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Resumo
Maedi-Visna € uma doenca cronica e progressiva de ovinos. O agente etioldgico
Maedi-Visna Virus (MVV) é um lentivirus pertencente a familia Retroviridae. As
maiores manifestacdes da inflamacdo induzida pelo MVV sdo perda progressiva de
peso, pneumonia intersticial, encefalomielite, mastite, artrite e linfadenopatia. Com o
objetivo de identificar anticorpos e lesdes pulmonares sugestivas da Maedi-Visna
foram coletadas amostras de sangue e fragmentos pulmonares de 223 ovinos
provenientes de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza, Ceard, Brasil. Os
soros foram submetidos ao teste de imunodifusio em gel de agarose (IDGA)
utilizando-se um kit diagnostico para Maedi-Visna fornecido pela Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Constatou-se que 11 amostras (5%) dos animais
amostrados apresentavam-se positivos para o teste de IDGA. Os fragmentos
pulmonares dos animais soropositivos e igual nimero de animais soronegativos foram
estudados histologicamente. Nao foram encontradas lesdes macroscOpicas e
histolégicas caracteristicas de Maedi-Visna tanto nos animais soropositivos quanto nos
soronegativos. Esses resultados confirmam a ocorréncia de infec¢des subclinicas por
MVYV, sem lesdes macroscopicas ou histoldgicas, e evidenciam a necessidade de um
diagndstico sistemdtico das afeccdes respiratérias, da glandula mamadria, das
articulacdes e do sistema nervoso central de ovinos para determinar a importancia de

Maedi-Visna para a ovinocultura em diferentes regides do Pafs .

Palavras-chave: Lentivirus, Maedi-Visna, histopatologia, infec¢des subclinicas.



Abstract
Maedi-Visna (MV) is a chronic and progressive disease of sheep. The etiologic agent-
Maedi-Visna Virus (MVV) is a lentivirus belonging to the Retroviridae family. The
main manifestations of MV are progressive weight loss, interstitial pneumonia,
encephalomyelitis, mastitis, arthritis and lymphadenopathy. With the objective of
identify lung lesions on sheep with antibodies against MVV samples of blood and lung
fragments of 223 coming sheep were collected in slaughterhouses of the metropolitan
area of Fortaleza, State of Ceard, Brazil. The serum samples were submitted to the
agar-gel immunodiffusion test (AGIDT) using a kit diagnosis for MV supplied by the
Federal Rural University of Pernambuco. Eleven (5%) of the serum samples were
positive for antibodies to MVV. The lung samples of the positive sheep and 11 lung
samples from the negative sheep were studied histologically. No lesions characteristic
of MV were observed macroscopically or histologically in sheep with and without
antibodies. These results confirmed the occurrence of subclinical MVV infections
without gross or histological lesions. The systematic diagnosis of diseases of the
respiratory and central nervous systems, joints and mammary gland in sheep should
contribute the knowledge of the importance of MV for sheep in the different Brazilian

regions.

Key words: Lentiviruses, histopathology, Maedi-Visna, subclinical infections.
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1. Introducao

A criagdo de ovinos tem sido vista como uma atividade empreendedora,
geradora de empregos e renda e fixadora do homem no campo. Apesar de toda esta
importancia, a maioria das criacdes de ovinos no sertdo nordestino ainda € feita de
forma extensiva e rudimentar, sem controle sanitdrio, nutricional e/ou reprodutivo dos
rebanhos, levando a uma baixa produtividade e caracterizando-se, desta forma, como
um entrave para o crescimento desta atividade.

As enfermidades infecto-contagiosas sdo uma das maiores responsaveis por esta
produtividade deficitaria, dentre estas pode-se destacar a lentivirose provocada pelo
Maedi-Visna Virus (MVV). Maedi-Visna (MV) € uma doenca debilitante de ovinos
adultos, multissistémica e de evolucdo cronica (Oliver et al, 1981). O animal
acometido apresenta um definhamento progressivo com conseqiiente queda na
produtividade (Pritchett, 1994).

