente na partícula viral, e se situa entre o capsídeo e o 

envelope (PEPIN et al., 1998), os quais são demonstrados na Figura 2. 

 

Figura 2 Representação estrutural de um lentivírus 

Fonte: Minguijón et al. (2015). 

Em seu ciclo de replicação viral, ocorre inicialmente o reconhecimento e ligação do LV a 

receptores celulares, com posterior fusão e penetração do nucleocapsídeo viral no interior da célula 

hospedeira. No processo de fusão, o envelope vírico se funde à membrana da célula (GONDA, 

1994), que é mediada por uma porção hidrofóbica da proteína transmembranar do envelope que 

penetra na membrana celular (OLIVEIRA, 1994). O vírion é então desencapsulado e o Ácido 

Ribonucleico (RNA) viral fica exposto após a remoção do capsídeo. Ocorre, em seguida, a 
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retrotranscrição do RNA viral, pela ação da transcriptase reversa (TR), que promove a síntese do 

DNA proviral, migração para o núcleo e sob ação da IN é incorporado ao núcleo celular. O genoma 

viral então se torna parte do DNA celular e dessa forma, os animais permanecem infectados por 

toda a vida (DE LA CONCHA- BERMEJILLO, 1997). O estágio final do ciclo envolve a reunião 

dos produtos dos genes estruturais, incorporação do RNA genômico às partículas víricas e 

aquisição do envelope viral (GONDA, 1994). 

O elevado nível de heterogenicidade do nucleotídeo e da sequência de aminoácidos dos LV 

determinam sua antigenicidade, crescimento e virulência, assim como a sua persistência e 

capacidade de debelar o sistema imunológico (FEITOSA et al., 2010). Portanto, a caracterização 

molecular de diversas amostras de vírus é fundamental para evidenciar a diversidade de suas 

propriedades biológicas que podem redundar em diferenças de citopatogenicidade, tanto in vivo 

quanto in vitro, e de manifestação clínica da doença, além de auxiliar o desenvolvimento de 

métodos de diagnóstico mais sensíveis para o vírus de cada região (LIMA et al., 2004). 

Anteriormente, acreditava-se que o CAEV infectava apenas caprinos e o MVV acometia 

somente ovinos, caracterizados como espécie-específicos, mas atualmente se comprovou a 

transmissão do vírus caprino a ovinos e vice-versa (REINA et al., 2009), uma vez que por meio 

do sequenciamento genético de amostras sanguíneas de ovinos e caprinos, foi possível constatar 

um padrão misto, com ovinos portando o vírus caprino bem como o caprino portando o vírus ovino 

(GERMAIN; VALAS, 2006). 

Diferentes amostras de LV têm sido isoladas e caracterizadas em diversos estados 

brasileiros (CASTRO et al., 1999; FEITOSA et al., 2010; MARCHESIN; MOOJEN; 

RAVAZZOLO, 1998; RAVAZZOLO et al., 2001). 

Feitosa et al. (2010) demonstraram que os LV são geneticamente estáveis, como 

previamente foi observado por Laamanen; Jakava-Viljanen; Sihvonen (2007). Além disso, foi 

observado um alto nível de similaridade entre as quatro sequências do vírus do Nordeste do Brasil, 

da estirpe Cork do CAEV (CAEV-Co), o que talvez seja explicado pela transmissão vertical por 

meio de fêmeas infectadas ao longo das gerações. 

 Os LV são atualmente subdivididos em cinco grupos chamados de A, B, C, D e E. O grupo 

A é subdividido em 15 subtipos, A1-A15, já o grupo B em três subtipos B1, B2 e B3. Um pequeno 

número de isolados compreende os grupos C e D, enquanto o grupo E possui os subtipos E1 e E2 

(Figura 3) (BERTOLOTTI et al., 2011; FRAS et al., 2013; GIAMMARIOLI et al., 2011; 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B14
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B36
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B38
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GJERSET; JONASSEN; RIMSTAD, 2007; GREGO et al., 2007; KUHAR; BARLIC-

MAGANJA; GROM, 2013; PISONI et al., 2010; REINA et al., 2010; SHAH et al., 2004a). 

 
Figura 3 Grupos e subgrupos dos Lentivírus de Pequenos Ruminantes 

Fonte: Minguijón et al. (2015). 

2.2 Aspectos gerais da imunidade da AEC 

O vírus da AEC tem tropismo por macrófagos, tanto em animais sintomáticos como 

animais assintomáticos (STORSET; EVENSEN; RIMSTAD, 1997), com replicação viral nestas 

células produzindo lesões do tipo inflamatória. No entanto, outros tipos de células, tais como 

fibroblastos, células epiteliais e células endoteliais também são suscetíveis à infecção in vivo, 

podendo ampliar o desenvolvimento das lesões (CARROZZA et al., 2003). A disseminação do 

vírus para os múltiplos órgãos envolvidos na doença ocorrerá pelos monócitos infectados que não 

expressam o vírus (CLEMENTS; PAYNE, 1994). 

A replicação viral e a resposta imune do hospedeiro podem ocorrer nas primeiras semanas 

após a infecção com o vírus, sendo necessário um longo período para o desenvolvimento da 

doença. (NARAYAN; CLEMENTS, 1989). Na terceira semana pós-infecção, detecta-se a 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B39
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B42
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B50
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B50
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B85
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B91
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572017000100408#B103
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primeira resposta imune para a proteína do capsídeo, e em torno da quinta semana são formados 

anticorpos contra as demais proteínas do nucleocápside, matriz, glicoproteína transmembranária e 

glicoproteína de superfície (DE LA CONCHA-BERMEJILLO, 1997), porém, estes anticorpos 

neutralizantes são produzidos tardiamente, em quantidades limitadas, e são de baixa afinidade, de 

modo que não impedem o ciclo de replicação viral (BERTONI et al., 1994). Soma-se a isso o fato 

de estruturas virais, como a SU5 presentes na superfície viral, atrair uma resposta de anticorpos 

neutralizantes para um epítopo funcionalmente irrelevante, o que favorece a ilusão do sistema 

imunitário de que está ocorrendo uma defesa efetiva do organismo (ZAHNO; BERTONI, 2018).  

O sistema imunológico de animais infectados desenvolve Imunoglobulinas G (IgG) dos 

tipos 1 e 2, onde animais crônicos com a sintomatologia da artrite possuem, em sua maioria, IgG 

tipo 1, imunoglobulinas dirigidas para a proteína do envelope (gp-135), enquanto os animais sem 

alterações patológicas nas articulações possuem IgG do tipo 2 (TRUJILLO et al., 2004).  

A resposta celular é caracterizada pela proliferação de linfócitos TCD4+ (REYBURN et 

al., 1992) e TCD8+, responsáveis pela destruição de células infectadas, porém incapazes de 

destruir as que não expressam o pró-vírus, como é o caso dos monócitos (LICHTENSTEIGER et 

al., 1993). 

Já foi demonstrado um maior número de células T no sangue, expressando CD8, mas não 

moléculas CD4, sugerindo que essas células poderiam desempenhar um papel protetor na infecção 

retroviral, principalmente durante a fase inicial de infecção, provavelmente através da atividade 

citotóxica (WU et al., 2003). 

Tanto a resposta imune inata como a adaptativa são induzidas pela infecção por LV. 

Macrófagos e células dendríticas são células importantes na interface do sistema imune inato e 

adaptativo, que atuam como células apresentadoras de antígenos para a estimulação de respostas 

de células T. Macrófagos e monócitos são os principais produtores de citocinas envolvidas na 

resposta antiviral intracelular precoce (BIRON, 1998), tais como os mecanismos envolvidos na 

alteração da expressão do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), adesão e 

moléculas co-estimuladoras, e diretamente ativando ou desativando células imunes. Os efeitos 

desses processos podem levar à ativação de respostas antivirais celulares envolvendo células 

Natural Killer (NK) e linfócito T citotóxico, e liberação de vírus mediada por anticorpos 

(RAMSHAW et al., 1997). A infecção por LV pode interferir na função dessas importantes células 

e, assim, alterar os tipos de respostas imunológicas induzidas (BLACKLAWS, 2012). 
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O papel das células NK na infecção por LV não foi investigado, no entanto, dada a 

importância das células NK para a infecção pelo HIV-1, é provável que elas desempenhem um 

papel importante no controle dos LV. Não está claro se as células NK têm como alvo macrófagos 

infectados por LV, no entanto, pode-se induzir que elas reconhecem e ligam as células infectadas 

e partículas do virion através de mecanismos, incluindo reconhecimento mediado por receptor que 

inibe a morte (KIR), degranulação, ativação do complemento, citotoxicidade mediada por células 

dependentes de anticorpos (ADCC) e produção de Intérferon gama (IFN-γ), que serve para matar 

células infectadas, ou modular a ação de vírus por respostas imunes específicas (STONOS; 

WOOTTON; KARROW, 2014). 

Já os linfócitos T, em especial Tγδ que compreendem aproximadamente 70% de todos os 

linfócitos em animais jovens e são uma parte importante do sistema imune inato, apresentam-se 

em uma proporção significativamente maior em cabras infectadas em comparação com cabras 

saudáveis, o que sugere que essas células podem ser importantes para o controle da infecção por 

LV (JOLLY et al., 1997; KABA et al., 2011; PONTI et al., 2008). Outra importante função que 

possivelmente é exercida pelas Tγδ, está ligada ao fato de sua localização nas superfícies mucosas. 

Acredita-se que este tipo de célula desempenhe um papel crucial na limitação da entrada, via 

mucosas, dos LV e na mediação das respostas imunes precoces contra esses vírus (STONOS; 

WOOTTON; KARROW, 2014). 

Nos monócitos/macrófagos ocorre a replicação do vírus, de forma controlada e restrita 

(GEBALLE et al., 1985; HAASE et al., 1977; NARAYAN et al., 1983). Os monócitos no sangue 

são infectáveis (ou seja, o vírus pode adentrar essa célula, transcrever reversamente e integrar 

provírus), mas há níveis muito baixos de transcrição do vírus. Na maturação dos macrófagos 

teciduais, a replicação viral torna-se produtiva, com altos níveis de transcrição viral e produção de 

proteína viral. Os macrófagos imaturos, portanto, atuam como “sentinelas” semeando células 

infectadas por vírus que não podem ser detectadas ou eliminadas pelo sistema imunológico, nos 

tecidos. Uma vez no tecido, essas células amadurecem e permitem a replicação do vírus (HAASE, 

1986; PELUSO et al., 1985). 

Os Intérferons alfa (IFN-α), beta (IFN-β) e IFN-γ, que pertencem a um grupo das citocinas, 

são os responsáveis pela resposta a patógenos e parasitas bacterianos e virais. Estes intérferons são 

capazes de inibir a replicação viral, modular a imunidade, tanto os mecanismos inatos como a 

resposta adaptativa, exercendo influência antiproliferativa em alguns tipos de células (DE VEER 

et al., 2001). Regulam a expressão do fator de restrição, induzindo assim a apoptose de células 
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infectadas e a resistência celular à infecção (SAMUEL, 2001), são ainda capazes de interferir na 

replicação do vírus, o que é importante na indução de estados antivirais em células não infectadas 

próximas (BIRON, 1998). 

Os IFN-α e IFN-β induzem efeitos antivirais em uma ampla gama de vírus de RNA e DNA 

(VILCEK; SEN, 1996). Outra função antiviral muito importante é a estimulação de células NK, 

onde sua atividade contra células alvo sensíveis é aumentada e podem lisar uma vasta gama de 

células, incluindo as infectadas por vírus, ativação de linfócitos T citotóxicos e liberação de vírus 

mediados por anticorpos (BIRON, 1998; RAMSHAW et al., 1997). 

Um dos mais importantes mediadores da imunidade inata contra a infecção por vírus é o 

intérferon tipo I (KOYAMA et al., 2008). Os LV induzem fracamente a produção de IFN tipo I 

diretamente de células infectadas (BERTONI; BLACKLAWS, 2010; ZINK; NARAYAN, 1989). 

No entanto, na adição de linfócitos T a culturas infectadas com LV, intérferon induzido por LV 

(IFN-LV) é produzido, sendo provavelmente um misto de IFN-γ tipo I e II (BERTONI; 

BLACKLAWS, 2010). Os LV são mais sensíveis aos efeitos do tratamento com IFN tipo I em 

monócitos, nos quais a inibição quase completa da replicação viral pode ser demonstrada, pois o 

IFN tipo I interfere na proliferação e diferenciação de monócitos a macrófagos e, portanto, inibe a 

replicação viral. Isso pode explicar porque o efeito inibitório do tratamento com IFN tipo I é tão 

aparente nos monócitos, enquanto em outros tipos celulares, incluindo macrófagos, há apenas 

reduções marginais na replicação viral (BERTONI; BLACKLAWS, 2010; ZINK; NARAYAN, 

1989) e porque o tratamento com IFN tipo I imediatamente após a infecção experimental com 

Maed-Visna provoca reduções na carga viral e no desenvolvimento de patologia (JUSTE et al., 

2000). 

Em animais com LV, as interleucinas (IL) IL-1α, IL-1β e IL-6 tiveram sua expressão 

diminuída nos níveis de transcrição de proteína, e não houve nenhuma expressão de IFN-γ e do 

Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) no nível de proteína no sangue total de animais 

(JARCZAK, 2014). Os níveis de transcrição e proteína de IFN-β foram os mesmos em animais 

infectados e livres de vírus. A inibição de muitas expressões de citocinas no sangue pode indicar a 

supressão da resposta imune do organismo infectado por LV. Esta observação pode ser confirmada 

pelos resultados obtidos por Pyrah e Watt (1996), que apontaram que as ovelhas infectadas com 

LV têm uma menor resposta imune aos antígenos micobacterianos, o que pode ser o motivo pelo 

qual a imunidade do hospedeiro é afetada. 
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Expressões elevadas de TNF-α e IL-6, assim como IFN-γ, IL-1β, IL-4, IL-10 e IL-2 em 

tecidos pulmonares, foram identificadas em microglia derivadas de ovelhas infectadas por MVV 

(TORSTEINSDOTTIR, 2007). Lechner et al., (1997a) descobriram que o CAEV aumenta a 

expressão constitutiva de IL-8 e de proteína quimioatrativa de monócitos 1 (MCP-1) em 

macrófagos infectados in vitro, enquanto diminui o nível do fator de crescimento transformante 

β1 (TGF-β1). Macrófagos infectados e não infectados com LV mostraram diferentes padrões de 

expressão de citocinas em resposta à infecção por outros patógenos. Isso pode significar que a 

presença de lentivírus nos macrófagos desregula seu funcionamento (JARCZAK, 2014; PYRAH; 

WATT, 1996). Nível elevado de IL-8 parece ser um atributo comum em infecções por lentivírus, 

já que a infecção pelo HIV em humanos e a infecção por LV em ovelhas também aumentam a 

expressão dessa citocina. Em alguns casos de infecções por lentivírus houve ausência de expressão 

de IL-8, o que ocasionou baixos níveis de IFN-γ, IL-2 e IL-10 (LECHNER et al., 1997b). 

