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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar rebanhos caprinos leiteiros contaminados com o
Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) e Corynebacterium pseudotuberculosis quanto
aos parametros clinicos e sua relagdo com o bem-estar animal dentro do ambito produtivo.
No primeiro momento foram avaliados 1010 animais sendo 921 fémeas e 89 machos
oriundo de rebanhos caprinos leiteiros de duas regides do Brasil. Esses animais foram
avaliados através dos testes de diagndsticos: Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA),
Western Blot (WB) e Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (PCRn) e ELISA (Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimética) para a Linfadenite Caseosa (LC). Das 1010 amostras coletadas,
405 (40,10%) apresentaram anticorpos para LVPR, no teste de IDGA, sendo que destes
animais soropositivos, 216 apresentaram resultado positivo também para Linfadenite
Caseosa no teste de ELISA (53,33%). No teste de WB, caracterizado como mais sensivel
aos niveis de anticorpos ao LVPR, foram identificados 507 (50,20%; 507/1010) animais
soropositivos para LVPR, respectivamente. Ja em relacdo ao teste de ELISA para
identificagdo de animais soropositivos para LC, 260 dos 507 caprinos WB positivos
(51,28%) eram portadores de anticorpos contra o C. pseudotuberculosis. J& no teste de
PCRn os 284 caprinos testaram positivo (53,52%) e ndo apresentaram anticorpos contra C.
pseutuberculosis, enquanto 45,48% foram positivos para LC (P>0,05). Animais positivos ao
LVPR tém predisposicdo para a infeccdo pelo C. pseudotuberculosis. Na segunda parte
desta pesquisa foi avaliado os pardmetros clinicos como: dor ao toque, problemas
pulmonares, indice articular clinico e escore corporal de animais contaminados com a
LVPR e sua relagdo com seu bem-estar animal. Foram submetidos 1189 animais, aos testes
de diagnostico para LVPR, 0s mesmos usados na pesquisa anterior e avaliados a presenca
de sinais clinicos relacionados com a doenca. Os animais infectados apresentaram escore
corporal magro, obeso e normal. Os sintomas pulmonares ndo foram relacionados com a
enfermidade, porém problemas articulares foram evidentes nos animais positivos aos testes
soroldgicos, constatando que os animais positivos pelo teste de WB, apresentaram em sua
maioria (67,8%) o indice articular clinico (IAC) alterado. Quanto a manifestacédo de dor nas
articulac@es, que foi observada em animais com claudicagdo e ao ser examinado ao toque
observou-se gque esteve mais presente em animais positivos para o IDGA e WB (54,6% e
65,3%, respectivamente). Foi evidenciado a relacdo direta, do indice articular clinico com a
sintoma de dor. Concluimos que os animais positivos aos LVPR tém um maior
comprometimento em relacdo ao bem-estar, perante os sintomas manifestados de dor,
inchaco nas articulagdes, inflamag6es cronicas resultando em problemas no bem-estar e na
producéo.

Palavras-chave: Bem-Estar Animal, Artrite Encefalite Caprina, diagnostico sorolégico.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the dairy goat herds contaminated with the
Small Ruminant Lentivirus (SRLVs) and Corynebacterium pseudotuberculosis
regarding the clinical parameters and its relation with the animal welfare within the
productive scope. At first, 1010 animals were evaluated, 921 females and 89 males from
These animals were evaluated through diagnostic tests: Agar-gel immunodiffusion
(AGID), Western Blot (WB) and nested polymerase chain reaction (nPCR) to SRLVs
and ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) to Caseous Lymphadenitis (CL).
Of the 1010 samples collected, 405 (40.10%) presented antibodies to SRLVSs, in the
AGID test, and of these seropositive animals, 216 also presented positive results for
Caseous Lymphadenitis in the ELISA test (53.33%), thus corresponding to 53 .33%. In
the WB test, characterized as more sensitive to SRLVs antibody levels, 507 (50.20%;
507/1010) animals seropositive for SRLVS were identified, respectively. Regarding the
ELISA test to identify CL seropositive animals, 260 of the 507 WB positive goats
(51.28%) had antibodies against C. pseudotuberculosis. In the nPCR test, the 284 goats
tested positive (53.52%) and did not show antibodies against C. pseutuberculosis, while
45.48% were positive for CL (P>0.05). SRLVs positive animals are predisposed to
infection by C.pseudotuberculosis. In the second part of this research, clinical
parameters such as: painto touch, lung problems, clinical joint index and body score of
animals infected with SRLVs and its relation to animal welfare. 1189 animals were
submitted to diagnostic tests for SRLVSs, the same used in the previous research, and
evaluated for the presence of clinical signs related to the disease. Infected animals had
lean, obese and normal body scores. Pulmonary symptoms were not related to the
disease, but joint problems were evident in animals positive to serological tests, noting
that the animals positive by the WB test, presented in their majority (67.8%) the altered
clinical joint index. As for the manifestation of pain in the joints, which was observed in
animals with lameness and when examined by touch, it was observed that it was more
present in animals positive for AGID and WB (54.6% and 65.3%, respectively). The
direct relationship between the clinical joint index and the pain symptom was
evidenced. We conclude that animals positive to SRLVs, have a greater commitment in
relation to well-being, given symptoms of pain, joint swelling, chronic inflammation
resulting in problems in well-being and production.

Keywords: Animal Welfare, Caprine Arthritis Encephalitis, Serological Diagnosis.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a caprinocultura leiteira € uma atividade importante pela geracdo de
renda, emprego e sustento para as familias, especialmente nos pequenos
estabelecimentos rurais, que vem se destacando na agropecudria brasileira (Santos et al.,
2017). Dados recentes indicam que os rebanhos caprinos séo estimados em mais de 12,1
milhdes de cabecas distribuidos em todo o territério nacional (IBGE, 2021). Mesmo
com o crescimento, esse setor enfrenta desafios em aspectos relacionados a
caracteristicas proprias dos caprinos, problemas com manejo nutricional, manejo
sanitario e até mesmo na cadeia do agronegécio como méao-de-obra especializada e
mercado (Santos et al., 2017).

Diante desse cenario, problemas relacionados a sanidade animal sdo comuns
dentro do sistema produtivo, principalmente em relacdo a algumas enfermidades que
resultam em perdas econémicas significativas devido a redugdo da producdo, do ganho
de peso e dos indices reprodutivos, aléem de prejudicar diretamente o bem-estar animal.
(Souza et al., 2018). Doencas como a Artrite- Encefalite Caprina (CAE), apresenta alta
prevaléncia em rebanhos caprinos leiteiros nacionais, sendo causada por um retrovirus
pertencente ao grupo dos Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR). Caracteriza-se
por manifestacbes multissistémica e progressiva, levando ao aparecimento de artrite
crénica nas articulagbes, mastite, problemas pulmonares e encefalite em animais jovens
(Pinheiro et al., 2012). Esses sintomas podem persistir por toda a vida do animal,
causando dor e sofrimento, afetando assim seu bem-estar animal.

Outra enfermidade que é comum no @mbito produtivo é a Linfadenite Caseosa.
Definida como uma doenca contagiosa e crbnica, que acomete caprinos e ovinos,
caracterizada por lesbes purulentas e caseosas nos linfonodos ocasionando queda na
producdo de leite, carne e de couro (Sa et al., 2018).

A ineficiéncia do manejo sanitario de um rebanho resulta em enfermidades que
acarretam ndo somente queda na produgdo, como a auséncia de bem-estar dos animais,
pois os problemas clinicos podem ser intensas e/ou perdurar pela vida toda do animal,
trazendo consequéncias éticas e prejuizos para a economia do empreendimento. A
adocdo de préaticas sanitarias propicia um sistema de producdo eficaz, aumento na

produtividade do rebanho, e melhora as condig¢des de vida dos animais e do ser humano.
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1.1. Objetivo Geral:

Avaliar rebanhos caprinos leiteiros contaminados naturalmente com o Lentivirus
de Pequenos Ruminantes e o Corynebacterium pseudotuberculosis, quanto aos
parametros clinicos e sua relacdo com o bem-estar animal dentro do ambito produtivo

em diferentes regides do Brasil

1.2. Objetivos Especificos:

e Auvaliar a susceptibilidade de caprinos portadores do LVPR a Linfadenite
Caseosa;

e  Analisar os pardmetros clinicos de caprinos de rebanhos contaminados com o
LVPR;

e Detectar a presenca de anticorpos anti LVPR (WB e IDGA) e do virus
(PCRn) de caprinos leiteiros, associando com aos sinais clinicos da CAE;

e Avaliar influéncia da LVPR sobre o bem-estar  animal.
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Estudo da Coinfeccéo de caprinos leiteiros infectados com lentivirus de pequenos

ruminantes e Corynebacterium pseudotuberculosis

Co-infection study of dairy goats infected with small ruminant lentiviruses and

Corynebacterium pseudotuberculosis

Barbara Karen Marques Mendes?, Raymundo Rizaldo Pinheiro?, Lcia Helena Sider?,

Dalva Alana Aragdo Azevedo®, Ana Milena César Lima*, Alice Andrioli Pinheiro?