A alta variabilidade gendmica do virus tem contribuido para a origem de muitas
cepas virais com diferentes patogenicidades (De la Concha-Bermejillo, 1997); por esta
razdo, as manifestacOes clinicas e patoldgicas da infeccdo pelo MVV em areas
geograficas diferentes podem ser varidveis.

De acordo com Sigurdsson et al., (1960) este lentivirus foi isolado pela primeira
vez em rebanhos islandeses. No Brasil a presenca de ovinos sorologicamente reagentes
ao MVYV foi registrada primeiramente por Moojen et al., (1986). Durante muitos anos
o semi-drido nordestino foi considerado livre desta enfermidade, talvez pela
inexisténcia de dados que confirmassem a sua ocorréncia. No entanto, nos ultimos
anos algumas pesquisas vieram confirmar a sua ocorréncia em alguns estados
nordestinos como Pernambuco (Abreu et al., 1998), Ceara (Almeida, 1999) e Rio
Grande do Norte (Silva, 2003), onde a sorologia positiva de um ndmero significativo
de animais indicou que ha necessidade de maiores estudos sobre a enfermidade nos
rebanhos da regido Nordeste, que se caracteriza por ter o maior rebanho ovino do
Brasil (Vasconcelos & Vieira, 2003).

O diagnéstico da Maedi-Visna por testes soroldgicos, como a imunodifusdao em
gel de agarose (IDGA) e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) indireto esta

sujeito a resultados falso-negativos e falso-positivos, dada a grande flutuacdo de



anticorpos séricos (Blacklaws ef al., 1994). O exame histopatoldgico, apesar de sugerir
a doenga, ndo € conclusivo. Desta forma o presente trabalho teve como objetivo
determinar a presencga de lesdes macroscépicas e histoldgicas caracteristica de Maedi-
Visna em ovinos sorologicamente positivos para Lentivirose de Pequenos Ruminantes

(LVPR).



2. Revisao de Literatura

2.1. Ovinocultura Nordestina
2.1.1. Historico e Importancia

A ovinocultura vem se constituindo nos ultimos anos como uma atividade de alta
rentabilidade, quando explorada de forma correta e sensata, o que ndo a caracteriza
como uma das atividades responsdveis pela fixacdo do homem no meio rural servindo
como fonte de proteina e renda. Ao longo dos anos, esta atividade foi desenvolvida de
forma extensiva sem que fosse realizado qualquer tipo de controle sobre os animais,
dificultando assim o diagnéstico dos problemas responsédveis pela baixa producio
destes. Porém, com o inicio da producdo em larga escala alguns destes problemas, que
ha muito aconteciam, mas ndo eram percebidos passaram a atuar como entrave ao
crescimento desta atividade, dentre estes problemas, podemos destacar os de ordem
sanitdria, especialmente as doencas infecto-contagiosas que atuam diminuindo a
produtividade e comprometendo a lucratividade da producao.

A medida que os sertdes foram sendo desbravados em decorréncia da expansio das
fronteiras agricolas, os rebanhos ovinos foram sendo confinados em determinadas
areas do Nordeste, onde, sendo submetidos a ac@o da selecdo natural, formaram grupos
étnicos bem diferenciados e que foram adaptando-se as condi¢cdes adversas do semi-
arido nordestino, os quais constitui o nosso rebanho ovino atualmente (Santana, 2003).

As secas periddicas comuns do Nordeste, que ocasionam escassez de pastagem,
associadas com o sistema extensivo de criagdo, provocaram novos ajustamentos na
relacdo animal/meio ambiente. Os grupos étnicos originais sofreram, ao longo do
tempo, redug@o no seu porte e caracteristicas produtivas (Santana, 2003).