Um estudo sobre a expressão de citocinas em membranas sinoviais em diversos momentos 

após inoculações experimentais do vírus por meio venoso, revelou níveis elevados de TNF-α, 

MCP-1 e IL-6 logo aos seis dias após a infecção, e essa expressão aumentada persistiu por mais 

de dois anos após a infecção (LECHNER et al., 1997b). 

Nimmanapalli; Sharmila; Reddy (2010) estudaram o efeito imunomodulador da infecção 

por lentivírus na expressão de IL-16 (IL-16 humana recombinante, rhIL-16) in vitro, utilizando 

células derivadas de cabras infectadas e não infectadas por LV. O nível de DNA proviral foi menor 

nos monócitos caprinos tratados com rhIL-16. O aumento da expressão de IL-16 durante a infecção 

por lentivírus pode, portanto, ter inibido a integração viral. 

Em estudo conduzido por Ravazzolo et al., (2006), utilizando animais com diferentes 

cargas virais do CAEV, uma cabra com AEC (animal com as maiores cargas de RNA proviral e 

viral), expressou alterações de duas a onze vezes nos níveis de IFN-α, IL-12p40, IL-10, TGF-α. A 

expressão de IL-04 variou entre as cabras, embora não tenha havido correlação com a carga viral. 

Em outro estudo, ao analisar a produção da IL-16, uma citocina pró-inflamatória produzida por 

uma variedade de células, incluindo macrófagos, demonstrou expressão aumentada (nos níveis de 

RNAm e proteína) no sangue de uma cabra infectada por LV. A IL-16 também mostrou níveis 

elevados em células de membrana sinovial infectadas por LV, in vitro, em comparação com células 

não infectadas. A maior produção de IL-16 durante a infecção por LV pode ser responsável pelo 

aumento das infiltrações de células linfóides observadas em articulações e outros tecidos 

(SHARMILA; WILLIAMS; REDDY, 2002). 
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A sinalização via Receptores do tipo Toll (TLR) induzida por vírus não tem sido 

amplamente estudada em ovinos e caprinos, no entanto, durante a infecção por LV, os TLRs 7 e 8 

se ativam induzindo a produção de IFN-α, IL-6, TNF-α e subsequente expressão de proteína 

antiviral. Não está claro se as vias de sinalização de TLR induzem a replicação de LV, ou se o 

genoma de LV possui um sítio de ligação transcricional do fator nuclear kappa B (NF-κB) no 

promotor. No entanto, dada a importância dos macrófagos como células efetoras imunes inatas, a 

maturação e a ativação de macrófagos podem induzir a replicação de LV. Dessa forma uma 

investigação mais aprofundada sobre os papéis da ativação de TLR e dos fatores de restrição 

intrínseca na limitação da infecção por LV é necessária (STONOS; WOOTTON; KARROW, 

2014). 

Proteínas mediadoras de resistência intrínseca em células contra infecções virais, incluindo 

Apobec3G (A3G), TRIM5α e Tetherin, são regulados positivamente pelo tratamento de IFN tipo 

I, mas há poucos dados em LV para mostrar se estes são os principais bloqueios para a replicação 

do vírus (STONOS; WOOTTON; KARROW, 2014). Recentemente TRIM5α foi identificado em 

ovinos e caprinos, e considerado eficaz na restrição das LVPR (JAUREGUI et al., 2012). Uma 

proteína semelhante a A3G também foi identificada em ovelhas e mostrou atividade de citidina 

desaminase (LARUE et al., 2008). Como o HIV-1, os LV contêm o gene acessório vif para 

combater a atividade restritiva do A3G, e o vif dos LV parece restringir o A3G entre as espécies 

(LARUE et al., 2008). A Tetherin foi investigada em ovinos devido ao seu papel na restrição de 

retrovírus endógenos (ARNAUD et al., 2010). Como os genomas da LV carecem do gene 

acessório, vpu, provavelmente ocorre alta atividade de restrição de LV. Duas mutações de 

aminoácidos ligadas em gag e vif causam perda da capacidade de replicação em macrófagos e 

atenuação in vivo (GUDMUNDSSON et al., 2005).  

A expressão do genoma é controlada pelo promotor/potenciador viral na LTR, a partir do 

seu provírus integrado. E é a atividade desse promotor que influencia fortemente o tropismo de 

células e tecidos dos LV in vivo. Nos LV não há nenhum elemento de resposta à transativação 

(TAR) e a LTR sozinha é um promotor forte, sem qualquer exigência para a presença de outros 

produtos virais (BARROS; ANDRÉSDÓTTIR; FEVEREIRO, 2005; GDOVIN; CLEMENTS, 

1992; MERCIER; GALIEN; EMANOIL-RAVIER, 1994; VILLET et al., 2003). O promotor é 

ativo em macrófagos maduros e ativados e a transcrição é controlada pela disponibilidade de 

fatores de transcrição que interagem com ele (CLEMENTS; PAYNE, 1994; CLEMENTS; ZINK, 

1996; SMALL et al., 1989). 
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A estimulação das vias da Proteína Quinase Ativadas por Mitógenos (MAPK) e da Proteína 

Quinase C (CPK) está ligada à expressão da LTR viral (BARBER et al., 2002; SMALL et al., 

1989). As citocinas envolvidas nessa estimulação estão sendo lentamente identificadas. A 

replicação dos LV é aumentada em resposta ao Fator de Estimulação de Crescimento de Colônia 

de Macrófagos e Granulócitos (GM-CSF), a IL-1beta e ao IFN-gama. Além disso, respostas 

precoces à estimulação do TNF-alfa em macrófagos foram demonstradas (ELLIS; RUSSELL; DU, 

1994; MURPHY et al., 2006; TONG-STARKSEN; SEPP; PAGTAKHAN, 1996; ZHANG et al., 

2002). Para algumas destas citocinas, foram encontrados elementos de resposta direta no promotor 

de LTR, incluindo sítios de ativação gama (GAS) para a ligação do transdutor de sinal e o ativador 

da transcrição 1 (STAT1) na resposta de IFN-gama do CAEV. As citocinas são todas produzidas 

em uma resposta inflamatória e ajudam a aumentar a replicação do vírus nas lesões inflamatórias 

que se acumulam durante a patogênese. As citocinas estimulatórias para replicação dos LV são 

semelhantes àquelas que aumentam a replicação de HIV-1 em macrófagos, onde IL-1beta, IL-6 e 

TNF-alfa são todos necessários para a transcrição máxima do promotor de HIV, em conjunto com 

a estimulação através da co-moléculas estimuladoras CD80/86 e CD40 (HOSHINO et al., 2002). 

Algumas citocinas podem ser produzidas como resposta à inflamação induzida por vírus e 

também podem ajudar a aumentar a replicação do vírus. O GM-CSF e TNF-α (MURPHY et al., 

2006), IL-1β (ELLIS; RUSSELL; DU, 1994) e IFN-γ (TONG-STARKSEN; SEPP; 

PAGTAKHAN, 1996), induzem a replicação de LV através da ativação do promotor do gene do 

vírus. Além disso, por um lado, o TNF-α estimula os macrófagos durante a resposta precoce à 

infecção (MURPHY et al., 2006), mas, por outro lado, a ativação de macrófagos, especialmente a 

maturação dos monócitos do sangue para macrófagos teciduais, provoca um aumento na replicação 

dos vírus dentro dessas células (PELUSO et al., 1985). Processos semelhantes ocorrem durante a 

infecção pelo HIV-1, onde o aumento da replicação do vírus nos macrófagos também requer 

contato de citocinas e linfócitos (HOSHINO et al., 2002). Assim, as citocinas protegem o 

hospedeiro contra a infecção por LV, mas são utilizadas simultaneamente por vírus para replicar 

seus genomas (BLACKLAWS, 2012). 

As respostas imunes adaptativas aos LV são tanto humorais quanto celulares, embora ainda 

não esteja claro como cada uma delas se relaciona com a proteção do hospedeiro ou com a 

progressão da doença. Tal como o HIV-1, o grau da resposta imunitária influencia a carga viral, 

que está correlacionada com a gravidade e a presença de sintomas clínicos da doença. Os animais 

que respondem com uma resposta imune mediada por células são frequentemente referidos como 
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não progressores da doença a longo prazo porque exibem uma infecção viral persistente, mas não 

apresentam sintomas clínicos e têm uma carga viral baixa. Esses animais produzem altos níveis de 

anticorpos IgG2 específicos para gp135 e um subgrupo dominante de células Th responsivas a 

gp135 exibindo altos níveis de expressão gênica de IFN-γ (CHEEVERS et al., 2000; CHEEVERS; 

BEYER; HÖTZEL, 2001). Em contraste, os animais artríticos tendem a dar uma resposta imune 

mediada por anticorpos, caracterizado por altos títulos policlonais de anticorpos IgG1 reativos aos 

LV e um subconjunto dominante de células Th2 com baixa proliferação e expressão aumentada do 

gene IL-4 (HOTZEL; CHEEVERS, 2001; PRENDERGAST et al., 2010). Respostas sistêmicas 

podem levar vários meses para serem detectadas após a infecção natural, mas as respostas imunes 

no sistema linfático que drenam um local de infecção experimental são detectáveis dentro de 4 

dias, por meio da produção de anticorpos (BERTONI; BLACKLAWS, 2010). 

A resposta imune mediada por células é provavelmente a resposta mais eficiente para 

controlar a carga viral. Como o CAEV, ao contrário do HIV-1, não infecta as células TCD4+, a 

manutenção das populações de células TCD4+ durante a infecção por CAEV permitirá o 

desenvolvimento e a manutenção de linfócitos T citotóxicos específicos. No entanto, a infecção 

pode interferir na proliferação de células TCD4+, uma vez que as cabras artríticas infectadas por 

CAEV reduziram a proliferação de células CD4+ em comparação com as cabras assintomáticas 

infectadas por CAEV (PERRY et al., 1995). A proliferação reduzida de linfócitos também foi 

observada em ovelhas clinicamente afetadas em comparação com animais assintomáticos 

infectados pelo MVV (REINA et al., 2007). LV não contém o gene viral nef, e a regulação negativa 

do MHC I por LV provavelmente não ocorre. No entanto, os LV podem regular negativamente a 

expressão da molécula de MHC de classe II em macrófagos infectados (JOLLY et al., 1997), e a 

regulação negativa de moléculas co-estimuladoras de CD80 foi observada em ovelhas com 

sintomas clínicos de doença (REINA et al., 2007). Em geral, isto sugere que a infecção por LV 

parece interferir com o processamento e apresentação do antígeno e, deste modo, limita a 

capacidade das células apresentadoras de antígeno para ativar células TCD4+ e induzir respostas 

por linfócitos T citotóxicos. 

A região do MHC, localizado no cromossomo 20 em ovelhas e no cromossomo 23 em 

caprinos (AMILLS et al., 1998; DUKKIPATI et al., 2006), tem sido implicado na infecção e na 

doença induzida por LV. Os genes do MHC Classe I e II codificam as glicoproteínas receptoras 

que se ligam e apresentam peptídeos antigênicos às células T que iniciam a resposta imune. O 

MHC é um dos poucos sistemas polimórficos para os quais foi possível estabelecer um significado 
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funcional para a variação genética observada (SAYERS; SWEENEY, 2005). Seu polimorfismo e 

associação com doenças infecciosas têm sido intensamente estudados em uma grande variedade 

de doenças com etiologia viral, embora tais estudos sejam escassos em pequenos ruminantes 

(LARRUSKAIN; JUGO, 2013). A natureza altamente polimórfica de muitos loci no MHC, torna 

difícil investigar seu envolvimento na patogênese dos LV (SAYERS; SWEENEY, 2005). Os 

métodos de genotipagem com resolução suficiente são necessários para determinar o tipo de loci 

do MHC, e os tamanhos das amostras são frequentemente inadequados para testar variantes raras. 

O efeito de diferentes alelos do MHC ainda precisa ser elucidado, mas é possível que 

polimorfismos, dependendo da localização, possam alterar a capacidade de moléculas de MHC se 

ligarem e apresentarem antígenos, afetarem a interação com células T ou desencadearem respostas 

imunes diferentes (BATALIA; COLLINS, 1997; KONNAI et al., 2003). 

A infecção pela AEC induz produção de anticorpo contra todas as proteínas virais, mas os 

anticorpos funcionalmente mais importantes são aqueles para a proteína do envelope viral, env, 

que inibem sua função, e portanto, são neutralizantes. Anticorpos neutralizantes podem bloquear 

tanto a ligação do receptor celular como a fusão da membrana. No entanto, anticorpos 

neutralizantes são lentamente induzidos e possuem baixa afinidade, com níveis de titulação 

relativamente baixos. Também não se sabe se eles possuem funções importantes in vivo. Os LV 

associam-se as células in vivo, e passam célula-a-célula, uma vez que induzem a formação de 

sincícios. Havendo, portanto, pouco vírus livre para neutralizar (BERTONI; BLACKLAWS, 

2010). A maioria dos lentivírus induzem respostas de anticorpos neutralizantes, onde a replicação 

do vírus é controlada, uma vez que uma resposta de anticorpos eficaz é induzida, mas após uma 

mutação do vírus para evadir da resposta, novos episódios cíclicos de doença surgem (CRAIGO; 

MONTELARO, 2010; LEROUX; ISSEL; MONTELARO, 1997). Resultados de ensaios de 

neutralização do MVV variaram dependendo do tipo de célula utilizada (fibroblastos ou 

macrófagos), com anticorpos neutralizantes retardando em vez de inibir a replicação em 

macrófagos (JOLLY; NARAYAN, 1989; KENNEDY-STOSKOPF; NARAYAN, 1986). 

Macrófagos e células dendríticas são receptores Fc positivos e fagocíticos, para o complexo 

vírus/anticorpo, que pode ser internalizado preferentemente pela interação entre os receptores de 

anticorpo e o receptor Fc, ao invés da interação entre os receptores env e os receptores celulares. 