2.2. RESUMO

Objetivou-se avaliar a susceptibilidade de caprinos positivos ao LVPR, ao
Corynebacterium pseudotuberculosis, em duas regides do Brasil. Para isso, testou-se
1010 amostras de sangue de caprinos de 12 rebanhos leiteiros para detecgdo de
anticorpos anti-virais LVPR por IDGA e Western Blot (WB), e para a pesquisa do DNA
proviral por PCRn. Para detec¢do de anticorpos contra o C. pseudotuberculosis utilizou-
se 0 teste de ELISA indireto. Dos animais soropositivos (405/1010) ao LVPR pelo teste
de IDGA, 53,33% (216/405) foram soro-positivos para C. pseudotuberculosis (P<0,01),
assim como no WB (51,28%; 260/507), (P<0,05). Enquanto, que dos 284 animais
positivos no PCRn (28,12%; 284/1010) ao LVPR e negativos aos testes sorolégicos,
45,48% animais reagiram ao ELISA para C. pseudotuberculosis. Concluimos que
animais sorologicamente reativos ao LVPR tém possivel predisposicéo para a infec¢cdo
por Corynebacterium pseudotuberculosis.

Palavras-chave: Artrite Encefalite Caprina, Linfadenite caseosa, imunidade

2.3. ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the susceptibility of Small Ruminant Lentivirus
(SRLVS) positive goats to Corynebacterium pseudotuberculosis in two regions of
Brazil. For this, 1010 blood samples from goats from 12 dairy herds were tested for
detection of anti-viral LVPR antibodies by AGID and Western Blot (WB), and for the
research of proviral DNA by PCRn. For detect antibodies against C.
pseudotuberculosis, used the indirect-ELISA test. Of the animals seropositive
(405/1010) to SRLVs by the AGID test, 53.33% (216/405) were seropositive for C.
pseudotuberculosis (P<0.01), as well as for WB (51.28%; 260/ 507), (P<0.05). While,
of the 284 animals positive in NPCR (28.12%; 284/1010) to SRLVs and negative to

serological tests, 45.48% of animals reacted to the ELISA for C. pseudotuberculosis.
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We conclude that serologically reactive animals to SRLVs have a possible
predisposition to infection by Corynebacterium pseudotuberculosis.
Keywords: Caprine Arthritis Encephalitis, Caseous lymphadenitis.

2.4. INTRODUCAO

A caprinocultura leiteira € uma atividade em evolucdo, no Brasil e apresenta-se
como uma importante fonte de renda e de proteina animal com custo relativamente
baixo (Felisberto et al., 2016). Apesar dos significativos avangos na producdo leiteira no
pais existem problemas como a incidéncia de enfermidades infectocontagiosas, em
especial da Artrite Encefalite Caprina (CAE) e da Linfadenite Caseosa (LC). Essas
enfermidades s&o, pela alta incidéncia e pelas perdas produtivas, 0s principais
problemas infecciosos dos caprinos (Martinez-Navalén et al., 2013).

A CAE é uma enfermidade de carater multissisttmico e degenerativa, causada
pelo Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR), um virus RNA pertencente ao género
Lentivirus, e a familia Retroviridae (Nascimento-Penido et al., 2017). Os sinais clinicos
estdo ligados a resposta imunoldgica, sendo que animais acometidos podem ser
assintomaticos no inicio da infeccdo (Minguijon et al., 2015), mas podem evoluir para
casos de mastite, artrite, pneumonia e severo emagrecimento (Tariba et al., 2017).
Encefalite pode ocorrer raramente nos animais jovens (Pinheiro et al., 2012). A
transmissdo pode ocorrer pelo contato direto e, principalmente, pela via digestiva,
através da alimentacdo do colostro e leite de animais contaminados (Villoria et al.,
2013). Ocorre ainda, pela via iatrogénica e através de secrecdes sexuais, como sémen e
fluidos uterinos e vaginais (Cortez-Romero et al., 2013).

O diagnostico indireto é realizado através da sorologia pelos testes de
Imunodifusdo em gel de Agarose (IDGA) elou pelo teste Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA). No entanto, o teste de Western Blot (WB) tem sido uma
alternativa eficaz na deteccdo de anticorpos anti o LVPR, devido a sua eficacia e
sensibilidade para identificar animais soropositivos (Peixoto et al., 2018). A deteccdo de
animais portadores do virus, a partir de testes soroldgicos é uma pratica importante para
conhecer a prevaléncia, a incidéncia, disseminacdo do virus e para as adogOes de
medidas preventivas.

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca que afeta os pequenos ruminantes,
com alta prevaléncia em diversas regides brasileiras, atingindo até 98% de propriedades

(Seyffert et al., 2010). E uma enfermidade altamente contagiosa, que tem como agente
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causador a bactéria Gram positiva Corynebacterium pseudotuberculosis (Oreiby, 2015),
responsavel pela presenca de abscessos em linfonodos superficiais ou profundos em
varios 0rgdos. Ela acarreta perdas produtivas ao longo da produgéo e de animais, como
também é uma causa de condenacéo de carcacas (Souza et al., 2011; Faccioli-Martins,
et al., 2014). Sua transmissdo ocorre principalmente através de lesdes na pele, ingestdo
de alimentos contaminados e inalagdo de particulas infectadas oriundas de abscessos
purulentos (Veschi et al., 2015). O diagnéstico de animais infectados por C.
pseudotuberculosis pode ser realizada por meio do isolamento e identificacdo do agente.
Enquanto na deteccdo de anticorpos, o teste de ELISA é o mais utilizado devido a
adequada sensibilidade e especificidade (Faccioli-Martins, et al., 2014).

Os agentes etioldgicos da CAE e da LC possuem alguns pontos em comum
qguanto a patogenia nos caprinos, como o tropismo pelas células da série mondcito-
fagocitaria (Blacklaws et al., 2012). Segundo Sanches et al. (2012), a ocorréncia da
intensidade da fagocitose de C. pseudotuberculosis por mondcitos-macréfagos de
cabras infectadas pelo LVPR, sugere que cabras infectadas com esses virus podem ser
mais suscetiveis ao C. pseudotuberculosis. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a

susceptibilidade de caprinos leiteiros e portadoras do LVPR, a Linfadenite Caseosa.

2.5. MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado em rebanhos caprinos leiteiros do Brasil. A selecdo das
propriedades foi relacionada a importancia econdmica da atividade e a atuacdo na
cadeia produtiva de caprinos leiteiros, envolvendo préticas de venda de animais,
producdo de leite e derivados. Assim como, no conhecimento acerca das enfermidades

presentes nos rebanhos selecionados.

2.5.1. Caracterizacédo do universo amostral

O estudo abrangeu 12 propriedades de producdo de caprinos leiteiros, com
sistemas de criagdo semiextensivo, de relevantes regides do Brasil, as quais representam
cerca de 94,54% do rebanho brasileiro.

Foram coletados um total de 1010 amostras de sangue de caprinos, sendo 921
fémeas e 89 machos. Dentre as ragas dos animais estudados 740 Saanen (73,3%), 156
Toggenburg (15,4%), 80 Anglo Nubiano (7,9%), 30 Parda Alpina (2,9%) e quatro

animais (0,4%) mesticos (Saanen e Pardo Alpina).
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Ressalta-se que todas das propriedades visitadas possuiam histérico de animais
com sintomatologia referente & CAE, incluindo dificuldade de locomog&o, aumento da
regido do carpo e quadros de artrite, bem como relato de casos de Linfadenite Caseosa.