A ovinocultura deslanada explorada, essencialmente, para carne poderd constituir-
se em fonte de renda, amenizando a fome protéica que assola grande parte do Brasil.
Os cruzamentos industriais de ovelhas deslanadas do Nordeste com machos de ragas
exoéticas, aliados a outras tecnologias, tais como manejo, nutricdo, sanidade e
reproducdo, certamente possibilitardo maior produtividade numérica e ponderal dos
rebanhos (Nunes et al., 1997).

A criacdo de caprinos e ovinos, na Regido, ¢ uma atividade bdsica e generalizada

que permeia a grande maioria das propriedades rurais, revestindo-se de grande



importancia sdcio-econdmica para o homem do campo. Sendo responsdvel pelo
fornecimento de 40% de toda proteina animal consumida pela populacgdo rural (Alves,

2003).

2.2. Maedi-Visna
2.2.1. Histoérico

MV foi o primeiro membro de lentivirus reconhecido como uma doenga
independente de ovino. E foi também o primeiro membro de uma nova categoria de
doencas, uma infec¢do com replicacdo lenta (Straub, 2004). Ao estudar o virus Maedi-
Visna, Sigurdsson (1954) criou o termo “virus lento” ou lentivirus para aquelas
infeccOes causadas por retrovirus que desenvolvem infec¢des cronicas de evolugdo
lenta, persistente, progressiva e degenerativa.

As primeiras descrigdes de doengas com sintomatologia semelhante a da MV
foram feitas na Africa do Sul (Mitchel, 1915) e, posteriormente, nos Estados Unidos
da América (Marsh, 1923). Inicialmente Maedi-Visna foi reconhecida como duas
entidades distintas. Os dois nomes sdo de origem islandesa: Maedi, que significa
dispnéia, caracterizada por pneumonia intersticial progressiva cronica e Visna, que
significa “deméncia” e caracteriza-se por leucoencefalomielite (Dawson, 1980).
Quando as primeiras amostras de virus foram isoladas de ovinos afetados com Visna
(Sigurdsson et al., 1960) e Maedi (Sigurdardéttir & Thormar, 1964), foi observada
similaridade entre esses virus. Estudos comparativos revelaram que tanto Maedi
quanto Visna eram doencgas causadas pelo mesmo virus, originando assim a
denomina¢do Maedi-Visna (Thormar, 1965; Thormar & Helgadottir, 1965). Esta
doenca foi observada, mais tarde, em outras regides do mundo, sendo a sindrome
respiratéria de maior prevaléncia. Varios nomes foram dados a esta enfermidade, tais
como: ZWOERGERZIEKTE, na Holanda (De Boer, 1975; Houwers et al., 1985),
JAAGSIEKTE na Africa do Sul (Verwoerd et al., 1983) e Doenca Pulmonar de
Montana ou Pneumonia Progressiva Ovina (PPO) nos Estados Unidos da América
(Cutlip & Laird, 1976).

Além do MVYV as Lentiviroses de Pequenos Ruminantes incluem o Virus da Artrite

Encefalite Caprina (CAEV), sendo sugerida a possibilidade de transmissdao de LVPR



de caprinos para ovinos e vice-versa, como ja foi demonstrado experimentalmente,
podendo ocorrer a recombinacdo entre amostras ovinas e caprinas cujas conseqiiéncias
sao desconhecidas (Callado et al., 2001).

No Brasil, a primeira descricdo de lentivirus de pequenos ruminantes foi feita
no Rio Grande do Sul, com identificacdo de caprinos (Moojen et al., 1986) e ovinos
(Ravazzolo et al., 1995; Sotomaior & Milczewski, 1997) soropositivos. A presenga do
virus foi confirmada pelo posterior isolamento do virus de caprinos (Hétzel et al.,

1993, Castro et al., 1999) e ovinos (Milczewski et al., 1997; Almeida, 2003).