Após esse complexo adentrar a célula, o vírus é liberado do complexo permitindo a sua infecção 

(BECK; PROHÁSZKA; FÜST, 2008; GRUND; EQUINE, 1996). 
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Os receptores celulares para os LV ainda não foram identificados. As cepas clássicas de 

MVV e CAEV não parecem usar os mesmos receptores (HOTZEL; CHEEVERS, 2001; HÖTZEL; 

CHEEVERS, 2002), o receptor para MVV é amplamente expresso por diferentes espécies e 

diferentes tipos de células (CHEEVERS, 2002; LYALL; SOLANKY; TILEY, 2000). Portanto, o 

tropismo de células e espécies no MVV não parece surgir da expressão limitada do seu receptor. 

No entanto, os receptores para CAEV e algumas cepas de MVV mostram padrões mais restritos 

de expressão (CHEEVERS, 2002; HOTZEL; CHEEVERS; BEYER; HOTZEL, 2001; HOTZEL; 

CHEEVERS, 2002; JOLLY; NARAYAN, 1989; LYALL; SOLANKY; TILEY, 2000), sugerindo 

que as restrições de tropismo para algumas cepas de LV são afetadas pela expressão do receptor 

(MSELLI-LAKHAL et al., 2000). Desconhece-se se os LV usam um receptor celular principal ou 

se as interações receptor/co-receptor são necessárias para a entrada viral da célula. Os receptores 

de carboidratos e as interações com os resíduos de glicano na superfície do vírus também são 

usados pelos lentivírus para entrar nas células, e o receptor de manose foi implicado na entrada de 

MVV em macrófagos e células da membrana sinovial (CRESPO et al., 2011). 

Respostas de anticorpos de imunoglobulinas M (IgM) e IgG são induzidas após a infecção 

natural por LV. Em ovinos são detectadas apenas respostas IgG1 anti-MVV (BIRD et al., 1995), 

enquanto em caprinos infectados por CAEV é induzida uma resposta dominada por IgG1 

(TRUJILLO et al., 2004). Isto é sugestivo que células T auxiliar tipo 2 (Th2), produzam IL-4 em 

resposta nos animais infectados, e a produção de IgG2 é indicativa de uma resposta de células T 

auxiliar tipo 1 (Th1) CD4 + (ESTES; BROWN, 2002). Em cabras infectadas que desenvolvem 

artrite, há produção de IgG1, enquanto animais infectados sem sinais clínicos, produzem uma 

resposta mista de IgG1 e IgG2, sugerindo que os anticorpos IgG2 anti-LVPR protegem contra o 

desenvolvimento de patologia (TRUJILLO et al., 2004). 

A resposta dos anticorpos aos LV geralmente atinge epítopos nas proteínas gp135, gp38 e 

capsídeo (BERTONI et al., 2000). Essas respostas podem surgir a partir de 2 a 4 semanas após a 

infecção e tendem a produção de IgG1 específica para gp135, enquanto os animais artríticos 

exibem níveis muito elevados de IgG2 e uma relação IgG1/IgG2 maior do que os animais 

assintomáticos, ocorrendo flutuação nesses níveis durante os primeiros 6 meses da infecção 

(RACHID et al., 2013). Além disso, como o HIV-1, esses primeiros anticorpos são específicos de 

epítopos lineares e, portanto, não neutralizam (CHEEVERS et al., 2000; PERRY et al., 1995). No 

entanto, esses primeiros anticorpos podem desempenhar um papel importante nas células de 

citotoxidade dependente de anticorpo (SINGH et al., 2006). Os epítopos do vírus da AEC podem 
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sofrer mutação em resposta à pressão de seleção imposta pelas imunoglobulinas do hospedeiro. 

Estas mutações tendem a ocorrer no quarto domínio variável da gp135 e a mutação de uma citosina 

conservada mostrou alterar o epítopo de neutralização (HAFLIDADÓTTIR et al., 2008), estas 

mutações provavelmente contribuem para a progressão da doença (TRUJILLO et al., 2004). 

Embora mais pesquisas sejam necessárias para melhor compreender o papel dos anticorpos 

neutralizantes no controle da infecção por LV, é evidente que a resposta imune mediada por 

anticorpos não é suficiente para controlar a infecção (GONZÁLEZ et al., 2005), e prontamente 

contribui para a progressão da doença (STONOS; WOOTTON; KARROW, 2014). 

As respostas de células T proliferativas e de células T citotóxicas (isto é, respostas de 

células T CD4+ e CD8+) são induzidas após a infecção por LV e, apesar de sua presença durante 

a infecção persistente, o vírus não é eliminado (BERTONI; BLACKLAWS, 2010). No entanto, há 

evidências que na doença em estágio final a resposta das células T proliferativa diminui devido à 

redução na função de apresentação de antígenos (a expressão de CD80 é reduzida) (REINA et al., 

2007). Nem linfócitos T CD4 + nem CD8 + demonstraram ser protetores na infecção por LV 

(ERIKSSON et al., 1999a, 1999b), embora a metodologia usada (depleção in vivo por anticorpos 

monoclonais) possa não ter sido eficiente suficientemente com essa infecção viral lenta para 

permitir efeitos mensuráveis (BLACKLAWS, 2012). 

As células T CD4+ são essenciais para o estabelecimento da infecção por LV, embora elas 

próprias não sejam células-alvo para infecção, pois já foi demonstrado que ao atingir o linfonodo 

de drenagem, o vírus é transferido para os macrófagos, nessa etapa ocorre o envolvimento de 

linfócitos T CD4+, assim, a falta de linfócitos T CD4 + bloqueia a disseminação do vírus para a 

circulação sistêmica (ERIKSSON et al., 1999a, 1999b). 

As células T CD8+ demonstraram ser importantes no controle de outras infecções por 

lentivírus, por exemplo do HIV e pelo Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV) (BORROW et al., 

1994; JIN et al., 1999; KOUP et al., 1994; SCHMITZ et al.,1999). 

Apesar da falta de evidências para mecanismos específicos de controle imunológico de LV, 

evidências indiretas sugerem que a imunidade pode ser importante no controle da replicação. 

Primeiramente, nos estudos de canulação linfática, as células infectadas pelo vírus saem do local 

da infecção em uma onda, com a redução no número de células infectadas, ocorrendo quando 

respostas imunológicas específicas (especialmente células T) tornam-se detectáveis (BIRD et al., 

1993; BLACKLAWS et al., 1995). Em segundo lugar, a infecção de animais jovens com sistemas 

imunológicos imaturos pode causar rápida progressão da doença (BENAVIDES et al., 2007; 
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HEATON et al., 2012; LAIRMORE; ROSADIO; DEMARTINI, 1986). Em terceiro lugar, a 

mutação dos LV ocorre durante a infecção persistente, e os LV que sofreram mutações para escapar 

da resposta do anticorpo foram isolados (BERTONI; BLACKLAWS, 2010). 

Os níveis de células infectadas por LV no sangue são baixos e muito raramente há vírus 

livres no plasma, nos tecidos ou no plasma linfático aferente que drena o local da infecção 

(MCNEILLY et al., 2007; PISONI et al., 2007; RYAN et al., 2000). Isto está em contraste com 

outros lentivírus, que muitas vezes têm níveis elevados de células infectadas e vírus livres no 

plasma, especialmente durante a infecção aguda e na fase tardia da doença. Durante a doença 

clínica causada pelo EIAV, há altas cargas virais no plasma sanguíneo. A dependência dos LV na 

disseminação célula-a-célula dentro do hospedeiro é, portanto, muito diferente da patogênese de 

muitos dos outros lentivírus. É o recrutamento de monócitos infectados ou não infectados 

'latentemente' para infecção que permite a replicação contínua de LV no tecido. As respostas 

imunes à replicação viral e antígenos causam a resposta inflamatória crônica que é observada 

durante a infecção por LV e que leva ao acúmulo gradual de alterações patogênicas nos tecidos 

(HAASE, 1986). 

A definição de respostas imunes protetoras é confundida pelo fato de que os LV usam o 

sistema imunológico para auxiliar sua replicação. Em primeiro lugar, a ativação de macrófagos 

aumenta a replicação do vírus dentro deles; em segundo lugar, as células T CD4+ são necessárias 

para o estabelecimento da infecção; e, por último, os anticorpos podem ajudar o vírus a entrar nos 

macrófagos e nas células dendríticas (BLACKLAWS, 2012). 

2.3 Aspectos epidemiológicos da AEC 

A infecção pela AEC ocorre em qualquer faixa etária. Animais mais velhos acabam se 

expondo mais ao agente infeccioso e a soroprevalência tende a ser mais elevada nesta faixa etária, 

enquanto em rebanhos com alta taxa de infecção de matrizes, pode haver um aumento de animais 

jovens soropositivos (ROBINSON; ELLIS, 1986). 

O período para que ocorra a soroconversão pode levar anos, surgindo, em alguns casos, 

períodos de sororeversão caracterizados pela diminuição da titulação de anticorpos, o que 

representa um fator negativo no que se refere ao diagnóstico e controle das LVPR (ANDRÉS et 

al., 2005). 
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O reservatório e a fonte de infecção são os animais portadores do vírus e a transmissão se 

dá por meio de secreções e excreções, contendo células do sistema monocítico-fagocitário, ricas 

em partículas virais. A forma de infecção mais comum é a ingestão de colostro e leite de matrizes 

infectadas (BLACKLAWS et al., 2004). 

A infecção geralmente se dá pelas vias digestivas e respiratórias, nos animais ainda jovens, 

ou pode ocorrer ainda por via uterina (CALLADO; DE CASTRO; TEIXEIRA, 2001) quando os 

LV infectam os monócitos e macrófagos, onde irá ocorrer a replicação viral. Há infiltração de 

leucócitos mononucleares nos órgãos e tecidos alvos atingidos, como: pulmões, úbere, 

articulações, dentre outros, e a secreção de citocinas pode estar envolvida na patogenia 

(LEGASTELOIS; LEROUX; LEVREY, 1996). A indução da resposta imunológica é variável e 

não protege contra a infecção. Os LV escapam da ação do sistema imune do hospedeiro e 

disseminam-se, produzindo uma infecção persistente (CALLADO; DE CASTRO; TEIXEIRA, 

2001; MOOJEN 2001a). 

Os LV podem ser encontrados também em células mamárias causando lesões na glândula 

mamária caracterizando uma mastite intersticial (LE JAN et al., 2005). Por isso, o consumo de 

colostro e leite e a contaminação das cabras em lactação durante a ordenha são responsáveis pela 

transmissão (LERONDELLE; GODET; MORNEX, 1999; ZINK; JOHNSON, 1994). Além disso, 

cabras naturalmente infectadas com o vírus, expressam o DNA pró-viral em diversos tecidos do 

seu trato genital (ALI AL AHAMAD et al., 2005), em células do córtex ovariano e em folículos 

pré-antrais ovarianos (SILVA, 2006), sendo que a presença do vírus nestes, pode contribuir para 

uma transmissão vertical da enfermidade (FIENI et al., 2003). 

A transmissão vertical, que ocorre mais comumente através do colostro, também pode 

ocorrer via placenta, pois alguns pesquisadores consideram a possibilidade da passagem do agente 

infeccioso da mãe para o feto, antes do nascimento (KONISH et al., 2011; LARA; BIRGEL 

JÚNIOR; BIRGEL, 2005). 

Se a fêmea se infectar antes dos sessenta dias de gestação, poderá haver abortamento, mas 

após o centésimo dia, não deverá ocorrer perda fetal (BLACKLAWS et al., 2004). Animais recém-

nascidos, em decorrência da permeabilidade intestinal aumentada, podem se infectar mais 

facilmente por meio da ingestão de colostro e leite infectados (ADAMS et al., 1983; ÁLVAREZ 

et al., 2006; HOUWERS; VAN DER MOLEN, 1987). 

A transmissão intrauterina pode ocorrer em aproximadamente 10% dos animais nascidos 

de mães infectadas (BRODIE et al., 1994). A presença de células infectadas por LV no trato genital 
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de fêmeas (útero e oviduto) é uma importante fonte de contaminação para embriões e fetos (FIENI 

et al., 2003; LAMARA et al., 2002). A infecção já foi confirmada em cordeiros recém-nascidos de 

mães positivas por meio da técnica de PCR (ÁLVAREZ et al., 2006). Cavalcante (2013), utilizando 

em seu estudo 13 matrizes infectadas experimentalmente pelo CAEV-Cock e soropositivas na 

Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA) e WB (WB) com 30 e 60 dias pós-infecção, verificou que 

após 20 meses os animais soronegativaram no IDGA e somente três obtiveram resultado positivo 

no WB. Observou também que das 13 cabras, três apresentaram resultado negativo no IDGA, 

Ensaio Imunoenzimático (ELISA), WB e PCR nested de sangue, porém, foram positivas no PCR 

nested RT–PCR de ovócito e/ou fluído uterino, demonstrando assim, a existência de reações 

soropositivas intermitentes e a presença do vírus, em determinados momentos, em órgãos e não na 

corrente sanguínea, sem estimular o sistema imunológico. 

A transmissão horizontal ocorre mais facilmente em situações de altas densidades 

populacionais no rebanho, ocorrendo frequentemente por meio das fezes, saliva, secreções 

respiratória e urogenital, bem como, por mãos, toalhas, copos de ordenhadeiras mecânicas usadas 

em criações leiteiras e outros fômites contaminados (ROWE; EAST, 1997), podendo ocorrer 

também por meio de comedouros e bebedouros contaminados (BLACKLAWS et al., 2004). 

A idade, tamanho do rebanho, associação de caprinos com ovinos e contato com outros 

rebanhos caprinos apresentam uma relação significativa com a soropositividade à infecção pelo 

CAEV (GHANEM et al., 2009). 

A baixa ventilação no recinto dos animais também pode favorecer a exposição ao vírus 

(PETERHANS et al., 2004). O equipamento de ordenha mecânica contaminado pelo leite de 

animais infectados, torna-se um fômite eficiente de disseminação do CAEV quando manejado de 

maneira inadequada (ADAMS et al., 1983). 