2.5.2. Amostragem e delineamento estatistico

O ndmero minimo de propriedades a serem visitadas foi calculado com o uso da
formula para amostras simples aleatorias (Thrusfield, 2007), levando-se em
consideracdo 0s seguintes parametros: prevaléncia de propriedades com animais
soropositivos de 98% (Seyffert et al., 2010), erro amostral de 5% e nivel de confianca
de 95%. Os dados foram avaliados estatisticamente por testes ndo paramétricos de qui
quadrado e nivel de significancia de 5%.

2.5.3. Coletas de sangue e processamento das amostras

As coletas de sangue foram realizadas no periodo entre junho 2016 a outubro de
2017. A obtencgéo do sangue foi realizada uma vez em cada animal mediante puncao da
veia jugular, por sistema a vacuo, em dois tubos de 10 ml com anticoagulante de cada
animal (Ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA) e uso de agulhas descartaveis. As
amostras passaram por centrifugacdo a 1500 g por 10 minutos em centrifuga nédo
refrigerada para separacdo do plasma sanguineo e camada de leucdcitos, que foram
transferidos para microtubos do tipo Eppendorf® e devidamente identificados. A
camada de leucdcitos obtida foi armazenada juntamente com 600 pL de cloreto de
amonia em cada microtubo que por sua vez, foram acondicionados em freezer a -6 °C.

Apobs o congelamento, as amostras foram transferidas a embalagens isotérmicas
e encaminhados a EMBRAPA Caprinos e Ovinos em Sobral, Ceara, onde foram
estocadas a -20°C até a realizacdo dos testes de diagnostico. O plasma foi utilizado para
deteccdo de anticorpos contra 0 LVPR pelas técnicas de diagnostico Imunodifusdo em
Gel de Agarose e Western Blotting, ja os leucécitos foram utilizados na PCRn para
deteccdo do DNA proviral. As mesmas amostras de plasma sanguineo foram

submetidas ao teste de ELISA-indireto para diagndstico da Linfadenite Caseosa.

2.5.4. Testes laboratoriais
Teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose
Na detecgdo de anticorpos contra lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) o

plasma sanguineo dos animais experimentais foi submetido a microtécnica de
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imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) conforme metodologia de Pinheiro et al.
(2010). A partir de sobrenadante viral oriundo da estirpe do CAEV-Cork (amostra viral
padrdo gentilmente cedida pela Universidade Federal Rural de Pernambuco, oriunda do
Labo-ratoireAssocié de Recherchessurles Petits Ruminants— INRA — ENVL — France)
foram produzidos os antigenos para as técnicas de IDGA realizada por ultrafiltracdo no
sistema AMICONG® (Pinheiro et al., 2010).

Teste Western Blotting (WB)

Para deteccdo de anticorpos anti-CAEV foi utilizado o teste de WB seguindo o
protocolo de Rodrigues et al. (2014). O antigeno foi produzido a partir de sobrenadante
viral oriundo da estirpe do CAEV-Cork e purificado por ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose seguindo o método de Dantas et al. (2008). Primeiramente,
realizou-se eletroforese SDS-PAGE com géis de concentracdo e separacdo a 4% e
12,5%, respectivamente.

Em seguida ocorreu a transferéncia passiva das proteinas contidas no gel para
membrana de nitrocelulose, sendo posteriormente blogueadas com PBS Tween a 0,3%.
A técnica foi realizada com dilui¢Ges de soro de 1:50 e conjugado rabbitanti-goat 1gG
peroxidase (Sigma® cat. A5420) de 1:15000. A revelacdo das bandas de proteina
ocorreu ao abrigo da luz, com os substratos 4-Cloro-1-Naphthol e 3,3’
Diaminobenzidine (DAB), com H?0? a 30%. A reacdo foi bloqueada com adicio de

agua destilada.

Teste de Reagdo em Cadeia da Polimerase Nested (PCRn)

Tabela 1. Sequencias dos primers usados na Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested

(PCRn) com o tamanho dos fragmentos amplificados.

) Fragmentos
Gene Gag Primers Sequéncias 5° = 3’
(pb)

Gagl CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG
1° round 297

Gag 2 TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC

Gag3 GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG
2° round 185

Gag 4 ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC

Fonte: Azevedo et al., 2019.
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Teste ELISA indireto

Diagndstico de Linfadenite Caseosa

Para deteccdo de anticorpos anti-C. pseutubersulosis utilizou-se o teste de
ELISA-indireto de acordo com a metodologia descrita por Carminati (2003) e com
adaptacOes realizadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA
Caprinos e Ovinos, Sobral-CE). A cepa 02/2014 (BRM 029971) de 72 horas em caldo
BHI (Brain Heart Infusion Broth - Acumedia®) adicionado de 0,1% de Tween 80
(Paule et al., 2004), foi utilizada para producdo do antigeno utilizado no teste. Os
resultados de sensibilidade e especificidade do teste foram de 93,5% e 99,0%,

respectivamente (Farias et al., 2018).

2.5.5. Analise estatistica

Realizou-se 0 estudo dos resultados obtidos nos testes de IDGA e WB. Foram
avaliados sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, e eficiéncia
(habilidade do um teste identificar corretamente todos os individuos positivos e
negativos). Os resultados dos testes foram comparados atraveés do teste de Qui-
quadrado. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando os programas Epi-info
7.08 e Win Episcope 2.09. Os dados foram avaliados estatisticamente por testes ndo
paramétricos de qui-quadrado e nivel de significancia de 5%.

2.6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 12 fazendas avaliadas nas diferentes regides brasileiras apresentaram
animais positivos nos trés testes para o diagnostico do LVPR, enquanto em 11 das
fazendas (91,7%) manifestaram-se caprinos com anticorpos anti-C. pseudotuberculosis,
pelo teste de ELISA com positividade em 48,02% dos animais testados.

Das 1010 amostras coletadas, 405 (40,10%) apresentaram anticorpos para o
LVPR, no teste de IDGA, sendo que destes animais soropositivos, 216 animais
apresentaram resultado positivo também para LinfadeniteCaseosa, correspondendo
assim a 53,33% (Tabela 2).

No teste de WB, caracterizado como um teste mais sensivel aos niveis de
anticorpos anti-LVPR, foram identificados 507 (50,20%; 507/1010) animais
soropositivos. No ELISA para identificacdo de animais soropositivos para LC, 260 dos
507 caprinos WB positivos (51,28%) eram portadores de anticorpos contra o C.

pseudotuberculosis.
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Tabela 2. Teste de ELISA para o diagnostico de LinfadeniteCaseosa em caprinos LV-

PR soropositivos aos testes de IDGA e WB.

_ ) Animais LVPR soropositivos
LinfadeniteCaseosa

IDGA WB
ELISA
n/N % n/N %
Positivo 216/405 53,332 260/507 51,282
Negativo 189/405 46,67 247/507 48,72

N — Ndmero total de animais testados; n — NUmero de animais com determinado resultado; Letras
minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa **(P<0,01) ou
*(P<0,05).

Estdo dispostos na tabela 3, os resultados referentes aos animais portadores do
LVPR pelo teste de PCRn (28,12%; 284/1010) e testados no ELISA para diagndstico da
Linfadenite Caseosa. Constatamos que dos 284 caprinos positivos no PCRn, 53,52%
(152/284) nao apresentaram anticorpos contra C. pseutuberculosis, enquanto 45,48%

foram diagnosticados como positivos para LC.

Tabela 3. Testes de LinfadeniteCaseosa, por ELISA, em caprinos portadores do LVPR
pelo teste de PCRn

Linfadenitecaseosa Animal LVPR positivos no PCRn
ELISA n/N %
Positivo 132/284 45,482
Negativo 152/284 53,52%

N: Numero total de animais testados; n: Nimero de animais com determinado resultado; a: N&do diferiu
(P>0,05).

Para uma melhor avaliacdo dos resultados apresentados em relacéo as respostas
imunes, 0s animais, com resultado positivo para LVPR, foram classificados da seguinte
forma: Infectado sem resposta imune: PCR (+); IDGA (-) e WB (-); Sororeagente com
resposta imune fraca (com baixos niveis de anticorpos anti-LVPR): WB (+) e IDGA (-);
e Sororeagente com resposta imune forte (com altos niveis de anticorpos anti-LVPR):
IDGA (+).

Essa classificacdo foi baseada no trabalho de Pinheiro et al. (2012), onde os

autores realizaram diluicdes seriadas de um pool de soros de animais positivos e
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constataram que o0 WB tem capacidade de detectar anticorpos numa diluicdo de até 128
vezes maior que o IDGA. Salienta-se que o teste WB conseguiu, nesse trabalho, detectar
todos os animais IDGA positivos.