2.2.2. Etiologia

O Maedi-Visna Virus (MVV) é um RNA-virus de fita simples, ndo oncogénico
pertencente a familia Retroviridae e ao género Lentivirus, que inclui além do MVV, o
virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), os virus das imunodeficiéncias em felinos
(FIV), bovinos (BIV), simios (SIV) e humanos (HIV), além do virus da Anemia
Infecciosa Eqiiina (AIEV) (Small er al, 1989) e da Doenca de Jembrana (JDV)
(Burkala ez al., 1998).

O MVYV, como os demais lentivirus, sdo particulas esféricas, envelopadas de 80
a 100 nm de didmetro (Clements & Zink, 1996), nicleo conico e denso no qual estdo
inseridas duas moléculas idénticas de RNA de fita simples, uma molécula de
transcriptase reversa dependente de MgQJr e proteinas do nucleocapsideo (Gonda et al.,
1986). O envelope estd associado covalentemente com as glicoproteinas
transmembrandrias (TM) e de superficie (SU). Outra estrutura presente na particula
viral € a matriz, situada entre o capsideo e o envelope (Pepin et al., 1998). Estruturas

estas demonstradas na Figura 01.
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Figura 01 — Representacdo estrutural de um lentivirus (Coffin, 1996).



O DNA resultante (provirus), apds a transcricio reversa mediada pela
transcriptase do virus, apresenta duas regides terminais nio codificantes (“long
terminal repeats” ou “LTRs”). Entre estas duas regides extremas estdo os genes
codificantes para proteinas estruturais (gag e env) e enzimas virais (pol), além dos
genes acessorios fat, vif e rev, codificantes de proteinas reguladoras (Clements &
Payne, 1994) (Figura 02). O gene gag codifica as proteinas internas ndo-glicosiladas
com determinantes antigénicos especificos, da matriz (MA), do capsideo (CA) e as
nucleoproteinas (NU). A proteina MA € essencial na producdo de virions infectantes, a
proteina CA € a mais abundante do virus e elicita a produ¢do de anticorpos durante a
infeccdo e a proteina NC confere protecdo ao RNA viral. O gene pol é o responsdvel
por codificar proteinas de atividade enzimdtica: transcriptase reversa, protease,
integrase e UTPase. O gene env codifica as glicoproteinas do envelope, SU e a TM
(Quérat et al., 1990). O gene acessorio fat é essencial para a inducdo da patogenia e
rev e vif participam da replicacdo viral (Harmache et al., 1995; Clements & Zink,
1996; Joag et al., 1996).

Os LVPR apresentam significativa variabilidade antigénica e gendmica
alterando as propriedades bioldgicas do virion, assim como a persisténcia viral no
hospedeiro, o tropismo celular, a taxa de replicacdo, a citopatogenicidade e o
desenvolvimento da doenca (Leroux et al., 1995b). Estes lentivirus podem ser
classificados de acordo com suas propriedades biolgicas ou fenotipicas. Os LVPR
podem ser divididos em dois grupos biologicamente distintos, designados tipo I ou
grupo MVYV e tipo II ou grupo CAEV (Quérat et al., 1984; Zink & Johnson, 1994). O
virus protétipo do grupo I é o Visna, virus islandés cepa K1514. Este tende a ser
altamente citopdtico in vitro, causando lise em culturas primdrias de células de
membrana sinovial de caprinos (MSC) e de células do plexo cordide de ovinos (CPC),
patogénico in vivo e sofre variacdo antigénica e induz a produgdo de anticorpos
neutralizantes, enquanto o protétipo do grupo II € o CAEV cepa Cork que tende a
produzir infec¢do persistente ndo litica em cultura de células, exibindo baixa
patogenicidade em animais infectados e induzindo a produgdo de anticorpos nao

neutralizantes (Pasick, 1998).
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Figura 02 - Representacdo esquemdtica da estrutura do provirus do Maedi-Visna Virus

(MVYV). LTR- long terminal repeat.