Já foi comprovada a presença de RNA viral nos pulmões onde pneumócitos do tipo I e II, 

macrófagos alveolares e intersticiais, células endoteliais e fibroblastos, podem atuar como 

reservatório para o vírus (CARROZA et al., 2003). A presença do DNA pró-viral também tem sido 

relatada em células da membrana sinovial caprina (CHUNG; O’SULLIVAN, 1981), terceira 

pálpebra (CARPUCCHIO et al., 2003), células epiteliais das criptas intestinais, dos túbulos renais, 

da tireóide (ZINK; YAGER; MYERS, 1990), células do cumulus oophorus de folículos terciários 

(ALI AL AHMAD et al., 2005), no trato genital feminino (útero e oviductos), no sêmen (ALI AL 

AHMAD et al., 2008; ANDRIOLI; GOUVEIA; PINHEIRO,1999; PAULA et al., 2009) e em 

células epiteliais mamárias, indicando uma possível participação destas células na transmissão 
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vertical (BOLEA et al., 2006; FIENI et al., 2003). O vírus também está presente nos órgãos sexuais 

de machos infectados que podem apresentar de forma intermitente o vírus no sêmen (PAULA et 

al., 2009; PETERSON et al., 2008) fazendo da transmissão venérea uma importante forma de 

transmissão (DE SOUZA et al., 2012). 

O aumento da atividade sexual e estresse durante o período reprodutivo, pode reativar a 

carga viral e a subsequente excreção do vírus (PETERSON et al., 2008). Reprodutores 

recentemente infectados, na fase que precede a soroconversão podem eliminar o vírus pelo sêmen 

e devem ser considerados importantes fontes de infecção (PAULA et al., 2009). 

Após a infecção dos macrófagos, o animal permanece infectado durante toda sua 

existência, mesmo ocorrendo produção de anticorpos pelo sistema imunológico (PUGH, 2005). 

Na infecção pelo CAEV os sinais clínicos surgem em animais jovens ou adultos (GUEDES, 

2007), caracterizando-se por um longo período de incubação, inflamação linfoproliferativa 

progressiva, infecções persistentes e lento desenvolvimento dos sintomas (CALLADO; DE 

CASTRO; TEIXEIRA, 2001). 

O sucesso em evitar a propagação da infecção dos LV depende, em grande parte, da 

detecção precoce e do abate de animais infectados no rebanho, métodos de diagnósticos 

adequados, incluindo desde testes sorológicos periódicos, que detectam anticorpos específicos, 

como é o caso do WB, associados a testes moleculares, como por exemplo a PCR, para fins 

confirmatórios, constituem formas adequadas de medidas de monitoramento e controle, para 

estratégias bem sucedidas de controle e erradicação da doença (RAMÍREZ et al., 2013). 

2.4 Sinais clínicos 

A infecção por Lentivírus de Pequenos Ruminantes geralmente é assintomática, crônica, 

progressiva, multisistêmica, podendo induzir à morte. Animais infectados pelo CAEV podem não 

apresentar sintomatologia clínica e permanecerem por longos períodos sem alterações 

perceptíveis, porém com o passar do tempo pode ocorrer desvio de nutrientes antes destinados a 

funções fisiológicas normais, passando a ser destinados a funções imunológicas, contra o vírus 

(GREENWOOD, 1995). 

As apresentações clínicas das LVPR têm sido classificadas em quatro formas básicas: 

nervosa, respiratória, artrítica e mamária (PERETZ; ASSO; DEVILLECHAIS, 1993).  
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A forma nervosa ou leucoencefalomielite acomete preferencialmente animais com idade 

inferior a quatro meses e, menos frequentemente, animais mais velhos, em associação com a forma 

artrítica. Os animais podem apresentar paresia ou ataxia uni ou bilateral dos membros posteriores, 

que evolui para tetraparesia e decúbito, bem como, nistagmo, opistótomo, torcicolos e desvios da 

cabeça e pescoço, além de febre (MOOJEN, 2001a).  

A apresentação pulmonar pode ocorrer tanto em animais jovens quanto em adultos, 

podendo desencadear tosse, secreção nasal, dificuldade respiratória após exercícios físicos, perda 

de peso e, à auscultação, percebem-se ruídos estertorosos característicos de pneumonia intersticial 

(SERAKIDES; NUNES; PEREIRA, 1996). Emagrecimento progressivo, outra forma clínica 

bastante relatada, é uma característica observada de forma mais acentuada nesta forma clínica 

(RIET-CORREA; SIMÕES; AZEVEDO, 2011). 

A forma articular ou artrítica caracteriza-se por aumento na consistência e diâmetro das 

articulações, especialmente as carpo-metacarpianas, progredindo para deformidade (desvio do 

terço distal do membro) e perda da flexibilidade articular, dor, graus variados de claudicação e 

prostração. Pode haver aumento dos linfonodos regionais e higroma carpal (CRAWFORD; 

ADAMS, 1981). Esta forma, se configura como a mais importante em caprinos e tende a acometer 

os animais com idade superior a dois anos (WOODWARD et al., 1982). 

A forma mamária é responsável por induzir grandes perdas econômicas, em consequência 

do comprometimento da produção leiteira e da predisposição da glândula mamária a infecções 

bacterianas (LEITNER et al., 2010). A queda na produção leiteira se deve não só a lesões 

provocadas pelo vírus, mas também à diminuição do metabolismo (CHRISTODOULOPOULOS, 

2006). O animal consegue manter o apetite, mas não metaboliza o alimento e, portanto, não possui 

elementos que favoreçam a produção leiteira. Observa-se mastite, que pode ser importante causa 

de mortalidade de cordeiros (MOOJEN, 2001b). 

A detecção precoce de animais infectados para a separação e/ou eliminação do rebanho é 

uma forma prática e essencial para a eficiente prevenção e controle das LVPR, que não deve ser 

baseada nos sinais clínicos principalmente porque eles aparecem tardiamente. Somente poucos 

animais infectados em um rebanho tendem a desenvolver a doença clínica, além dos sintomas não 

serem específicos para essas enfermidades e da carga viral no sangue ser baixa (TORRES et al., 

2009). 
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2.5 Diagnóstico 

Os métodos de diagnóstico dos LV podem ser: o diagnóstico clínico, mais facilmente 

realizado quando há algum quadro da sintomatologia clínica típica da doença instalada no animal 

infectado, mesmo assim, na maioria dos casos é necessária a confirmação por provas laboratoriais 

para detecção, de forma direta (pesquisa pelo vírus ou seu material genético), ou ainda através da 

detecção de anticorpos, por provas indiretas (PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001). 

O diagnóstico das LVPR pode ser realizado de forma direta e indireta, por meio da 

utilização de testes de triagem e complementares. Como as infecções por LV frequentemente não 

induzem sintomatologia clínica em animais soropositivos, utiliza-se a sorologia como a mais 

adequada alternativa de diagnóstico para detecção desses animais (ANDRÉS et al., 2005). 

Os testes diretos incluem o isolamento e a identificação do vírus, sendo importantes no 

diagnóstico da infecção viral. Dentre esses testes tem-se a Imunohistoquímica (IH), e métodos de 

detecção de ácidos nucléicos, como a Hibridização in situ (HIS) e o teste de PCR, que é uma 

técnica bastante sensível e específica, capaz de detectar animais com infecção recente ou que ainda 

não soroconverteram, além de detectar microrganismos em estado latente, mortos ou que estejam 

unidos ao material genético do hospedeiro. Esta técnica requer equipamentos sofisticados e mão-

de-obra qualificada (ANDRIOLI et al., 2006; TIGRE; CAMPOS; SARDI, 2006). 

A técnica de PCR permite a obtenção de milhares de cópias de uma sequência específica 

de DNA. As primeiras pesquisam sobre a utilização deste teste, para diagnóstico veterinário, datam 

do final dos anos 80, apresentando-se com grande importância para o diagnóstico de doenças 

virais. Este é capaz de detectar pequenas quantidades de DNA e RNA viral presentes no material, 

amplificando-o em quantidades identificáveis. Atualmente este tipo de diagnóstico tem sido 

utilizado para a pesquisa do DNA proviral de lentivírus caprino em diferentes amostras como: 

sangue, leite e soro de leite, líquido sinovial, sêmen, fluídos uterinos e embriões (PINHEIRO; 

GOUVEIA; OLORTEGUI, 2001). 

O PCR nested aumenta a sensibilidade quando compara a PCR simples, enquanto que a 

combinação do uso de PCR múltiplos reduz o número de falsos negativos, sendo de extrema 

importância a correta escolha do primers para o sucesso da técnica. Esta técnica poderá ser 

utilizada em programas de erradicação, quando estiver disponível rotineiramente, para identificar 

os animais não diagnosticados por sorologia. (PINHEIRO; GOUVEIA; OLORTEGUI, 2001). 
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O diagnóstico indireto é muito utilizado devido aos custos menos elevados quando 

comparados aos testes diretos. Vários métodos de diagnóstico sorológico podem ser utilizados para 

a detecção de anticorpos anti-LV, dentre eles estão o ELISA, o Dot Blot (DB), o WB, o IDGA, a 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), Fixação do Complemento (FC), entre outros 

(ANDRÉS et al., 2005; PUGH, 2005; TIGRE; CAMPOS; SARDI, 2006). 

Na técnica de WB o material viral é separado por eletroforese e transferido para uma 

membrana de nitrocelulose, onde o complexo antígeno/anticorpo é visualizado através da 

aplicação de um conjugado enzimático ao qual se adiciona um substrato que reage com a enzima, 

dando cor a reação (BJERRUM; HEEGAARD, 1988). Este teste detecta anticoprpos para p28 aos 

4 dias após a infecção, apresentando assim alta sensibilidade, para a detecção precoce de 

anticorpos para o Vírus da Artrite Encefalite Caprina (PINHEIRO; GOUVEIA; OLORTEGUI, 

2001). 

A utilização consorciada de métodos de diagnóstico diretos e indiretos, como por exemplo 

PCR e WB, promove a detecção precoce, reduz os riscos de erros diagnósticos e evita a propagação 

da doença em rebanhos caprinos, pois pela identificação de animais infectados é possível promover 

a separação destes dos demais animais sadios (RAMÍREZ et al., 2013). 
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3 ARTIGO 11 1 

BASES PARA UM PROGRAMA DE CONTROLE DA ARTRITE ENCEFALITE 2 

CAPRINA EM REBANHO LEITEIRO 3 

Resumo 4 

A Artrite Encefatite Caprina (AEC) acarreta grandes perdas econômicas em rebanhos caprinos, 5 

por isso o controle desta doença é de fundamental importância. Objetivou-se neste estudo 6 

avaliar um programa de controle da AEC, a partir da utilização de testes diagnósticos altamente 7 

sensíveis para detectar a doença, separação de mãe e cria imediatamente após o nascimento e 8 

outras medidas de manejo, com o intuito de formar rebanho livre do vírus. Neste estudo foram 9 

utilizados 47 cabritos da raça Saanen, nascidos em agosto de 2013, do rebanho leiteiro da 10 

Embrapa Caprinos e Ovinos. Destes, 43 animais foram acompanhados com três testes de 11 

Reação em Cadeia de Polimerase nested (PCR nested) e Western Blotting (WB), em momentos 12 

diferentes, sendo a primeira coleta de sangue no momento imediatamente após o nascimento 13 

(M0), a segunda coleta aos 60 dias (M60) e a terceira coleta aos 270 dias de vida (M270). Todos 14 

os procedimentos dos partos foram rigorosamente assistidos, realizando-se a separação 15 

imediata dos animais recém-nascidos das mães, no intuito de não permitir contato entre ambos. 16 

Todos os animais utilizados como progenitores foram soronegativos para AEC. Os animais 17 

utilizados no experimento permaneceram isolados individualmente até o resultado dos testes. 18 

O teste de WB não detectou positividade ao longo de todo o experimento e, pelo teste de PCR 19 

nested, 4 animais foram diagnosticados como positivos, todos no M0, e foram eliminados do 20 

rebanho. Nos outros momentos, M60 e M270, nenhum animal foi indicado como positivo pela 21 

técnica de PCR nested. Podemos afirmar que a metodologia adotada nesse estudo foi efetiva no 22 

controle da doença, na fase de aleitamento e pós-aleitamento, acreditando-se até mesmo numa 23 

possível eliminação do vírus da AEC no novo rebanho. Conclui-se que a combinação do sistema 24 

de manejo que propicie diminuição de risco de transmissão horizontal, com técnicas de 25 

diagnóstico mais apuradas, como o WB e a PCR, é relevante para elaboração de um plano 26 

estratégico de controle da enfermidade. 27 

Palavras-chave: manejo; lentivirus; caprino. 28 

                                                 

1 *Artigo elaborado conforme as normas do periódico Acta Veterinaria Brasilica (ISSN: 1981-5484). 
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Introdução 29 

As Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR) acarretam grandes perdas econômicas nos 30 

rebanhos caprinos e ovinos, principalmente naqueles de produção leiteira, afetando animais de 31 

diferentes raças, idades e sexos (Dawson, 1989). A Artrite Encefatite Caprina (AEC) é 32 

enquadrada como uma LVPR e tem como agente etiológico um vírus da família Retroviridae, 33 

subfamília Orthoretovirinae, gênero Lentivírus (International Committee on Taxonomy of 34 

Viruses, 2017), conhecido como o vírus da AEC ou CAEV. O conhecimento sobre os modos 35 

de transmissão desse vírus é fundamental para o estabelecimento de medidas eficientes voltadas 36 

ao controle, e possível erradicação (Andrioli et al., 2006a). 37 

As medidas de controle e erradicação da AEC são complexas, onerosas e trabalhosas, 38 

principalmente pela ocorrência de animais assintomáticos. Outras dificuldades ao 39 

estabelecimento de medidas profiláticas abrangem: a inexistência de vacinas eficazes; a lenta 40 

produção de anticorpos, ocasionando detecção tardia de animais soropositivos por meio de 41 

testes sorológicos; a presença de animais nos rebanhos falso-negativos; e a ampla disseminação 42 

da enfermidade nos rebanhos (Joag et al., 1996; Lara, 2008). Por conta disso, a importância do 43 

diagnóstico precoce é ressaltada: pelo reconhecimento de caprinos positivos antes da 44 

apresentação clínica da enfermidade; pela retirada antecipada de animais acometidos do 45 

rebanho, para reduzir a quantidade de animais expostos à contaminação; e pela redução dos 46 

custos com tratamentos, sacrifício ou descarte de animais e perdas na produção de carne, leite 47 

e pele (Pinheiro et al., 2003).  48 

Uma medida de controle e acompanhamento do status sanitário do rebanho é a realização de 49 

testes sorológicos, para diagnosticar a AEC. Estes devem ser repetidos semestralmente ou 50 

sempre que o caprinocultor tiver condições de encaminhar os soros para o laboratório, porém 51 

devem ser realizados em animais com mais de quatro meses de idade, pois antes deste período 52 

pode haver influência dos anticorpos maternos (Souza, 2014). No entanto, mesmo com a 53 

realização periódica de testes sorológicos, alguns animais não soroconvertem e, portanto, não 54 

são detectados nesses testes, ocasionando presença de animais falso-negativos no rebanho, 55 

sendo um grande entrave para a consolidação de programas de controle da enfermidade (Castro 56 

et al., 2002). Por conta disso, tem-se a necessidade do uso de testes diretos, como a Reação em 57 