De acordo com os resultados apresentados, animais infectados pelo LVPR
podem apresentar maior susceptibilidade a infeccdo por C. pseudotuberculosis. Nesse
estudo foi visto que os animais soropositivos ao LVPR tanto pelo teste de IDGA
(P<0,01) como pelo teste WB (P<0,05) apresentaram maior predisposi¢do a infecgdo
por C. pseudotuberculosis. Constatou-se que é maior o nimero de animais soropositivos
para Linfadenite Caseosa (P<0,01) em animais infectados com LVPR com uma resposta
imune forte (com altos niveis de anticorpos anti-LVPR). O nUmero de animais
infectados com C. pseudotuberculosis nao diferiu (P>0,05) dos animais PCRn positivos
para LVPR e soronegativos tanto no IDGA como no WB.

Os agentes etioldgicos da CAE e da LC possuem alguns pontos em comum
quanto a patogenia nos caprinos, como o tropismo pelas células da série monocitico
fagocitaria (Blacklaws et al., 2012). Estas células albergam locais de replicacdo e
carreiam estes patogenos para diferentes tecidos do hospedeiro. Segundo Jarczak,
(2016) e Pyrah e Watt, (1996), macrdfagos infectados e ndo infectados com LVPR
mostraram diferentes padrbes de expressao de citocinas em resposta a infeccdo por
outros patdgenos. Isso pode significar que a presenca de lentivirus nos macrofagos
desregula seu funcionamento. Corroborando com essas observacdes a ocorréncia do
aumento na intensidade da fagocitose de C. pseudotuberculosis por mondcitos
macrdofagos de cabras infectadas pelo virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV),
sugere que cabras infectadas com CAEV podem ser mais suscetiveis a LC (Sanches et
al., 2012).

Apesar de alguns estudos demonstrarem fatores possivelmente envolvidos na
resisténcia imunoldgica e/ou na participacdo da resposta imune do hospedeiro a
infeccdo, ou ainda da biologia dos LVPR, nédo se tem ainda compreensdao completa do
modo como o sistema imunolégico do hospedeiro responde a esta infec¢do (Jarczak et
al., 2016; Larruskain e Jugo, 2013; Stonos et al., 2014).

Tanto a resposta imune inata como a adaptativa séo induzidas pelas infecgoes
por LVPR e LC. Macrofagos e células dendriticas sdo células importantes na interface
do sistema imune inato e adaptativo, que atuam como células apresentadoras de
antigenos para a estimulacao de respostas de células T. Macrofagos e mondécitos sdo o0s

principais produtores de citocinas envolvidas na resposta a infecgOes intracelular
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precoce (Biron, 1998), tais como 0s mecanismos envolvidos na alteragdo da expressao
do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), adesdo e moléculas co
estimuladoras, e diretamente ativando ou desativando células imunes. Os efeitos desses
processos podem levar a ativacdo de respostas celulares envolvendo células Natural
Killer e linfécito T citotoxico, e liberacdo de virus mediada por anticorpos (Ramshaw et
al., 1997). A infeccdo por LVPR pode interferir na funcéo dessas importantes células e,
assim, alterar os tipos de respostas imunoldgicas induzidas (Blacklaws, 2012).

Outras citocinas possivelmente alteradas no caso de coinfec¢do LVPR e LC séo
os intérferons alfa (IFN-a), beta (IFN-B) e IFN-y. Elas sao os responsaveis pela resposta
a patdgenos e parasitas bacterianos e virais. Estes intérferons sdo capazes de inibir a
replicagdo viral, modular a imunidade, tanto 0s mecanismos inatos como a resposta
adaptativa, exercendo influéncia antiproliferativa em alguns tipos de células (De Veer et
al., 2001).

Em animais com LVPR, as interleucinas (IL) IL-1a, IL-1B e IL-6 tiveram sua
expressdo diminuida nos niveis de transcricdo de proteina, e ndo houve nenhuma
expressdo de IFN-y e do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) no nivel de proteina no
sangue total (Jarczak et al., 2016). A inibicdo de muitas expressdes de citocinas no
sangue pode indicar a supressao da resposta imune do organismo infectado por LVPR.
Esta observacédo pode ser confirmada pelos resultados obtidos por Pyrah e Watt (1996),
que apontaram que as ovelhas infectadas com LVPR tém uma menor resposta imune
aos antigenos micobacterianos, 0 que pode ser o motivo pelo qual a imunidade do
hospedeiro ¢ afetada e possivelmente esteja ocorrendo em animais LVPR positivos
portadores da LC.

A presenca de animais infectados por essas duas enfermidades desperta a
atencdo para estudos relacionados a comorbidades em caprinos, de modo a analisar as
consequéncias aos animais e compreender a sinergia entre 0s microrganismos. Além
disso, animais infectados com duas ou mais doencas podem apresentar deficiéncia na
producdo de anticorpos, que deve ser considerada ao estudar coinfec¢es (Damasceno et
al., 2020).

Nas criagdes de caprinos leiteiros, € comum a permanéncia dos animais por um
longo periodo, aumentando assim, as chances de exposicao a fontes infectantes (Souza
et al., 2011; Moura et al., 2020). Destaca-se que a disseminacdo de doencas tem maior
possibilidade de ocorrerem onde medidas sanitarias sdo carentes. Além disso, a

presenca de animais portadores e sua identificacdo, com a eliminagdo subsequente, sdo
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essenciais para o controle e eliminacéo de reinfeccdo pelo agente (Faccioli-Martins et
al., 2014).

As infecgOes cruzadas ocorrem em animais que vivem em condic¢Ges naturais, o
que sugere que sdo possiveis infeccdes de outras patologias com lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR). A falta de medidas eficazes de prevencdo e controle de
enfermidades pode possibilitar a ocorréncia de coinfec¢Ges nos animais (Pisoni et al.,
2007).

A presenca de uma enfermidade no rebanho pode acarretar sintomas que podem
ser confundidos com outras doencas, porém, as lesdes causadas pelos lentivirus
caracterizam-se pela migragdo/infiltracdo de células mononucleares e linfécitos para os
tecidos (Brodie et al., 1998). Assim, as lesdes sdo mais frequentes quando 0s sistemas
imunes, humorais e celulares sdo estimulados. A replicacdo viral periddica e a
maturacdo dos macrofagos induzem as lesBes linfoproliferativas caracteristicas nos
tecidos-alvo (Azevedo et al., 2017). Desta forma, verificou-se alta soropositividade para
as infecgdes por LVPR e por C. pseudotuberculosis em caprinos leiteiros dos rebanhos
estudados. E animais reativos sorologicamente ao LVPR tém predisposi¢cdo para a

infeccdo pelo Corynebacterium pseudotuberculosisem todas as regifes estudadas.
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DESTAQUE
 Avaliacdo de bem-estar animal perante os sintomas relacionados a LVPR,;
» Complicacdes relacionadas as LVPR;

 Diagnosticos de animais contaminados através de diferentes testes de diagnostico.

ABSTRACT:

Caprine arthritis encephalitis is widespread in most Brazilian herds, affecting goats and
causing clinical signs that can harm their welfare animal within its production
environment. Therefore, the objective was to evaluate the parameters clinical findings
of Small Ruminant Lentivirus (SRLVS) contaminated animals and their relationship to
animal welfare. Were submitted 1189 animals to diagnostic tests for SRLVs by the
techniques of WB, AGID and nPCR, and the presence of clinical signs related to the

disease were evaluated. SRLVs infected animals had lean body score or obese. Pul-
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monary symptoms were not related to the disease, however joint problems were evident
in animals positive to serological tests. Animals positive by the WB test, presented
mostly (67.8%) the clinical joint index changed. As for the manifestation of pain in the
joints, it was observed that it was present in animals SRLVs positive for AGID and WB
(54.6% and 65.3%, respectively). The direct relationship of the joint index was
evidenced clinical with the symptom of pain. We concluded that animals that were
conta-minated with the SRLVSs, had obvious symptoms that were harmful to their

animal health and animal welfare.

Key words: Caprine arthritis encephalitis, serological diagnosis, nPCR.