2.2.3. Replicacao viral

O ciclo de replicag@o dos lentivirus inicia-se com o reconhecimento e ligacdo
do virus ao receptor celular e com fusdo e penetracdo do nucleocapsideo viral no
interior da célula hospedeira. Apds a ligacdo especifica da glicoproteina de superficie
com o respectivo receptor, ocorre a fusdo do envelope virico com a membrana da
célula (Gonda, 1994). Esta fusdo é mediada por uma porcao hidrofébica da proteina
transmembranar do envelope que penetra na membrana da célula, possibilitando a
fusdo (Oliveira, 1994). Em seguida a penetracdo, o virion é desencapsulado, onde o
RNA viral fica exposto pela remocdo do capsideo. Na seqiiéncia ocorre a
retrotranscri¢do do RNA viral, pela acdo da transcriptase reversa (TR), que promove a
sintese do DNA proviral, este migra para o nucleo e sob acdo da integrase € integrado
ao nucleo celular. Poucas moléculas de DNA sido integradas e este fato é importante
para a persisténcia da infeccao (Haase, 1986). O genoma viral entdo se torna parte do
DNA celular e é duplicado durante a divisdo celular. Como resultado, uma vez
infectado, os animais permanecem infectados por toda a vida (De la Concha-
Bermejillo, 1997). O DNA viral integrado pode permanecer latente até que fatores
celulares ou virais o ativem (Fields et al., 1996). No caso de expressdo ativa do virus,
ocorre a transcri¢do com produ¢do de RNAm(s) que serdo codificados no citoplasma
para a producdo de proteinas reguladoras. O estdgio final do ciclo envolve a reunido
dos produtos dos genes estruturais, incorporacio do RNA gendmico as particulas
viricas e aquisicdo do envelope viral, que em macréfagos é obtido pelo brotamento de

vesiculas citoplasmaticas, rompidas com o excesso de particulas virais, j4 nos



fibroblastos, o envelope € obtido pelo brotamento da membrana plasmética (Gonda,
1994).

O MVV infecta preferencialmente in vivo células das linhagens de mondcitos e
macréfagos (Narayan & Clements, 1989). In vitro, estes patégenos podem replicar-se
em cultivos de células fetais do plexo cordide (Sigurdsson et al., 1960), muisculo liso
cardiaco (Leroux et al., 1995a), baco, timo, linfonodo escapular (Narayan et al., 1980),
membrana sinovial caprina (Crawford et al., 1980), células de linhagens caprinas
imortalizadas (Teixeira et al., 1997) e tecido epitelial (Lee et al., 1996). O efeito
citopatico produzido consiste na formacgdo de células gigantes e multinucleadas e lise

celular (Carey & Dalziel, 1983).

2.2.4. Patogenia

A replicagdo dos LVPR in vivo ocorre principalmente nas células do sistema
monocitico-fagocitdrio, sendo os macréfagos a grande maioria das células infectadas
(Lujén et al., 1994; Brodie et al., 1995; De la Concha-Bermejillo, 1997). De acordo
com Gendelman et al, (1986), a infeccdo nas células depende da presenca de
receptores para o virus. No entanto, poucos receptores estdo presentes nos mondcitos
aumentando apds sua maturacdo. Na verdade os receptores para entrada de LVPR
dentro das células ainda nio estdo bem identificados. A capacidade dos LVPR para
replicar em uma ampla cadeia de células sugere que ambos os virus utilizem uma
molécula comum como receptor ou use um nimero de diferentes receptores para entrar
nas células. Dois estudos sugerem que a molécula MHC classe II tem sido o receptor
para o MVV (Zink & Johnson, 1994).

Macréfagos infectados com MVV  recrutam linfécitos agindo como
apresentador de antigeno as células e posteriormente aos linfécitos T citotéxicos CD8+
(Lee et al., 1994).