Cadeia de Polimerase (PCR) (Konishi et al., 2011), que é capaz de estabelecer um diagnóstico 58 

precoce e ampliar a sensibilidade de detecção de animais positivos. Essa técnica se baseia na 59 
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amplificação de parte específica do ácido nucléico viral presente em fluidos e tecidos de um 60 

animal infectado (Pinheiro et al., 2012). 61 

A realização de exames sensíveis é necessária para que seja feita a adoção de medidas de 62 

controle, como a separação e/ou descarte dos animais (Hirsh; Zee, 2003).  Considerando-se que 63 

não há tratamento que elimine o vírus quando o animal já se encontra infectado, nem vacina 64 

que previna a enfermidade (Callado et al., 2001; Ghanem et al., 2009), é importante impedir a 65 

disseminação do CAEV nos rebanhos, mediante a realização periódica semestral desses testes 66 

de diagnóstico, pois apesar de ser uma prática aparentemente onerosa, é essencial para a 67 

implantação e manutenção de programas de controle (Pinheiro et al., 2003).  68 

O objetivo com este estudo foi avaliar um programa de controle da AEC, a partir da utilização 69 

de testes diagnósticos sensíveis para diagnosticar a doença, separação de mãe e cria 70 

imediatamente após o nascimento e outras medidas de manejo, com o intuito de formar 71 

rebanhos livres do vírus. 72 

Material e Métodos 73 

Esta pesquisa foi realizada em acordo com os princípios éticos adotados pelo Conselho 74 

Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA (Lei nº 11.794, de 8 de outubro 75 

de 2008), com aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 76 

Estadual Vale do Acaraú (UVA) com o número de protocolo CEUA/UVA 014.12 (Anexo). 77 

Os cabritos utilizados neste estudo foram provenientes de um rebanho leiteiro pertencente à 78 

Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no município de Sobral, região semiárida do sertão 79 

Cearense, a 3º 42' de latitude Sul e 40º 21' de longitude Oeste e 83 metros de altitude. No 80 

rebanho é adotado um programa de controle da enfermidade, no qual os animais são submetidos 81 

aos testes de Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA), Ensaio Imunoenzimático (ELISA) e 82 

Western Blotting (WB) quadrimestralmente, sendo separados em grupos de animais 83 

soropositivos e soronegativos conforme o diagnóstico. As cabras são divididas em grupos 84 

distintos de forma a ocorrer três estações de parição no rebanho anualmente, para não haver 85 

intermitência na produção de leite. O sistema de acasalamento adotado no rebanho é a monta 86 

natural controlada, sendo que cabras soronegativas são cobertas por reprodutores soronegativos 87 

e cabras soropositivas por reprodutores soropositivos. Para a seleção de animais soronegativos 88 

foram obtidos resultados negativos seguidos em dois testes de IDGA, dois de ELISA e dois de 89 

WB. O diagnóstico de gestação é realizado com auxílio do ultrassom aos 45 dias. 90 
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Neste estudo acompanhou-se um período de parição de cabritos da raça Saanen no setor leiteiro 91 

da Embrapa Caprinos e Ovinos, em agosto de 2013. Todos os procedimentos dos partos foram 92 

rigorosamente assistidos, realizando-se a separação imediata dos animais recém-nascidos das 93 

mães, no intuito de não permitir nenhum contato entre ambos. Todos os animais utilizados 94 

como progenitores foram soronegativos para AEC. 95 

Após o nascimento, uma amostra de sangue de cada cria foi obtida para realização dos testes 96 

de WB e PCR nested. A coleta de sangue após o nascimento ocorreu antes dos animais 97 

mamarem o colostro termicamente tratado (56°C por 60 minutos). Todos os cabritos 98 

permaneceram isolados individualmente até o resultado dos exames. Os animais que tiveram 99 

resultados positivos, em pelo menos um dos testes, foram eutanasiados, e somente os animais 100 

negativos, nos dois testes, foram agrupados, formando assim um rebanho, que foi acompanhado 101 

até os 270 dias de idade. Salienta-se que este rebanho permaneceu totalmente isolado dos 102 

demais animais da fazenda no decorrer da pesquisa. 103 

Durante todo o estudo, realizaram-se três coletas de sangue, sendo a primeira no momento 104 

imediatamente após o nascimento (M0), a segunda aos 60 dias (M60), e a terceira aos 270 dias 105 

de idade (M270). 106 

A coleta foi realizada através da venipunção da jugular, usando tubos tipo Vacutainer® de 10 107 

mL, com (EDTA) e sem anticoagulante. As amostras de sangue foram encaminhadas aos 108 

Laboratórios de Patologia Clínica e de Biotecnologia da Embrapa Caprinos e Ovinos onde, 109 

aquelas sem anticoagulante foram centrifugadas a 3000 g por 15 minutos, e os soros obtidos 110 

armazenados em microtubos tipo eppendorf® e congelados a -20°C, até a realização da prova 111 

sorológica de WB. Após centrifugação, encaminharam-se as amostras com anticoagulante para 112 

a extração do DNA.  113 

As amostras de sangue com anticoagulante foram centrifugadas a 1500 g, para obtenção das 114 

camadas de leucócitos que foram tratadas com cloreto de amônio, segundo metodologia de 115 

Karanikolaou et al. (2005).  116 

A extração de DNA realizou-se através da metodologia de Grimberg et al. (1989), a partir das 117 

células obtidas da papa de leucócitos. A quantificação e avaliação da qualidade do DNA 118 

extraído foram realizadas por leitura da espectrofotometria a 260 e 280 nm. Na sequência as 119 

amostras foram armazenadas a -20ºC até o momento da realização do teste de PCR nested. 120 

Para a realização do PCR nested, os iniciadores desenhados foram: CAEV1 = 121 

5’CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG3’; CAEV2 = 122 
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5’TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC3. (posição genômica 1249 – 1226) descritos por 123 

Barlough et al. (1994), resultando na amplificação de um fragmento de DNA de 296pb. O 124 

produto desta amplificação foi então re-amplificado com iniciadores internos CAEV3 = 125 

5’GTTCCAGCAACTCGAA ACAGTAGCAA TG-3’ (posição genômica 997 – 1024) e 126 

CAEV4 = 5’ACCTT TCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3’ (posição genômica 1181 – 1154), 127 

afim de obter-se um fragmento-alvo final de 185pb (Rimstad et al., 1993). As reações de PCR 128 

foram realizadas em volume total de 50µL, contendo 10mM de Tris-HCl (pH 8,0), 50mM de 129 

KCl, 1,5mM de MgCl2, 100µM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20pmoles de cada 130 

iniciador, 2,0 U Taq DNA polimerase e 3 µL do DNA molde. Os ciclos foram constituídos de 131 

uma desnaturação inicial a 94°C por 5min e 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 5min, 132 

hibridização a 63°C por 1min e extensão a 72°C por 45 segundos. Uma extensão final de 72ºC 133 

por 7min (Andrioli et al., 2006b).  134 

Para leitura dos resultados, realizou-se eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo 135 

de etídio. Em todas as corridas foram utilizados controles negativos (células de MSC não 136 

infectadas), controle positivo (células de MSC infectadas) e controle de reagentes (H2O 137 

bidestilada, autoclavada, livre de DNAse) (Andrioli et al., 2006b). As amostras amplificadas 138 

por PCR foram purificadas após eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão ("low 139 

melting point") a 1%, por meio do kit de extração, conforme instruções do fabricante. 140 

O teste de WB seguiu o protocolo de Pinheiro et al. (2011). Realizando-se eletroforese SDS-141 

PAGE com géis de concentração e separação a 4% e 12,5%, respectivamente. Em seguida 142 

ocorreu a transferência passiva das proteínas contidas no gel para membrana de nitrocelulose 143 

(Protan® - 0,45µm – Amersham. Cat Nº 10600002). A membrana foi previamente bloqueada 144 

com PBS Tween a 0,3%. O imunodiagnóstico foi realizado com diluições de soro de 1:50 e 145 

conjugado rabbit anti-goat IgG peroxidase (Sigma® Cat. A5420) de 1:15000. A revelação das 146 

bandas de proteína ocorreu ao abrigo da luz, com os substratos 4-Cloro-1-Naphthol e 3,3’ 147 

Diaminobenzidine (DAB), com H2O2 a 30% e a reação inibida com adição de água destilada. 148 

Realizou-se estatística descritiva dos dados na forma de porcentagem simples para demonstrar 149 

as quantidades de animais detectados como positivos e negativos, para cada teste diagnóstico 150 

realizado. Por meio do programa Epi InfoTM 7.0, executou-se o teste Exato de Fischer (P<0,05), 151 

para comparação do M0 com o M60 e com o M270, nos resultados do teste de PCR nested. 152 
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Resultados e Discussão  153 

Nesse estudo, um total de 47 animais foram inicialmente utilizados. Destes, quatro foram 154 

positivos no M0, no teste de PCR nested. Desta forma o percentual de positividade do teste no 155 

M0 foi de 8,5% (4/47, Tab. 1). Os quatro animais positivos no M0 foram eliminados do 156 

rebanho, e não tiveram contato com os demais. No M60 e no momento M270 nenhum dos 43 157 

animais foi indicado como positivo pela técnica de PCR nested (Tab. 1).  158 

 Durante todo o experimento, o teste sorológico utilizado (WB) não detectou animais 159 

soropositivos (Tab. 1). Este resultado diverge com os de Frota et al. (2005) que, trabalhando 160 

com 46 animais separados ao nascimento, oriundos de um rebanho sob o controle da AEC, 161 

também obtiveram resultado negativo pelo teste sorológico, que no caso foi o IDGA, em um 162 

primeiro exame sorológico, em todos os indivíduos testados. No entanto, observaram 163 

soroconversão em um novo teste sorológico aos seis meses de idade.  164 

Tabela 1: Valores reais e percentuais de positividade e negatividade para os testes de Western Blotting e PCR 

nested, do momento do nascimento (M0), aos 60 dias (M60) e aos 270 dias de vida (M270). 

Idade 
Western Blotting PCR nested 

Total de animais 
+ - + - 

M0 0 (0%) 47 (100%) 4 (8,5%) 43 (91,5%) 47 

M60 0 (0%) 43 (100%) 0 (0%) 43 (100%) 43 

M270 0 (0%) 43 (100%) 0 (0%) 43 (100%) 43 

Possivelmente a retirada dos animais infectados, PCR positivo no momento do nascimento, 165 

aliados à separação total dos cabritos, imediatamente após o nascimento, tenha evitado a 166 

disseminação do vírus entre os cabritos. Entretanto, como nesta enfermidade pode ocorrer 167 

soroconversão tardia, é possível que algum animal estivesse em uma fase inicial de infecção e, 168 

assim sendo, com o nível de anticorpos baixo ou até mesmo inexistente (Adams, 1982). A baixa 169 

carga viral no sangue é um grande desafio para a detecção de vírus. Além disso, como foi 170 

mostrado em cabras experimentalmente infectadas com CAEV, pode ocorrer variação da carga 171 

viral, podendo existir diferenças de resultados entre indivíduos (Juste et al., 1998; Zhang et al., 172 

2000).  173 

 A técnica de PCR vem sendo utilizada com sucesso na detecção de Lentivírus de Pequenos 174 

Ruminantes (LV) possuindo alta sensibilidade e especificidade (Zanoni et al., 1990). Wagter et 175 

al. (1998) afirmaram que essa técnica é bastante versátil e foi adaptada para amostras 176 

sanguíneas, de leite, sêmen e de outros tecidos, porém, em se tratando de animais em estágios 177 

iniciais da doença, as amostras de sangue são mais eficientes para a detecção do DNA proviral. 178 

Segundo Zanoni et al. (1992), a PCR apresenta vantagem sobre métodos sorológicos de 179 
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detecção de infecção em animais com anticorpos colostrais. Em infecções por LV, 180 

diagnosticadas pela técnica de PCR, são frequentemente encontrados animais negativos nos 181 

testes sorológicos (falsos negativos) (Rimstad et al., 1993; Johnson et al., 1992), demonstrando 182 

uma menor sensibilidade destes métodos, frente ao teste molecular (Cardinaux et al., 2013). No 183 

entanto, o diagnóstico por meio da técnica de PCR pode falhar, em casos em que a carga viral 184 

está muito baixa (Brodie et al., 1993). Estudos demonstram que a técnica de PCR é capaz de 185 

detectar a infecção em 88,3% de ovinos e caprinos que são soropositivos e em 11% que são 186 

soronegativos na Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) (Wagter et al., 1998). Outros 187 

estudos já indicaram que os métodos de PCR tendem a ser menos sensíveis do que testes 188 

sorológicos (ELISA e IDGA) (Alvarez et al., 2006; Zanoni et al., 1996), mesmo esse teste 189 

indicando animais infectados antes da soroconversão (Alvarez et al., 2006). Essa diminuição 190 

no nível de sensibilidade da técnica de PCR foi demonstrada pelo tipo de amostra biológica 191 

utilizada no teste (Extramiana et al., 2002). Esses autores evidenciaram níveis de detecção de 192 

83,5% para leucócitos no sangue periférico, 66,7% nas células do leite e 88% nos tecidos. 193 

Observaram, ainda, que a técnica de PCR apresentou uma especificidade de até 100% quando 194 

comparado com a IDGA. Segundo Karanikolaou et al. (2005), a utilização da técnica de PCR 195 

em diferentes amostras biológicas, a especificidade foi mantida em 100%.  196 

Quanto ao fato da ocorrência de nascimento de animais positivos para a infecção, Cavalcante 197 

et al. (2013) demonstraram a presença do pró-vírus em ovócitos e fluído uterino, de três animais 198 

infectados experimentalmente, que reagiam negativamente às provas sorológicas. Isto pode ter 199 

ocorrido neste estudo, uma vez que os animais utilizados como progenitores eram soronegativos 200 

para AEC, no entanto, poderiam abrigar o vírus no sistema reprodutor, e não na corrente 201 

sanguínea, favorecendo a transmissão intrauterina. 202 

Estudos demonstram que animais positivos representam uma importante fonte de infecção do 203 

vírus da AEC para animais sadios em um rebanho (Heat et al., 2012; White et al., 2014). O 204 

isolamento de animais imediatamente após o parto e a eliminação dos positivos, diagnosticados 205 

através de testes sorológicos e/ou moleculares, são fundamentais para um controle efetivo desta 206 

enfermidade. Estas medidas previnem a transmissão vertical e horizontal da doença 207 

impossibilitando a contaminação dos animais nascidos negativos (Konish et al., 2011).  208 