RESUMO:

A artrite encefalite caprina estd disseminada na maioria dos rebanhos leiteiros
brasileiros, acometendo os caprinos e causando alteragdes clinicas que podem
prejudicar seu bem-estar animal dentro do seu ambiente de produgdo. Diante disso,
objetivou-se avaliar os parametros clinicos de animais contaminados com Lentivirus de
Pequenos Ruminantes (LVPR) com relacdo ao bem-estar animal. Foram submetidos
1189 animais, aos testes de diagnostico para LVPR pelas técnicas de WB, IDGA e
PCRn, e foram avaliados a presenca de sinais clinicos relacionados com a doenga. Os
animais infectados pelo LVPR apresentaram escore corporal magro ou obeso. Os
sintomas pulmonares ndo foram relacionados com a enfermidade, porém problemas
articulares foram evidentes nos animais positivos aos testes sorologicos. Animais
positivos pelo teste de WB apresentaram em sua maioria (67,8%) o indice articular
clinico alterado. Quanto a manifestacdo de dor nas articulacdes, observou-se que esteve
mais presente em animais LVPR positivos para o IDGA e WB (54,6% e 65,3%)
respectivamente. Foi evidenciada a relacdo direta, do indice articular clinico com
sintomas de dor. Concluimos que 0s animais que estavam contaminados com o LVPR

tiveram sintomas evidentes e prejudiciais a saude e seu bem-estar animal.
Palavra-chave: Artrite encefalite caprina, diagndéstico soroldgico, PCRn.
INTRODUCAO

A viabilidade econémica da exploracdo caprina é restringida devido a fatores

como nutri¢do, sanidade e manejo inadequado os quais ndo sendo realizados de forma
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adequada determinam perdas produtivas e reprodutivas, além do detrimento no bem-
estar animal (BEA), consequentemente, ndo conseguem expressar seu potencial
genético, causando prejuizos econdmicos para o produtor (Lima et al., 2010).

O bem-estar animal pode estar relacionado com o ambiente onde os animais sdo
criados, os quais podem ser fontes de estresse, levando a problemas fisioldgicos e
comportamentais (Ricci et al., 2017). No momento que o animal se adapta e produz bem
no ambiente em que vive, apresentando-se saudavel, livre de dor, bem alimentado,
protegido de situacdes extremas (calor ou frio), e de modo a expressar Sseu
comportamento natural, caracteriza perfeitamente um estado de bem-estar animal
(Pinheiro et al., 2009).

Nesta perspectiva, animais portadores de enfermidades insidiosas e cronicas
como a artrite encefalite caprina (CAE), que é uma doenca de dificil controle, incuravel
e altamente transmissivel (Bezerra et al., 2014), podera impactar severamente no BEA,
principalmente pelo fato de muitos produtores manterem animais infectados pelo LVPR
no rebanho, apesar das perdas na producdo e qualidade do leite (Brito, 2009), pois a
CAE pode ser assintomatica num periodo inicial (Martinez-Navalon et al., 2013), mas
geralmente evolui para quadros clinicos altamente prejudiciais ao bem-estar animal
(Gérecka-Bruzda et al, 2019). Além disso, o préprio plano de controle do LVPR
prejudica o bem-estar animal, pois uma das suas recomendacGes é a separa¢do materno-
filial ao parto, o que exerce niveis elevados de estresse, principalmente para as crias
(Lopes et al., 2021).

O LVPR, apds penetrar no organismo e infectar principalmente as células alvo,
que sdo os mondcitos, macréfagos e células dendriticas (Reilly et al., 2004), se
direciona para os linfonodos regionais causando infec¢do dos macréfagos, que atinge os
tecidos (Blacklaws, 2012).

Portanto, quando os mondcitos chegam aos tecidos e se transformam em
macrofagos, o virus se reproduz fortemente, induzindo a uma resposta imune forte,
responsavel pelo processo inflamatdério. Ap6s os macréfagos serem infectados,
produzem uma proteina viral que por sua vez, estimula a producdo de citocinas pelos
linfonodos T. O macrofago infectado também fica mais suscetivel a sofrer ativacéo,
induzindo a proliferacdo de linfonodos e macrofagos (Reilly et al., 2004).

Consta que o DNA proviral dos LVPR escapa do sistema imunoldgico por
persistir nos monacitos, possibilitando assim a disseminacéo viral para os tecidos alvos

(Larruskain et al., 2013). Macrofagos e células dendriticas sdo células importantes em
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todo o sistema imunologico, agindo como apresentadoras de antigeno e estimulando a
resposta de células T. Portanto, a infecdo pode interferir na funcdo dessas células
importantes, e assim prejudicar os tipos de resposta imune que s&o induzidas
(Blacklaws, 2012).

Os sinais clinicos neurolégicos da CAE podem surgir, embora raro, em cabritos
nos seus primeiros meses de vida, mas ao decorrer do tempo, quando o animal chega a
fase adulta, ocorrem problemas nas articulagfes, como artrite, os quais podem evoluir
de forma mais rapida ou lenta (Veschi et al., 2011). Casos mais graves de artrite podem
surgir dos 10 meses até os 8 anos de idade do animal (Lara et al., 2005).

A CAE afeta o sistema respiratério dos animais manifestando sintomas de
dificuldade para respirar, tosse, secrecdo nasal e pneumonia intersticial. J& nas fémeas
pode ser notadas inflamacdes nas glandulas mamarias endurecimento do Ubere e
diminuicdo na producdo de leite (Veschi et al., 2011). A CAE ela predomina
principalmente em paises onde a producdo de caprinos assume um papel importante
gerando emprego e renda para os produtores (Cavalcante et al., 2013).

Muitos produtores tém mantido animais infectados com o CAEV no rebanho
mesmo quando diagnosticados como portadores do virus, sejam eles assintomaticos ou
ndo, pois a perda econdmica e genética poderia inviabilizar a atividade. Entretanto,
como a enfermidade evolui para quadros clinicos altamente prejudiciais ao bem-estar
animal, é importante a conscientizacdo dos produtores sobre este aspecto (Rodrigues et
al., 2018).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os pardametros clinicos de dores
articulares, Indice articular clinico, escore corporal e sintomas pulmonares de animais

contaminados com a LVPR e sua relacdo com seu bem-estar animal.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e amostragem

Foram selecionadas 12 propriedades com representatividade na producdo de leite
caprino do Brasil, as quais representam cerca de 94,54% do rebanho caprino brasileiro.
Utilizou-se um total de 1096 fémeas, 12 machos jovens e 83 reprodutores, totalizando
1191 animais de raca de aptidao leiteira submetidos a sistema intensivo de producao, e
com idade a partir de 12 meses. Considerando o efetivo de rebanho caprino leiteiro,

atrelado a importancia econémica da atividade e a atuacdo na cadeia produtiva,
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envolvendo préaticas de venda de animais, producdo de leite e derivados e no
conhecimento acerca das enfermidades presentes nos rebanhos selecionados.

Os rebanhos estudados possuiam as seguintes ragas de caprinos leiteiros: Saanen
(74,01%), Toggenburg (14,13%), Anglo Nubiana (7,82%) e Parda Alpina (4,04%).
Quanto a idade, observada pela denti¢do (Pugh; Baird et al; 2012), constatamos que 122
animais (10,26%) tinham menos que 18 meses de idade (primeira muda) e mais de 8
meses, e 1067 eram animais adultos (89,74%) e em relacdo ao sistema de criagéo, eram

usados o sistema intensivo e semi-intensivo.

Coleta de sangue

Foram realizadas coleta de sangue de todos os animais dos rebanhos
selecionados acima de oito meses de idade, no periodo de junho de 2016 a outubro de
2017 totalizando 1189 animais, sendo 1094 fémeas (92,01%) e 95 machos (7,99%). As
coletas foram realizadas uma Unica vez, mediante a puncéo da veia jugular, por sistema
a vacuo, em dois tubos de 10 mL com anticoagulante (Ethylenediaminetetraaceticacid —
EDTA) seguido de centrifugacdo a 1500 g por 10 minutos em centrifuga nao
refrigerada, com separacao do plasma sanguineo para realizacdo dos testes soroldgicos
(IDGA e WB) e camada de leucdcitos, para o teste de PCR, que foram devidamente
transferidos, separadamente para micro tubos e identificados. As amostras foram
armazenadas a -6°C e encaminhadas a EMBRAPA Caprinos e Ovinos em Sobral,
Ceara, onde foram devidamente estocadas a -20°C até a realizacdo dos testes de

diagndstico.

Diagnéstico de Lentivirus de Pequenos Ruminantes

Teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose

Na deteccdo de anticorpos contra lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) o
plasma sanguineo dos animais experimentais foi submetido a microtécnica de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), conforme metodologia de Pinheiro et al.
(2010). A partir de sobrenadante viral oriundo da estirpe do CAEV-Cork (amostra viral
padréo gentilmente cedida pela Universidade Federal Rural de Pernambuco, oriunda do
Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits Ruminants — INRA — ENVL — France)
foram produzidos os antigenos para as técnicas de IDGA realizada por ultrafiltracdo no
sistema AMICONG®.
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Teste Western Blotting (WB)

Para deteccdo de anticorpos anti-CAEV foi utilizado o teste de WB seguindo o
protocolo de Rodrigues et al. (2014). O antigeno foi produzido a partir de sobrenadante
viral oriundo da estirpe do CAEV-Cork e purificado por ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose seguindo 0 método de Dantas et al. (2008).

Teste de Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (PCRn)

A extracdo de &cido desoxirribonucléico (DNA) foi realizada a partir dos
leucdcitos extraidos das amostras sanguineas dos caprinos amostrados neste estudo,
seguindo metodologia padrdo de Souza et al. (2018) e, posteriormente, submetidos ao
teste de PCR (nPCR) para diagnostico molecular (Marinho et al., 2018).

Avaliacédo do bem-estar animal

A avaliacdo clinica de cada animal foi realizada com a finalidade de detectar
possiveis alteracbes articulares através do indice articular clinico (IAC), conforme
metodologia de Pinheiro et al. (2005), o qual consiste na diferenca entre a maior medida
de circunferéncia dos carpos e a menor dos metacarpos, utilizando-se uma fita métrica.
Com base no estudo de Pinheiro et al. (2005), o qual determinaram os valores normais
das circunferéncias articulares do carpo e metacarpo de caprinos, considerando a faixa
etaria, 0 sexo e a raca classificaram o IAC em: normal, suspeito e alterado. Também
foram computados animais que apresentaram inchaco nas articulagdes, manifestacdo dor
nas articulacbes, como: reacdo ao toque, claudicacdo e dificuldade de se apoiar nos
membros.

O escore de condicao corporal (ECC) de todos os animais foi determinado, pela
visualizacdo e palpacdo do musculo e gordura da regido lombar, entre 0s processos
espinhosos dorsais e transversais (Pugh; Baird, 2012) (Tabela 1). Segundo esta
metodologia, 0s animais sdo pontuados (de 1 a 5), sendo 1 considerado muito magro e 5
obeso. Quando o animal se situava entre uma e outra pontuacdo foi utilizada o
incremento de 0,5 @ menor pontuagdo. Como, em geral, o ideal é que 0 animal esteja
entre as pontuagdes de “2,5” a “4,0”. Para efeito de analise, os animais foram divididos

em trés grupos: animais com escore corporal baixo com pontua¢do menor ou igual a
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dois 2, animais com escore corporal desejavel (2,5 a 4,0) e animais com escore corporal
alto maior que 4,0.

No exame do sistema respiratorio foram computados os seguintes sintomas:
tosse, dispneia e presenca de corrimentos nasais.

A avaliagdo da dor foi feita a partir da palpacdo nas articulacdes e

comportamento do animal, através também da claudicagdo e desconforto.

Questionario zoosanitario

Os dados foram coletados por meio de questionarios individuais aos
proprietarios ou responsaveis pelo rebanho. As perguntas foram formuladas para obter
algumas informacBes gerais sobre a propriedade, aspectos de salde, préaticas
reprodutivas e composicdo do rebanho. Os responsaveis para os preenchimentos dos
questionarios foram os técnicos da Embrapa Caprinos e Ovinos. As perguntas foram
essenciais para avaliar o bem-estar animal que poderiam estar associados a presencga da
LVPR.

Analise estatistica

Avaliaram-se 0s resultados obtidos nos testes de diagnostico: IDGA, WB e
PCRn frente aos sinais clinicos observados. Os indices (escore corporal e IAC) e 0s
sinais/sintomas observados (alteracdes articulares e pulmonares) foram comparados

através do teste de Qui-quadrado.

RESULTADOS

Os resultados dos testes de diagndstico estdo descritos da tabela 2, sendo que
IDGA obteve soropositividade em 41,13% dos animais testados (489/1189), o teste de
Western Blot de 51,47% (612/1189) e 69,47% (826/1189) de animais positivos para o
PCRn, este tltimo sendo considerado o teste mais sensivel que os demais utilizados.

Considerando que um animal é portador do LVVPR quando pelo menos um dos
testes for positivo, verificou-se que 80,24% (954/1189) eram infectados com o LVPR,
enquanto 19,76% (235/1189) foram negativos, nos trés testes. O escore de condi¢do
corporal dos animais (ECC) (magro, normal e obeso) foi comparado aos diferentes
testes de diagndstico (Tabela 3). Observou-se, no diagndstico pelo IDGA, maior
prevaléncia da CAE no escore magro (40,6%) ou obeso (51,0%) diferindo dos animais

com escorre normal (P<0,01).
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Dentre os animais positivos pelo teste de WB, observou-se que 58,7%
apresentavam escore obeso, diferindo dos animais positivos com escore normal (47,8%)
(P<0,05). J& no teste de PCRn, 73,2% dos animais positivos apresentaram escore magro,
diferente dos animais com escore normal (66,5%) (p<0,05).

Quando consideramos o animal como infectado (positivo a pelo menos um dos
testes de diagndstico) observou-se (p<0,05) entre os animais de escore magro e normal
(escore magro: 83,5%; normal: 77,9%; e obeso: 81,4%).

Quanto a presenca de animais com sintomas de doencas respiratdrias nos
rebanhos estudados, ndo foi observada relacdo com a positividade ao LVPR nos
diferentes testes (Tabela 4), nem mesmo quando consideramos todos 0s animais
positivos em pelo menos um teste.

Com relacdo ao IAC, as articulacdes foram classificadas como: alterada, suspeita
e normal, e avaliadas quanto aos resultados dos testes de diagnostico para o LVPR
(Tabela 5). Observou-se que 54,5% dos animais com articulacdo alterada eram
positivos no teste de IDGA, diferindo dos animais suspeitos (41,9%, p<0,05) e dos que
apresentavam articulacdo normal (37,6%, p<0,001). O resultado foi similar quando
comparamos o IAC com o teste de WB, onde a positividade em animais com IAC
(67,8%) foi maior que, nos animais com IAC suspeito (51,9%; p<0,05) e normal
(47,9%; p<0,01). No entanto, animais positivos ao teste de PCRn, ndo apresentaram
diferencas significativas nos IAC. Nessa pesquisa constatamos que 40,71% dos animais
avaliados apresentaram IAC alterado ou suspeito, sendo que destes 82,0% eram
portadores do virus, identificados por um dos trés testes utilizados. No entanto, muitos
destes animais positivos apresentaram IAC normal. Nos animais com PCRn positivos
ndo se verificou diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados do IAC.

Na tabela 6, consta a relacdo entre os animais associados com as manifestacdes
de dor ou ndo nas articulagdes, segundo os testes de diagnostico utilizado. Constatamos
que o0s animais positivos aos testes de IDGA e WB estavam relacionados a
manifestacOes de dor nas articulagdes, 54,6% e 65,3%, respectivamente (p<0,05). No
entanto, no PCRn, nao houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05).

Os resultados da Tabela 7 demonstram a relagéo entre o indice articular clinico e
a presenca de manifestacdo de dor pelos animais, sendo que 25,9% dos animais com
IAC alterado apresentaram dor, diferindo dos suspeitos (7,9%) e dos animais com IAC

normal (1,1%).
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DISCUSSAO

Evidenciou-se neste trabalho, que o LVPR estd amplamente disseminado nos
rebanhos caprinos leiteiros estudados, pois considerando a aplicacdo das trés técnicas de
diagndstico simultaneamente, 80,24% dos animais eram portadores do virus, o que esta
de acordo com outros estudos epidemioldgicos nacionais que acusam uma alta
prevaléncia em rebanhos leiteiros no Brasil (Nascimento-Penido et al., 2017), com
implicacdes produtivas e econdmicas (Azevedo et al., 2017).