East et al. (1993) descreveram a ocorrência da transmissão entre animais de todas as idades em 209 

contato próximo por meio de aerossol, e até mesmo a transmissão de até vários metros de 210 

distância parece ser uma rota significativa de disseminação, particularmente em sistema de 211 

manejo intensivo ou condições de pastoreio. Villoria et al. (2013) detectaram a presença do 212 
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vírus em 9% e 11% das amostras de água e ar, respectivamente, coletadas em currais e em 35% 213 

das ovelhas que participaram do estudo. Encontrou-se, ainda, a presença de LV no ar expelido 214 

por esses animais.  215 

A transmissão horizontal pode ocorrer, também, através das secreções respiratórias, o que já foi 216 

demonstrado principalmente pelo fato de que células infectadas com o vírus já terem sido 217 

encontradas em fluido brônquio alveolar de ovelhas positivas (Mcneilly et al. 2008). Além 218 

disso, células tanto livres quanto associadas ao vírus têm sido detectadas em leite ou colostro 219 

de ovelhas e cabras e acredita-se que a aerolização do leite por parte dos animais durante o 220 

manejo possa contribuir para a transmissão da doença (Herrman-Hoesing et al., 2007). A rota 221 

de transmissão horizontal tem sido amplamente aceita como responsável pela propagação das 222 

LVPR (Peterhans et al., 2004).  223 

Um comportamento muito comum nessa fase de vida dos animais, e que favorece a ocorrência 224 

da transmissão horizontal, relaciona-se ao hábito de cabritos jovens ficarem aglomerados e 225 

simularem o movimento de sucção de leite em diversas partes do corpo de outros animais, 226 

favorecendo a troca de secreções (Gufler et al., 2007). De Souza et al. (2015), já comprovaram 227 

a presença do CAEV na saliva, que reforça a hipótese da transmissão entre animais, 228 

principalmente nessa faixa etária, por ocasião do comportamento descrito acima. A adoção de 229 

testes diagnósticos no momento do nascimento, associados à separação dos animais positivos, 230 

possivelmente pode ter bloqueado essa rota de transmissão do CAEV. 231 

Álvarez et al. (2005), ao estudarem transmissão horizontal, afirmaram que a Pneumonia 232 

Progressiva dos Ovinos ou Maedi-Visna, doença enquadrada como LVPR, acontece na faixa 233 

entre 85,7% a 90% para rebanhos sem programas de controle sanitário (Valas et al., 2000). O 234 

esclarecimento da epidemiologia e o curso da infecção são essenciais para a diminuição do 235 

número de animais infectados e, consequentemente, a redução das perdas econômicas (White; 236 

Knowles, 2013; Kaba et al., 2012; Jarczak et al, 2016). 237 

As estratégias de prevenção e erradicação mais comumente utilizadas são: realização periódica 238 

de testes e remoção de animais sorologicamente positivos; separação imediata das crias de mães 239 

soropositivas ao nascimento, com fornecimento de colostro bovino ou termizado; separação de 240 

animais soropositivos de soronegativos e o controle do comércio de animais vivos (Peterhans 241 

et al., 2004; Berriatua et al., 2003; Rowe et al., 1992, Rodrigues et al., 2018). O sucesso parcial 242 

até o momento dos programas de controle indica que os testes disponíveis para diagnóstico 243 

desta doença e as medidas de contenção comumente adotadas são úteis para reduzir a 244 
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prevalência da infecção (Peterhans et al., 2004), mas não para a sua erradicação. Pérez et al. 245 

(2013) e Rodrigues et al. (2018), implementando programas estratégicos de controle de LVPR 246 

em ovinos e caprinos, respectivamente, conseguiram reduzir significativamente os níveis de 247 

animais soropositivos e eliminar os sintomas clínicos no rebanho, através da associação de 248 

técnicas de diagnóstico sorológicas com medidas de manejo sanitário, mas não conseguiram 249 

zerar a incidência sorológica.  250 

Um programa compulsório de erradicação do CAEV, em uma região ao sul da Itália, vem sendo 251 

implementado desde 2007, com testes sorológicos realizados anualmente em uma época do ano 252 

específica. Nestes, todos os animais sorologicamente positivos ou inconclusivos foram/são 253 

abatidos. Ademais, cabritos não testados (menores de seis meses de idade) nascidos de animais 254 

soropositivos, que foram alimentados com colostro da mãe infectada e/ou estiveram em contato 255 

próximo com ela, também foram/são considerados infectados. Após a adoção dessas medidas, 256 

a soroprevalência diminuiu de 13,9% em 2007-2008 para 0,3% em 2014-2015. Essa drástica 257 

redução na soroprevalência de rebanhos durante este período indica que o programa de controle 258 

implementado foi bem-sucedido, mas não eliminou o vírus (Tavella et al., 2018). 259 

Um caso de sucesso na erradicação do CAEV foi obtido por Konish et al. (2011). Esses autores, 260 

por meio de um programa de erradicação do vírus da AEC, desenvolvido entre os anos de 2002 261 

e 2006, conseguiram formar um rebanho livre da doença, a partir de um rebanho sabidamente 262 

positivo e com alta prevalência (60,8%) sorológica (IDGA) da infecção. Esse programa, muito 263 

semelhante ao desse estudo, consistiu em diversas medidas de manejo como: separação 264 

imediata entre mãe e cria após o parto; fornecimento de colostro bovino; abate de animais 265 

positivos; segregação dos animais positivos e negativos; segregação de outros que tiveram 266 

contato com o rebanho com status positivo ou desconhecido; separação dos animais de forma 267 

a evitar o contato entre animais de diferentes idades; uso de testes molecular e sorológico (PCR 268 

e IDGA, respectivamente) periodicamente; equipes de manejadores específicos para cada 269 

rebanho de forma a garantir a prevenção da transmissão vertical e horizontal. 270 

Na primeira Conferência de Consenso sobre os LV realizada pela União Europeia, a primeira 271 

no campo da medicina veterinária, três importantes questões no âmbito dos LV foram 272 

discutidas: as rotas de transmissão, consequências da infecção e do papel potencial dos 273 

programas de erradicação em nível local europeu, de acordo com a situação em cada país ou 274 

região. Nesse programa de controle desenvolvido em países da União Europeia, as etapas para 275 

erradicação da doença foram definidas: determinar a prevalência de LVPR por pesquisas e 276 

outras fontes de dados; reduzir a taxa de soroprevalência até sorologia negativa, erradicando 277 
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assim a doença; e finalmente consolidar o status de sorologia negativa com erradicação do vírus 278 

(Peterhans et al., 2004). 279 

Os resultados desse estudo mostraram um forte indicativo de que esse conjunto de estratégias 280 

de controle evitou a contaminação nos cabritos pelo vírus da AEC, pois nos dois momentos 281 

(M60 e M270) e em ambos os testes (WB e PCR nested), nenhum dos 43 animais foi positivo. 282 

Entretanto, para a confirmar o desaparecimento do vírus desse rebanho, seria necessária uma 283 

pesquisa com mais análises diagnósticas e um tempo mais prolongado como foi descrito por 284 

Konishi et al., (2011). 285 

Considerações finais 286 

Indicamos que a metodologia adotada nesse estudo foi efetiva no controle da doença, na fase 287 

de aleitamento e pós-aleitamento. Salienta-se que, a combinação do sistema de manejo, que 288 

propicie diminuição de risco de transmissão horizontal, com técnicas de diagnóstico mais 289 

apuradas, como o Western Blotting e a PCR nested, é relevante para elaboração de plano 290 

estratégico de controle da enfermidade. 291 
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4 ARTIGO 22 1 

DINÂMICA DO DIAGNÓSTICO IMUNOMOLECULAR DE ANIMAIS COM 2 

INFECÇÃO PELO LENTIVÍRUS CAPRINO 3 

Resumo  4 

A Artrite Encefalite Caprina (AEC) é enfermidade crônica, incurável, de alta prevalência 5 

em rebanhos leiteiros nacionais e associada a perdas econômicas. Ela é causada pelo 6 

Lentivírus Caprino (LVC), pertencente à família Retroviridae. Nesse estudo objetivou-se 7 

acompanhar a dinâmica de anticorpos anti-LVC e a presença do DNA próviral, em 8 

cabritos positivos no teste de PCR nested imediatamente após o nascimento, durante 24 9 

meses. Os animais foram acompanhados do momento do nascimento, e mensalmente, até 10 

os 24 meses, pelos testes Western Blotting (WB) e PCR nested. Foram realizados 624 11 

testes para cada uma das técnicas, totalizando 1.248 exames. No teste de PCR nested, 360 12 

(57,7%) apresentaram resultados positivos. Já no WB apenas 9 (1,4%) dos exames foram 13 

reativos. Das amostras positivas no WB, quatro foram detectadas aos 15 dias, duas aos 14 

270 dias e apenas uma aos 240, 600 e 690 dias. Em conclusão, os resultados 15 

demonstraram que o controle efetivo da AEC requer a associação de diferentes técnicas 16 

diagnósticas (molecular e sorológica), para identificação de animais que não estão 17 

respondendo imunologicamente, além da realização de inquéritos de forma periódica e 18 

contínua. São necessários mais estudos sobre a patogenia do LVC em crias e a sua 19 

dinâmica de transmissão intrauterina. 20 

 21 

Palavras-chave: Artrite Encefalite Caprina, transmissão vertical, Western Blotting, 22 

PCR. 23 

Abstract 24 

Caprine Arthritis Encephalitis (AEC) is a chronic, incurable disease of high prevalence 25 

in national dairy herds and associated with economic losses. It is caused by Goat 26 

Lentivirus (LVC), belonging to the family Retroviridae. The objective of this study was 27 

to monitor the dynamics of anti-LVC antibodies and the presence of prokaryotic DNA in 28 

goats positive in the nested PCR test immediately after birth for 24 months. The animals 29 

were followed at birth and monthly up to 24 months by Western Blotting (WB) and nested 30 

PCR. A total of 624 tests were performed for each technique, totaling 1,248 tests. In the 31 

nested PCR test, 360 (57.7%) presented positive results. In WB, only 9 (1.4%) of the 32 

exams were reactive. Of the WB positive samples, four were detected at 15 days, two at 33 

270 days and only one at 240, 600 and 690 days. In conclusion, the results demonstrated 34 

that the effective control of the AEC requires the association of different diagnostic 35 

techniques (molecular and serological), to identify animals that are not responding 36 

                                                 

2 Artigo elaborado conforme as normas do periódico Brazilian Journal of Microbiology (ISSN 1517-

8382, versão impressa, ISSN 1678-4405, versão online). 
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immunologically, and to conduct surveys on a regular and continuous basis. Further 37 

studies on the pathogenesis of LVC in calves and their dynamics of intrauterine 38 

transmission are needed.  39 

Keywords: Caprine Arthritis Encephalitis, Vertical Transmission, Western Blotting, 40 

PCR. 41 

Introdução 42 

O Lentivírus Caprino (LVC) é o agente etiológico da Artrite Encefalite Caprina 43 

(AEC), enfermidade crônica, incurável, de alta prevalência em rebanhos leiteiros 44 

nacionais e associada a perdas econômicas. O vírus da AEC ao entrar em um rebanho, 45 

pode demorar meses a anos para o desenvolvimento clínico da doença, o que favorece a 46 

sua disseminção (Andrioli et al., 2006a; De Andres et al., 2005). 47 

Pinheiro et al. (2012), demonstraram que indiferente de raça, sexo e idade, os 48 

caprinos estão sujeitos à infecção pela AEC, no entanto Larruskain e Jugo (2013) 49 

relataram que fatores do hospedeiro, como a raça, o fenótipo e o genótipo, associados à 50 

cepa dos Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LV), podem ter relação direta na 51 

resistência do hospedeiro aos sinais clínicos da doença. A observação de doenças 52 

retrovirais em várias espécies mostrou que, mesmo em uma população infectada por uma 53 

determinada cepa de vírus, há diferenças no resultado individual do processo infeccioso 54 

e/ou da doença nos animais (Maclachlan, 2011). 55 

Infecções por LV são difíceis de controlar devido à capacidade do vírus de se 56 

integrar ao genoma do hospedeiro, induzir infecções persistentes e evitar a neutralização 57 

viral (Zahno e Bertoni, 2018; Patel et al., 2012; Leroux e Mornex, 2008; Brodie et al., 58 

1992). O controle da AEC depende da prevenção da transmissão, principalmente através 59 

do colostro e do leite, da sensibilidade e especificidade dos testes de diagnóstico, do 60 

intervalo e frequência do monitoramento sorológico e do sacrifício de animais infectados 61 
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(Almeida et al., 2003; Berriatùa et al., 2003; Cruz et al., 2003; Lima et al., 2013; Pinheiro 62 

et al., 2010; Reina et al., 2009). 63 

A técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) é um teste sensível de grande 64 

eficácia, que já vem sendo utilizado para diagnosticar a infecção pelo LVC há mais de 65 

vinte anos (Herrmann-Hoesing, 2010). Várias técnicas de PCR com alta precisão para 66 

detecção da AEC foram recentemente desenvolvidas, porém nenhuma delas, até agora, 67 

tem sido disponibilizada para uso comercial e, dificilmente permanecem em uso na 68 

prática veterinária de rotina, devido a falta de laboratórios equipados, pessoal qualificado 69 

e aos custos elevados (De Regge e Cay, 2013; Kuhar et al., 2013).  70 

Os testes sorológicos de diagnóstico da AEC, por possuírem custo menos 71 

elevados, vêm sendo mais utilizados. Apesar de ser possível a detecção de anticorpos para 72 

várias proteínas do LVC, esses testes apresentam problemas como a soroconversão tardia 73 

(Rimstad et al., 1983), inconsistência dos níveis de anticorpos em cabras soropositivas 74 

cronicamente infectadas (Hanson et al., 1996) e a diversidade genética do vírus 75 

(Lacerenza et al., 2006). Dentre os testes sorológicos, o Western Blotting (WB) 76 

caracteriza-se por ter melhor sensibilidade quando comparado principalmente com a 77 

Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) e com o Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 78 

(Konishi et al., 2011; Pinheiro, et al., 2012). Para um diagnóstico mais seguro das 79 

Lentiviroses de Pequenos Ruminates (LVPR) é necessário que sejam empregados testes 80 

sorológicos sensíveis, como o ELISA ou o WB, combinado com técnicas moleculares 81 

diretas, como a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) (Rodrigues et al., 2018). 82 

Nesse estudo, objetivou-se acompanhar a dinâmica de anticorpos anti-CAEV pelo 83 

teste de WB, e a presença do DNA próviral, através da realização de PCR nested, em 84 
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cabritos positivos no teste de PCR nested imediatamente após o nascimento, durante 24 85 

meses.  86 

Material e métodos 87 

Local, animais e amostras 88 

Este estudo foi desenvolvido na Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no 89 

município de Sobral, região semiárida do sertão Cearense, a 3° 42' de latitude Sul e 40° 90 

21' de longitude Oeste, a uma altitude de 83 metros. No rebanho experimental é adotado 91 

o programa de controle da AEC há mais de 20 anos, onde inicialmente era realizado o 92 

teste de IDGA e abate dos animais positivos (EMBRAPA, 1996).  93 

Atualmente são realizados os testes ELISA e WB a cada quatro meses. A partir 94 

do diagnóstico os animais são separados em grupos de soropositivos e soronegativos, em 95 

locais específicos e distantes entre si.. As cabras são divididas em grupos distintos de 96 

forma a ocorrer três estações de parição no rebanho anualmente, para não haver 97 

intermitência na produção de leite. O sistema de acasalamento utilizado é a monta natural 98 

controlada, sendo que cabras soronegativas são cobertas por reprodutores soronegativos 99 

e cabras soropositivas por reprodutores soropositivos. O diagnóstico de gestação é 100 

realizado por ultrassonografia aos 45 dias após a monta. As crias de ambos os grupos são 101 

separadas imediatamente após o parto e é fornecido colostro termizado (56ºC por uma 102 

hora) de cabras soronegativas e leite de vaca (Rodrigues et al., 2018).  103 

Para o desenvolvimento deste experimento, foram utilizados 24 animais de ambos 104 

os sexos, das raças Anglo Nubiana e Saanen, nascidos no setor Leiteiro da Embrapa 105 

Caprinos e Ovinos, em setembro de 2015, que apresentaram resultado positivo para AEC 106 

no teste de PCR nested no momento do nascimento. As análises de PCR nested e WB 107 
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foram realizadas nas amostras de sangue coletadas no momento do nascimento, aos 15 108 

dias de vida, e, mensalmente, até os 24 meses.  109 

Aspectos éticos 110 

Os procedimentos de manejo e da realização de coleta de sangue, já praticados 111 

rotineiramente na Embrapa Caprinos e Ovinos, foram submetidos à Comissão de Ética 112 

no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa e aprovado sob número 13/2015 (Anexo 2).  113 

Extração de DNA 114 

As amostras de sangue com anticoagulante foram centrifugadas a 1500g, para 115 

obtenção das camadas de leucócitos que foram tratadas com cloreto de amônio, segundo 116 

metodologia de Karanikolaou et al. (2005).  117 

A extração de DNA realizou-se através da metodologia de Grimberg et al. (1989), 118 

a partir dos leucócitos. A quantificação e avaliação da qualidade do DNA extraído foi 119 

realizada por leitura da espectrofotometria a 260 e 280 nm. Na sequência as amostras 120 

foram armazenadas a -20ºC até o momento da realização do teste de PCR nested. 121 

Testes de diagnósticos 122 

Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) nested 123 

Os iniciadores desenhados: CAEV1 = 124 

5’CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG3’; CAEV2 = 125 

5’TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC3. (posição genômica 1249 – 1226) descritos 126 

por Barlough et al. (1994), resultaram na amplificação de um fragmento de DNA de 127 

296pb. O produto desta amplificação foi então re-amplificado com iniciadores internos 128 

CAEV3 = 5’GTTCCAGCAACTCGAA ACAGTAGCAA TG-3’ (posição genômica 997 129 

– 1024) e CAEV4 = 5’ACCTT TCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3’ (posição 130 
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genômica 1181 – 1154), afim de obter-se um fragmento alvo final de 185pb (Rimstad et 131 

al., 1993). As reações de PCR foram realizadas em volume total de 50µL, contendo 132 

10mM de Tris-HCl (pH 8,0), 50mM de KCl, 1,5mM de MgCl2, 100µM de cada dNTP 133 

(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20pmoles de cada iniciador, 2,0 U Taq DNA polimerase e 134 

3 µL do DNA molde. Os ciclos foram constituídos de uma desnaturação inicial a 94°C 135 

por 5min e 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 5min, hibridização a 63°C por 1min e 136 

extensão a 72°C, por 45 segundos, e uma extensão final de 72ºC por 7min (Andrioli et 137 

al., 2006b).  138 

Para leitura dos resultados, realizou-se eletroforese em gel de agarose 2% corado 139 

com brometo de etídio. Em todas as corridas foram utilizados controles negativos (células 140 

de membrana sinovial caprina - MSC não infectadas), controle positivo (células de MSC 141 

infectadas) e controle de reagentes (H2O bidestilada, autoclavada, livre de DNAse) 142 

(Andrioli et al., 2006b). As amostras amplificadas por PCR foram purificadas após 143 

eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão ("low melting point") a 1%, por 144 

meio do kit de extração, conforme instruções do fabricante. 145 

Sequenciamento 146 

Com o objetivo de confirmar a infecção pelo LVC, os produtos de amplificação 147 

por PCR nested de amostras de sangue dos cabritos foram sequenciados na plataforma 148 

Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyzer. As sequências obtidas foram alinhadas 149 

com as seqüências BR / CNPC-G1, BR / CNPC-G2, BR / CNPC-G3, BR / CNPC-G4 e 150 

CAEV-Cork (disponíveis no GenBank, numeradas em EU300976, EU300977, 151 

EU300978, EU300979 e M33677, respectivamente), usando o algoritmo Clustal W 152 

(Thompson et al., 1994), a partir do BioEdit Sequence Alignment Editor® (Hall, 1999). 153 
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Western Blotting (WB) 154 

O teste de WB seguiu o protocolo de Pinheiro et al. (2011). Realizando-se 155 

eletroforese SDS-PAGE com géis de concentração e separação a 4% e 12,5%, 156 

respectivamente. Em seguida, ocorreu a transferência passiva das proteínas contidas no 157 

gel para membrana de nitrocelulose (Protan® - 0,45µm – Amersham. Cat Nº 10600002). 158 

A membrana foi previamente bloqueada com PBS Tween a 0,3%. O imunodiagnóstico 159 

foi realizado com diluições de soro de 1:50 e conjugado rabbit anti-goat IgG peroxidase 160 

(Sigma® Cat. A5420) de 1:15000. A revelação das bandas de proteína ocorreu ao abrigo 161 

da luz, com os substratos 4-Cloro-1-Naphthol e 3,3’ Diaminobenzidine (DAB), com H2O2 162 

a 30% e a reação inibida com adição de água destilada. 163 

Análise estatística 164 

Todos os dados foram tabulados no programa Microsoft Excel® e utilizou-se a 165 

estatística descritiva para analisar os dados. 166 

Resultados 167 

Foram realizados 1.248 testes de diagnóstico, sendo 624 de WB e 624 de PCR. 168 

Dos testes de PCR nested, 360 (57,7%) foram positivos, enquanto apenas nove (1,4%) 169 

apresentaram sororreação no WB. 170 

Embora todos os 24 animais obtiveram diagnóstico positivo ao nascimento no 171 

PCR nested, houve uma intermitência nos resultados ao longo do estudo, sendo que o 172 

percentual máximo de positividade de 91,7% (22 animais), ocorreu em três momentos 173 

diferentes (nos testes das amostras de 360, 510 e 720 dias), todos já no segundo ano de 174 
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vida dos animais. O percentual mínimo de detecção de amostras positivas foi de 4,2% (1 175 

amostra) aos 270 dias (Figura 1). 176 

Ao dividirmos o experimento em duas etapas, sendo a primeira dos 15 dias até os 177 

360 dias (neste caso excluímos o momento zero pois os animais foram selecionados com 178 

base na positividade ao PCR nested) e a segunda dos 360 aos 720 dias, a média de 179 

positividade do PCR nested foi de 42,9% no primeiro ano enquanto que no segundo ano 180 

de vida foi de 70,4% (Figura 1). 181 

 182 

Figura 1 Quantitativo dos resultados positivos dos testes de PCR nested nos 26 momentos 

No WB, a capacidade máxima de detecção de animais positivos deu-se aos 15 183 

dias, com 16,7% (4 amostras) das amostras testadas (Figura 2). O animal de número 184 

15126, positivo aos 690 dias, foi o único animal que positivou duas vezes por esta técnica, 185 

tendo seu primeiro resultado positivo aos 15 de idade. Ao contrário do que aconteceu no 186 

PCR nested, na primeira fase (primeiro ano) do experimento o WB obteve uma melhor 187 

detecção de positividade quando comparado a segunda fase (segundo ano de vida). 188 
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 189 

Figura 2 Quantitativo dos resultados positivos dos testes de Western Blotting nos 26 momentos 

Na avaliação dos resultados, obteve-se também a quantidade de resultados 190 

positivos de cada animal em cada um dos testes. O animal com numeração 15157 foi o 191 

que mais apresentou-se positivo no PCR nested, com 19 (73,1%) resultados, seguidos 192 

pelos animais de numeração 15141, 15151 e 15152, com 17 (65,4%) resultados positivos 193 

cada um. O animal com menos resultados positivos no PCR nested foi o 15125, com 10 194 

(38,5%) (Figura 3). 195 

 196 

Figura 3 Demonstrativo de resultados positivos individuais no teste de PCR nested 

No WB apenas oito animais dos 24 testados, foram detectados como positivos, 197 

sendo que o animal de numeração 15126, foi o único que foi diagnosticado por duas vezes 198 

(7,7%) no referido teste, totalizando apenas 9 (1,46%) amostras positivas de 624 199 

realizadas durante todo o período de estudo (Figura 4). 200 
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 201 

Figura 4 Demonstrativo de resultados positivos individuais no teste de Western Blotting 

Sequências obtidas de produtos amplificados por PCR de amostras de sangue 202 

coletadas dos animais, imediatamente após o parto, mostraram que estes adquiriram vírus 203 

altamente relacionados com o protótipo caprino lentiviral CAEV-Cork e cepas locais 204 

como BR / CNPC (BR / CNPC-G1, BR / CNPC-G2, BR / CNPC- G3 e BR / CNPC-G4). 205 

Estas sequências BR / CNPC representam a estirpe viral circulante no rebanho caprino 206 

utilizado, conforme descrito por Feitosa et al. (2010).  207 

Discussão 208 

A presença do DNA proviral e anticorpos contra o CAEV em caprinos jovens, 209 

diagnosticados como positivos no momento do nascimento, demonstrou que em apenas 210 

oito, dos 24 animais testados por 24 meses, foram detectados anticorpos. Este 211 

comportamento pode ser explicado, em parte, pela intermitência da resposta imunológica, 212 

que apresenta níveis variáveis de anticorpos em animais sabidamente positivos e que pode 213 

ocorrer ao longo de semanas, meses e até anos (Rowe et al., 1992; Rimstad et al., 1993; 214 

Preziuso et al., 2003). A ausência de soroconversão ou soroconversão tardia de um animal 215 

infectado com a AEC está relacionada com a patogenicidade da doença, que envolve a 216 

restrição da replicação e a latência viral na forma de DNA pró-viral integrado ao genoma 217 
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celular de monócitos ou em suas células progenitoras na medula óssea (Blacklaws, 2012). 218 

Assim, o vírus permanece camuflado (Blacklaws, 2012) e a infecção persiste sem a 219 

ativação do sistema imunológico (Brellou et al., 2007; Ravazzolo et al., 2006).  Alguns 220 

autores sugerem a possibilidade de ocorrência de aquisição transitória de vírus devido a 221 

determinantes virais e imunológicos desconhecidos que podem levar à não persistência 222 

da infecção. Neste caso, ao longo do tempo, os animais não apresentam resultados 223 

positivos em testes de diagnóstico, seja molecular (PCR) ou sorológicos (Herrman-224 

Hoesing et al., 2007).  225 

Deve-se, também, levar em conta que, muito provavelmente, a retirada dos 226 

animais que expressavam anticorpos contra as proteínas dos LV, ao longo de mais de 20 227 

anos de controle, tenha produzido um efeito de seleção sobre o rebanho caprino, o que 228 

pode explicar o número reduzido de resultados WB positivo. Pinheiro et al. (2010) 229 

salientaram a importância da alternância dos kits de diagnóstico com proteínas virais 230 

diferentes nos programas de controle da Artrite Encefalite Caprina. Estes autores 231 

verificaram que em um rebanho submetido ao controle utilizando um teste de diagnóstico 232 

com um antígeno, que contenha uma proteína específica, com o tempo ele perde a 233 

capacidade de detecção em virtude da retirada de todos os animais infectados que 234 

expressam anticorpos para aquela proteína.  235 

Outra explicação para que 66,7% dos animais não tenham soroconvertido durante 236 

o experimento, seria uma possível imunotolerância fetal, isto é, o vírus infectou os 237 

animais antes do desenvolvimento da competência imunológica, o que pode resultar na 238 

geração de animais que apresentam a infecção persistente pelo LVC sem estímulo 239 

imunológico detectável. Caso a contaminação do feto ocorra quando o sistema 240 

imunológico é imaturo, as proteínas virais são reconhecidas erroneamente como próprias 241 
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do indivíduo (self), o que torna o animal imunologicamente tolerante ao LVC. Este 242 

problema ocorre com outros vírus como, por exemplo, o vírus da diarreia viral bovina 243 

(Brock, 2003; Liebler-Tenorio, 2005). 244 

O fato de animais recém-nascidos, separados imediatamente da mãe após o 245 

nascimento e provenientes de cabras sorologicamente positivas para o LVC, positivarem 246 

em teste molecular para AEC, sugere que estes foram infectados no ambiente uterino. 247 