Com relagdo aos testes soroldgicos constatou-se que todos 0s animais positivos
pelo teste de IDGA também foram pelo teste de WB, 0 que € esperado, pois 0 IDGA
possui menor sensibilidade em comparacdo ao WB. Segundo Pinheiro et al. (2012), o
WB tem a capacidade de detectar anticorpos numa diluicdo de até 128 vezes maior que
o IDGA. Por outro lado, o teste de PCRn, detecta diretamente o0 DNA pro6-viral presente
nas células do sangue e ndo a resposta imunoldgica ao virus, sendo importante na
identificacdo inicial da infeccdo (Tigre et al., 2006). Além disso, animais infectados
com os LVPR podem apresentar uma soroconversdo tardia (Azevedo et al., 2019). A
CAE é uma doenca cronica e insidiosa, podendo demorar meses ou anos para manifestar
sintomas clinicos, ou até mesmo ndo vir a manifesta-los, porém isto depende muito da
variacdo individual entre os animais infectados. Dentre os sintomas clinicos da CAE séo
mais comuns a artrite, sequida de mastite, problemas respiratérios e emagrecimento
progressivo (Gregory et al., 2009; Pinheiro et al., 2012).

O escore corporal, recurso utilizado para identificacdo do estado nutricional dos
animais, é também um indicador de bem-estar animal (Battini et al., 2014), pois tanto o
baixo, quanto o alto escore corporal possui impacto direto na satde e no bem-estar dos
animais. Caroprese et al. (2009), observaram que animais confinados possuem escore
acima do normal pois, sdo privados de exercicios fisicos. Por outro lado, o baixo escore
corporal, pode evidenciar uma diminuicdo na ingestdo de alimento, com risco de
deficiéncia ou ser indicativo de doenca metabdlica e mal-estar (Vieira et al., 2015). As
duas condigOes extremas de escore corporal, magro ou obeso, podem causar problemas
no bem-estar (Plummer et al., 2021).

O baixo escore corporal pode estar relacionado também a doencas, como a
Artrite Encefalite Caprina, o que foi comprovado nesta pesquisa nos animais positivos

nos testes soroldgicos e de PCRn ao LVPR. Os animais que sdo severamente
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acometidos pela CAE diminuem a locomocdo por sentirem fortes dores nas articulagdes
e assim ndo conseguem se alimentar, por esse motivo perdem peso, permanecendo boa
parte do dia deitados (Veschi et al., 2011)

Neste estudo observou-se também que, 0s animais positivos nos testes
soroldgicos apresentaram escore corporal acima do peso, indicando que pode haver uma
correlagdo entre inflamacdo e excessos de gordura corporal, como observado em
humanos (Nihi et al., 2010), sendo que o maior afluxo de mondcitos e macréfagos para
os tecidos, que sdo células de eleicdo dos LVPR, pode favorecer a multiplicacao viral.

Nos rebanhos estudados foram observados animais com sintomas pulmonares,
como tosse e dispneia, no entanto ndo estavam relacionados com a CAE, podendo estar
relacionados a outros agentes patoldgicos ou a fatores, como broncopneumonias de
causas diversas ou por corpos estranhos (Pugh, 2002; Ruffin, 2001).

Um fator que pode retratar o prejuizo ao bem-estar em rebanhos infectados com
0 LVPR é a ocorréncia de problemas articulares (tabela 5). Para avaliacdo articular neste
trabalho foi utilizado o IAC descrito por Pinheiro et al. (2005), bem como a apreciacéo
da presenca de desconforto articular, dor e claudicacao.

Os animais positivos aos testes de IDGA e WB apresentaram um porcentual de
articulacGes alteradas (54,5% e 67,8%, respectivamente) estatisticamente superior as
articulagdes com o IAC normal ou suspeito. Ja no teste de PCRn, ndo houve diferenca
significativa entre 0s animais positivos e 0s negativos quanto ao IAC. No entanto,
constatamos que 40,71% do total animais avaliados nesta pesquisa apresentaram 1AC
alterado ou suspeito, 0 que representa uma incidéncia alta de problemas articulares nos
rebanhos contaminados com o LVPR. Além disso, a maioria dos animais com
problemas articulares eram portadores do virus (82,0%), identificados por um dos trés
testes utilizados, apesar de alguns animais positivos apresentaram IAC normal,
corroborando com a informacdo de que a CAE pode ser assintomatica por meses e até
anos (Larruskain et., 2013).

Em estudos feitos por Tariba et al. (2017), em 808 cabras da raca Alpina
Francesa de fazenda de produgdo na Crodcia, constatou-se pelo teste de ELISA, que
53,7% dos animais examinados foram diagnosticados como portadores do LVPR e que
22,47% destes animais expressaram artrite em pelo menos uma das articulagdes, sendo
que 16,52% eram infectadas com o LVPR, enquanto 5,95% eram soronegativos.

O percentual alto das articulagdes alteradas pode ser explicado pelo fato de que a

patogenia da CAE esta relacionada a processos inflamat6rios com a resposta imune
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local, principalmente a mediada por macrofagos. Um dos locais do animal que mais
sofre microprocessos inflamatdrios s&o as articulagdes e, com isso, acontece a migracdo
e ativacdo de macrdfagos nesses tecidos, acarretando a multiplicacdo dos LVPR e
desencadeando os processos patoldgicos. Esses dados explicam, em parte, o porqué de a
artrite ser o problema mais comum da doenca.

A forma articular da CAE é caracterizada pelo aumento do volume circular,
principalmente, das articulac6es do carpo, ou de outras articulagdes, com o espagamento
da capsula articular, deposi¢do de minerais e edema do tecido conjuntivo periarticular,
resultando em sinais de complicacdes de locomocdo e claudicacdo intensa (Bezerra et
al., 2014). Em casos mais graves, pode ocorrer deterioragdo da articulagdo, com o
rompimento de ligamentos e formacdes dssea na zona das articulagbes (Spickler et al.,
2015, Harwood et al., 2017).

Diante disso, a claudicacdo € um dos comportamentos que podem afetar a falta
de bem-estar animal, pois compromete uma marcha normal seguida de dor (Plumer et
al., 2021). Os animais podem ser acometidos rapidamente por uma contratura do
tenddo, resultando em um diagndstico ruim ao longo do tempo (Plummer et al., 2021).
Sendo vista como um sinal comum de lesdes nos membros, que prejudica
principalmente seu bem-estar (Hamdi et al., 2021). Assim, se evidencia que esses
animais que sofrem de problemas articulares e com provaveis manifestacdes de dor, tem
0 bem-estar diretamente prejudicado. Nesse estudo, foram observadas a relacdo da
manifestacdo de dor e a contaminacao pela CAE, sendo 0s animais positivos aos testes
de IDGA e WB, 0s que apresentaram maior porcentagem de manifestacdes de dor
(p<0,05), enquanto os animais positivos e negativos ao PCRn ndo tiveram diferenga
(p=0,05) na avaliagdo deste sintoma. Esse fato pode ser explicado, pois o teste PCRn
identifica animais também na fase inicial de infec¢do, quando € comum 0s animais
serem assintomaticos. Enquanto os animais com anticorpos circulantes provavelmente
possuem mais tempo de infeccdo e o nivel de anticorpos no organismo é maior
(Azevedo et al., 2019).

Os sintomas menos evidentes em animais positivos, apenas no teste de PCRn,
pode ser explicado pelo soro conversdo tardia, que pode se estender ao longo de
semanas, meses ou até anos (Preziuso et al., 2003). A auséncia de soroconversdo da
CAE pode estar relacionada a patogenicidade, que envolve a reducéo da replicagédo e a
laténcia viral na forma de DNA pré-viral integrado ao genoma celular dos mondcitos ou

nas células da medula déssea (Blacklaws et al., 2012). Por isso o virus pode estar oculto
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no organismo, ocorrendo uma infecgdo sem a ativacdo do sistema imunolégico ou até
mesmo de sintomas (Ravazzolo et al., 2006).

Segundo Roger (2008), as dores cronicas sdo, na maioria das vezes, responsaveis
pelos problemas quanto ao bem-estar dos animais, sendo as circunstancias que
favorecem o aumento da doenca, ser causada por um bem-estar adverso no rebanho.
Gorecka-Bruzda et al. (2019) demonstraram que, dentre doze cabras soropositivas para
LVPR, uma cabra (8,3%) teve comportamento de dor. Em um sistema de criagdo, as
dores e sofrimentos dos animais de fazenda devem ser avaliadas e reconhecidas, mas o
reconhecimento e o controle da dor podem ser dificeis e problematicos e devem levar
em consideracéo as necessidades e o sistema em que vivem (Underwood, 2002).