Reforçando esta ocorrência, Rodrigues et al. (2017), através do WB, detectaram quatro 248 

descendentes de animais soropositivos (1,4% - 4/283), dos quais três nasceram de cabras 249 

soropositivas e um de cabra soronegativa. Todos foram de imediato separados da mãe ao 250 

nascer, indicando que, apesar de baixa frequência (1,4%), existe a possibilidade de 251 

transmissão via transplacentária do LVC. Alvarez et al. (2005) estudaram a transmissão 252 

do vírus Maedi-Visna através do colostro de ovelhas infectadas e verificaram que uma 253 

das crias, que foi separada imediatamente após o nascimento, e portanto, antes da ingestão 254 

de colostro, foi soropositiva no teste ELISA comercial. Além desses achados, Andrioli et 255 

al. (2002) e Cavalcante et al. (2013) relatam que não existe certeza de que o LVC possa 256 

passar para o feto via placenta, entretanto foi detectada a presença desse vírus no trato 257 

reprodutivo feminino. 258 

Pesquisas recentes, concordantes com esse estudo, relatam positividade de 259 

cabritos jovens em teste molecular (PCR nested), sem, no entanto, expressarem o mesmo 260 

resultado em testes sorológicos (ELISA e IDGA) (Hasegawa et al., 2017). Apesar disso, 261 

segundo Barquero et al. (2011), animais com esse histórico não devem ser considerados 262 

falsos positivos, pois é relatada soroconversão tardia. Em um programa de controle da 263 

AEC, utilizando a segregação entre animais positivos e negativos baseado nos testes 264 

sorológicos (IDGA, ELISA e WB), após oito coletas quadrimestrais, Rodrigues et al. 265 
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(2018), conseguiram alcançar, na última coleta, níveis baixos de soropositividade (0,9%) 266 

para AEC. Entretanto, ao realizarem um teste molecular (PCR), constataram um nível 267 

significativo de animais positivos (10,8%) quando comparado a condição de positividade 268 

indicado pelo WB (0,9%).  269 

Os animais desta pesquisa, PCR nested positivos ao nascimento, demonstraram 270 

variações nos resultados do teste molecular ao longo do estudo, exibindo também 271 

respostas negativas. Estes resultados, não devem ser interpretados como falsos positivos, 272 

pois já foi observada intermitência da presença do DNA pró-viral tanto no sangue como 273 

no sêmen de reprodutores caprinos (Andrioli et al., 2006a; Peterson et al., 2008; Minardi, 274 

2009). Alvarez et al. (2006) realizaram um teste de PCR em cordeiros de progenitoras 275 

soropositivas ao vírus Maedi-Visna e constataram que 13 dos 204 cordeiros (6,4%) 276 

nasceram positivos. Além disso, oito destes foram positivos apenas na coleta realizada no 277 

momento do nascimento, depois negativos em todos os demais períodos (15, 30, 90, 180 278 

e 300 dias). Em outras pesquisas, a técnica de PCR nested, apresentou-se com baixa 279 

porcentagem de positivos (Gonzales et al., 2013), baixa sensibilidade (Andrés et al., 280 

2005) e falsos positivos (Brinkhof et al., 2008; Brinkhof et al., 2010, Barquero et al., 281 

2011). Entretanto, a PCR nested apresenta relevância na identificação de animais 282 

infectados e não detectados em testes sorológicos, o que pode ocorrer no caso de 283 

soroconversão tardia ou na fase inicial da infecção, situações nas quais essa técnica 284 

apresenta maior sensibilidade (Frota et al., 2005; Tigre et al., 2006; Souza, 2010). 285 

Outra forte justificativa para a intermitência dos resultados positivos no teste de 286 

PCR nested pode estar relacionada à compartimentalização viral do CAEV. A 287 

compartimentalização de quasispecies de Lentivírus de Pequenos Ruminates é 288 

determinada como a distinção genética de isolados de LV em tecidos de diferentes 289 
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animais, correspondendo a subpopulações virais no mesmo indivíduo (Ramirez et al., 290 

2012). Assim sendo, o vírus pode permanecer em um órgão ou órgãos específicos e não 291 

na corrente sanguínea. Caso este demonstrado por Cavalcante et al. (2013), onde 292 

relataram que três cabras infectadas experimentalmente e positivas sorologicamente 293 

(IDGA e WB), com 30 e 60 dias após a infecção, após decorridos 24 meses, foram 294 

negativas em IDGA, ELISA, WB e PCR nested em amostras sanguíneas. Ainda assim, 295 

esses mesmos animais foram positivos PCR nested e/ou reação da transcriptase reversa, 296 

seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), realizados em oócitos e/ou 297 

amostras de fluidos uterinos, demonstrando que o vírus em algum momento pode ser 298 

encontrado em órgãos, e não no sangue. Hasegawa et al. (2017), ao inseminar 11 cabras 299 

com sêmen fresco contendo cepa CAEV-Cork, observou que todas permaneceram 300 

negativas no PCR nested até 210 dias após a inseminação. Uma dessas cabras permaneceu 301 

negativa em todos os testes realizados no experimento (IDGA, ELISA e PCR nested), no 302 

entanto suas crias apresentaram-se positivas no ELISA e no PCR nested aos 15 e 30 dias 303 

após o nascimento, o que reforça a hipótese de compartimentalização do vírus, neste caso 304 

no sistema reprodutivo feminino.  305 

Peixoto (2014), estudando a infecção de reprodutores pelo LVC, verificou uma 306 

possível compartimentalização do vírus no sistema reprodutor masculino quando obteve 307 

resultado positivo pelo teste de WB no plasma seminal de um animal que não coincidiu 308 

com a detecção no soro sanguíneo. Fato similar ocorreu nos estudos de Ramírez et al., 309 

(2009), onde 16% de um total de 94 amostras foram reativas ao WB apenas no fluído 310 

seminal. Diferentes padrões de compartimentalização podem ser explicados por 311 

diferenças na susceptibilidade genética do hospedeiro; em características anatômicas; no 312 

genoma do vírus infectante, bem como altas taxas de mutação e replicação. Assim, após 313 
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passar por uma seleção, o vírus modifica e compartimentaliza produzindo uma 314 

quasispecies, podendo, após isso, atingir outros órgãos, através de células linfoides ou 315 

sanguíneas (Domingo e Gomez, 2007; Lemey et al., 2009).  316 

Neste estudo nenhum dos animais apresentou resultado positivo ao teste de WB 317 

no momento do nascimento, e durante o experimento detectou-se anticorpos em apenas 318 

cinco momentos diferentes; 15 dias (4 amostras), 240 dias (1 amostra), 270 dias (2 319 

amostras), 600 dias (1 amostra) e 690 dias (1 amostra) após o nascimento. Nos quatro 320 

animais, aos 15 dias de idade, em que foram detectados anticorpos anti-LVC, 321 

provavelmente estes foram oriundos do colostro termizado (56°C por 60 minutos), que 322 

eram originários de cabras sorologicamente negativas, mas provenientes de um rebanho 323 

positivo, sob um programa de controle. Segundo Souza et al. (2012), os anticorpos anti-324 

LVC presentes no colostro e ingeridos pelas crias são detectados pelo WB até 70 dias de 325 

vida. Destes quatro sororreagentes, somente um apresentou WB positivo após a coleta de 326 

15 dias. Então, provavelmente, apenas cinco animais dos oito soropositivos ao longo do 327 

experimento soroconverteram. 328 

Ainda analisando a coleta realizada no 15° dia de vida, treze amostras testadas 329 

positivaram no teste de PCR nested e quatro no WB. Destas, três foram positivas nos dois 330 

testes. As demais amostras da 15ª coleta (sendo 11 no teste de PCR nested e 20 no teste 331 

de WB), foram negativas, apesar de no primeiro momento todas serem positivas no PCR 332 

nested. Estes dados ratificam achados em estudos anteriores que demonstram interações 333 

complexas entre retrovírus e seus hospedeiros. Os retrovírus são patógenos obrigatórios 334 

que exigem que a estrutura celular do hospedeiro complete seu ciclo. Em resposta, os 335 

hospedeiros desenvolveram mecanismos sofisticados para combater infecções virais, 336 

incluindo o sistema imune inato e adaptativo (Bochud et al., 2007; Abbas et al., 2006). A 337 
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observação de doenças retrovirais em várias espécies mostrou que, mesmo em uma 338 

população infectada por uma determinada cepa de vírus, geralmente há diferenças no 339 

resultado da infecção e da doença, individualmente (Maclachlan et al., 2011). 340 

No PCR nested, em todos os momentos testados, houve taxas bem mais elevadas 341 

de detecção de amostras positivas, tendo seu maior pico de positividade em três 342 

momentos distintos, aos 360, 510 e 720 dias com 22 (91,6%)  dos 24 animais positivos. 343 

Rutkoski et al. (2001), obtiveram resultados contrastantes com este estudo, pois houve 344 

maior proporção de detecção de animais infectados pelo LVC no IDGA, quando 345 

comparado ao PCR. Estes autores, juntamente com Giammarioli et al. (2011) e Hasegawa 346 

et al. (2017) relataram que os falso negativos são frequentes no diagnóstico viral e 347 

poderiam estar relacionados ao alto número de variantes do CAEV em uma cabra 348 

infectada.    349 

O aumento do número de PCR positivo após o 10º mês pode estar associado à 350 

maturidade sexual. É possível que exista uma correlação entre o aumento da liberação de 351 

hormônios nesta fase com a presença do vírus no sangue. Observa-se que o principal 352 

sintoma desta enfermidade é artrite e ela ocorre somente após o oitavo mês, na maturidade 353 

sexual (Crawford et al., 1980; Lara et al., 2005). 354 

No caso deste estudo, a contaminação intrauterina foi a forma de infecção mais 355 

provável. O contágio pelo vírus da AEC no momento do parto, torna-se uma possibilidade 356 

descartada, pois, sendo assim, não seria possível a detecção de animais positivos no teste 357 

de PCR nested, imediatamente após o nascimento. A soroconversão geralmente não é 358 

observada logo após o parto, devido à imaturidade do sistema imune, pois apesar deste já 359 

estar montado e funcional no início da vida, ele não é competente, tornando-se mais apto 360 

com o crescimento (Morein et al., 2002) e/ou a imunotolerância fetal (Brock, 2003; 361 
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Liebler-Tenorio, 2005). A imunidade inata, encontra-se disponível desde cedo para 362 

responder aos desafios imunitários que o neonato possa encontrar, mediante a produção 363 

de uma série de substâncias antimicrobianas e a ação desenvolvida por uma resposta 364 

humoral e celular. No entanto, este tipo de imunidade não se encontra na sua plena 365 

atividade no período inicial da vida (Tizard, 2014). Para o reconhecimento, 366 

processamento e exposição de antígenos, as células apresentadoras de antígenos, 367 

principalmente as dendríticas, terão que desenvolver uma maior capacidade de expressão 368 

de proteínas importantes para a ligação ao sistema imunitário adquirido, o que também 369 

não se encontra em total maturidade neste período, tampouco na fase intrauterina (Morein 370 

et al., 2002).  Em tempo, também ocorre uma imunossupressão transitória, tanto na mãe 371 

como nos fetos, como resultado das altas concentrações circulantes de estrogênios e 372 

cortisol no momento do parto. Na fase fetal, o sistema complemento não está totalmente 373 

funcional o que resulta numa atividade de opsonização mais tênue. O mesmo acontece 374 

com a capacidade dos macrófagos de inativarem os vírus que é gradualmente 375 

desenvolvida após o nascimento. Todos esses fatores contribuem para impedir o controle 376 

inicial da infecção e a produção de anticorpos (Chase et al., 2008; Tizard, 2014).  377 

O fato de, neste estudo, animais nascerem positivos na PCR nested e serem 378 

sorologicamente negativos, coincide com os de Hasegawa et al. (2017) que, com uma 379 

metodologia semelhante, utilizaram o teste de IDGA associado ao ELISA (testes 380 

sorológicos) e a PCR nested para avaliar a transmissão vertical da AEC, e verificaram 381 

que de 12 cabritos nascidos de mães inseminadas com sêmen fresco contendo LVC, 382 

nenhum deles foi diagnosticado com a doença nos testes sorológicos utilizados, no 383 

entanto, seis foram positivos no PCR nested. Rimstad et al. (1993), demonstraram que 384 

nos animais estudados, 25% deles foram soronegativos no IDGA, ELISA e WB e 385 
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positivos na técnica de PCR. Estes achados demonstram que, para se obter um diagnóstico 386 

mais adequado da AEC, deve ser realizada a associação de testes (molecular e sorológico) 387 

e repetição durante um período de tempo mais prolongado.  388 

Apesar de complexo e difícil o diagnóstico e o controle das Lentiviroses de 389 

Pequenos Ruminates, os achados de Konishi et al. (2011) indicam que o uso combinado 390 

de testes em rebanhos leiteiros em inquéritos periódicos é eficaz na formação de um 391 

rebanho livre de AEC, a partir de um criatório infectado. Estudos mais detalhados sobre 392 

a resposta imune do hospedeiro ao LVC, variabilidade genética e expressão são 393 

necessários para esclarecer a infecção (Stonos et al., 2014; Jarczak et al., 2016) 394 

Conclusão 395 

O controle efetivo da AEC requer a associação de diferentes técnicas diagnósticas 396 

(molecular e sorológica), para identificação de animais que não estão respondendo 397 

imunologicamente, além da realização de inquéritos de forma periódica e contínua. 398 

São necessários mais estudos sobre a patogenia do LVC em crias e a sua dinâmica 399 

de transmissão intrauterina. 400 
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5 CONCLUSÕES GERAIS 

Os dados aqui apresentados demonstram que a metodologia adotada nesse estudo foi 

efetiva no controle da doença, na fase de aleitamento e pós aleitamento, acreditando-se até mesmo 

numa possível eliminação do vírus da AEC no novo rebanho. 

A combinação do sistema de manejo, que propicie diminuição de risco de transmissão 

horizontal e vertical, com técnicas de diagnóstico mais apuradas, como o WB e a PCR, é relevante 

para elaboração de plano estratégico de controle da enfermidade e importante para a detecção de 

infecção pelo vírus, melhorando o desempenho do diagnóstico. 

 Espera-se que com esses resultados, seja possível compreender e adotar medidas de 

monitoramento, controle e erradicação da AEC em rebanho caprinos, com a realização de 

inquéritos de forma periódica e contínua.  

Para a confirmação da eficácia dos métodos utilizados nesses estudos, comprovação da 

eliminação do vírus a partir da metodologia adotada e constatação da via de transmissão 

intrauterina do CAEV para a prole, por progenitores sorologicamente positivos e negativos para 

AEC, novos estudos com mais análises diagnósticas e um tempo mais prolongado devem ser 

realizados. 
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