A dor pode induzir na mudanca de comportamento alimentar, se causa de
estresse, e interferir no sistema imunoldgico e no desempenho dos animais (Prunier et
al., 2013) e, consequentemente prejudicar o bem-estar dos animais.

Os animais que tiveram IAC alterado (tabela 6) apresentaram maior
manifestacdo de dor, assim os dados deste estudo refletem que a dor pode estar
relacionada com a artrite encefalite caprina, sendo o primeiro estudo que evidencia a
CAE com a manifestacdo de dor diretamente, refletindo de forma negativa na vida
desses individuos dentro do sistema de producdo em qual vivem. Abreu et al. (2010),
também observaram uma meédia maior do IAC de animais positivos os animais
soronegativos para LVPR. Em outro estudo realizado por Paula et al. (2008), trés
reprodutores soropositivos apresentaram IAC igual ou superior a 7 durante o periodo de
dois meses, no entanto, ndo foi vista nenhuma manifestacdo de dor ou até mesmo

claudicacéo.

CONCLUSAO

1. Animais sorologicamente positivos para a CAE apresentam maior
possibilidade de comprometimento da BEA, em virtude das alteracdes articulares;

2. Animais infectados com o LVPR (PCRn positivo), sem o envolvimento do
sistema imunoldgico (sorologia negativa), ndo apresentam comprometimento do BEA;

3. Animais com IAC aumentado apresentam mais dor nas articulagdes e,
portanto, com o BEA comprometido;

4. Nos animais estudados ndo foi observada relagdo de doencas respiratorias

com a positividade ao LVPR.
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5. As condigOes sanitarias dos rebanhos clinicos relacionados a CAE influencia
a qualidade de vida desses animais, que vivem em bem-estar precario ocasionado pela

doenca.
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Tabela 1. Pontuacédo de condicdo corporal em ovinos e caprinos

Descoberta fisica

Atribuido

Pontuacédo Processo espinhoso Processo transversais Olho de lombo Cobertura de gordura
Musculo Musculo do olho

do lombo

Condicdo 1 Afinado e proeminente Focado Raso Nenhum

Condicdo 2 Afinado e proeminente Liso, ligeiramente arredondado  Profundidade média Pequeno

Condicéo 3 Liso e arredondado liso, bem coberto Cheiro Médio

Condicéo 4 Palpavel como linha firme c\pressdo  n&o palpavel Puxar Espesso

Condicdo 5 Nao palpavel ndo palpavel muito cheio muito espesso

Pugh; Baird, et al., 2012.

Tabela 2. Numero e porcentagem de animais positivos e negativos ao LVPR pelas téc-
nicas de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), Western Blot (WB) e Reacdo em

cadeia da polimerase nested (PCRn).

Técnicas de Diagnostico

Animais IDGA WB PCRn

n/N % n/N % n/N %
Negativo 700/1189 58,87 577/1189 48,53 366/1189 30,53
Positivo 489/1189 41,13 612/1189 51,47 826/1189 69,47

N: Numero total de animais

Tabela 3. Escore corporal de cabras leiteiras e resultado dos testes de diagndsticos para
0 LVPR, pelas técnicas de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), Western Blot

(WB) e Reacdo em cadeia da polimerase nested (PCRn).

IDGA WB PCRnN
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Escore
N % N % N % N % N % N %
Magro 25759,4 176 40,6° 198 46,0 232 54,0® 115268 314 73,28
Normal 367611 234 389" 315 52,2 289 47,8 202 33,5 401 66,5°
Obeso 76 490 79 51,08 64 41,3 91 587° 45 2972 109 70,8%

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indica que houve diferenca estatistica

pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05) ou *(P<0,01); N: NUmero de animais.
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Tabela 4. Animais com alteracdes pulmonares e resultados dos testes de diagndsticos
para 0 LVPR, pelas técnicas de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), Western

Blot (WB) e Reagdo em cadeia da polimerase nested (PCRn).

IDGA WB PCR
Sintomas Negativo  Positivo Negativo  Positivo Negativo  Positivo
pulmonares N % N % N % N % N % N %
Sim 42 583 30 41,77 31 431 41 56,9° 20 27,8 52 72,22
Né&o 658 58,9 459 41,1* 546 489  57151,1* 343 30,7 774 69,32

Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca estatistica

pelo teste de Qui-quadrado (P>0,05). N: Numero de animais

Tabela 5. indice articular clinico (IAC) e resultado dos testes de diagndsticos para o
LVPR, pelas técnicas de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), Western Blot (WB)

e Reacdo em cadeia da polimerase nested (PCRn).

IDGA wWB PCR

IAC Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
N % N % N % N % N % N %

Alterado 65 455 78 54,5° 46 322 97 67,82 40 28,0 103 72,0%
Suspeito 198 58,1 143 41,9 164 48,1 177  51,9° 100 29,3 241 70,72
Normal 437 62,4 263 37,6°** 367 52,1 338 47,9°% 223 316 482 684

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indica que houve diferenca estatistica pelo
teste de Qui-quadrado (P<0,05), *(P<0,01) ou **(P<0,001). N: NUmero de animais.

Tabela 6. Animais com manifestacdo de dor e resultado dos testes de diagnosticos para
0 LVPR, pelas técnicas de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), Western Blot

(WB) e Reacdo em cadeia da polimerase nested (PCRn).

IDGA WB PCR
Manifestagdo Negativo  Positivo Negativo  Positivo Negativo  Positivo
de dor
N % N % N % N % N % N %
Dor 32 444 40 546* 25 34,7 47 653* 17 236 55 76,4°

Sem dor 668 59,8 449 40,2® 552 494 565 50,6° 346 31 771 69,02

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indica que houve diferenca estatistica

pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05). N: NUmero de animais.
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Tabela 7. Animais com indice articular clinico com presenca de dor.

indice articular clinico Presenca de dor
N %
Alterado 37 25,92
Suspeito 27 7,9°
Normal 8 1,1¢

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indica que houve diferenca estatistica
pelo teste de Qui-quadrado (P<0,001). N: NUumero de animais com presenca de dor e

sem presenca de dor
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CONCLUSOES GERAIS

* Os LVPR provocam graves problemas nos rebanhos brasileiros e no ambiente
de producdo. Os animais contaminados com LVPR tem mais predisposi¢do para outros
tipos de enfermidades, como a Linfadenite caseosa, provocando uma coinfeccdo e

levando a sérios problemas de sanidade animal.

« A CAE compromete o bem-estar dos animais, resultando em sofrimento e dor
decorrentes da doenca, afetando a vida do animal dentro do sistema de producéo em que

se vive.
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ANEXOS

Comissao de Etica no Use de Animais -
CEUA /| CNPC

Caprinos e Ovinos

CERTIFICADO DE CREDENCIAMENTO E AUTORIZACAD PARA REALIZACAD DE PROTOCOLO

Certilicamos que o praojeto intitulado “Estude dos impactos produtives @ econdmicos da CAE em
rebanhos caprinos leiteiros”, protecalo nf 01372015, sob a responsabilidade do Dr. Rayrmundo Rizaldoe
Pinhgirg — que envole a producdo, manutencio &/ou utilizagdo de anirmais pertencentes ao fila Chardata,
sublile Vertebrata (exceto o homem), para ling de pesgquisa cientifica — encontra-ge de acordo com o8
preceitos da Lei n® 11.794, de E de gutubro de 2008, 4o Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, & com a3
norrmas editadas pelo Conselho Mational de Controle de Experimentaddo Anirnal [COMCEA), & loi aprovads
pela Comissio de Etica mo Uso de Animais da Embrapa Caprings e Owinos [CEUASCHPC), em reuniSio
realirada em 18,008,/2015.

Vigéndia do projeto 1E/08,/2015 & 31/12/2048
Espécieflinhagem Cogia hircus. Caprinos das racas Saanen, Angho Nubiana & Parda Alping
Numerns de animais il
Pesofidade 205 B0 kg de peso corporal [ 0,5 8 B anas ge idade
Semo 300 Machos e G0 Férmeas
| Ovigem Rebanbos comerciais

Saobral, CE, D4 de nowembro de 2015,

Dv. Diege Rarceles Galvani
Coardenador da CELA-CNPC

jllden’
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Minisdivio di Agricetena, Pocaudrls & ADis ecimams
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