Sitios primdrios de infeccao incluem o cérebro, nédulo linfatico, bago e medula
6ssea. Replicacdo viral nestes sitios serve como um reservatorio para o virus infectar
células precursoras (em medula dssea) assim como a localizacdo primdria de producdo
do virus, presenca de antigeno e a inibi¢do da resposta imune para infec¢do viral.

Apesar de um longo periodo para o desenvolvimento da doenca, a replicagdo viral e a



resposta imune do hospedeiro ocorrem nas primeiras semanas apds a infeccdo com o
virus (Narayan & Clements, 1989). A dissemina¢do do virus para os multiplos 6rgaos
envolvidos na doenga ocorrerd pelos mondcitos infectados que ndo expressam o virus
(Clements & Payne, 1994).

A replicagdo viral geralmente é limitada por determinados fatores, entre os
quais cita-se a restri¢do viral mediada por interferon, produzido por linfécitos ativados
durante sua interacdo com os macréfagos infectados. O interferon inibe a maturagdo de
mondcitos, com conseqiiente da maturagdo viral (Zink et al., 1987).

O RNA viral foi detectado também em células endoteliais, epiteliais,
fibrobldsticas, vérias células do sistema nervoso (plexo cordide, células microgliais,
astrdcitos e neurdnios) e da glandula mamaria (Zink et al., 1990; Brodie et al., 1995;
Sanna et al, 1999; Mselli-Lakhal et al., 1999; Lerondelle et al., 1999; Capucchio et
al., 2003). Estudos utilizando isolamento viral, imunohistoquimica e hibridizacdo in
situ tétm mostrado que os LVPR podem penetrar nestas células, entretanto a infecg¢do
produtiva € restrita as células da linhagem dos macréfagos (De la Concha-Bermejillo,
1997). In vitro os LVPR infectam e replicam em macréfagos (Narayan et al., 1984),
células fibrobldsticas do plexo cordide e da membrana sinovial (Narayan et al., 1980;
Quérat et al.,1984), células musculares lisas (Leroux et al.,1995a) e glandula mamaria
(Mselli-Lakhal et al, 1999; Lerondelle et al., 1999) e fibroblastos imortalizados
(Teixeira et al., 1997).

Os LVPR sio introduzidos no organismo dos animais susceptiveis geralmente
por via digestiva ou respiratéria (Huso et al., 1988). Em seguida, o virus infecta as
células do sistema monocitico-fagocitario, produzindo a infeccdo persistente do
hospedeiro. Os mecanismos desenvolvidos pelos lentivirus para persisténcia da
infeccdo frente a resposta imune incluem: capacidade dos mondcitos de conter
provirus integrado em seu genoma sem ser detectado pelo sistema imune, pois a
expressao do gene viral s6 € ativada quando os mondcitos maturam para macréfagos
(Brodie et al., 1995); capacidade de infectar persistentemente macréfagos, sem causar
lise celular, podendo disseminar o virus no préprio hospedeiro, sem a producio de
particulas virais, através do contato com outras células (Narayan et al, 1985);

interrup¢do do ciclo viral pelo processamento incompleto da SU (Chebloune et al.,



1996); replicacdo de variantes antigénicos na presenca de anticorpos neutralizantes e
producio de interferon, que diminui o indice de replicacio e favorece a persisténcia do
estimulo antigénico (Klevjer-Anderson & McGuire 1982; Narayan et al., 1984; Zink et
al., 1987; Bertoni et al., 1994; Cheevers et al., 1993). A alta mutabilidade do agente
que pode resultar em variantes antigénicas funciona como mecanismo de escape da
resposta celular e humoral (Knowles et al., 1990; Cheevers et al., 1993; Lichtensteiger
et al., 1993).

Do local de infec¢do inicial pode ocorrer disseminacdo até os linfonodos
regionais por meio das células dendriticas, que atuam tanto como carreadoras de virus
quanto como amplificadoras deste, uma vez que o mesmo € capaz de replicar-se nestas
células (Ryan ez al., 2000).

MVV compartilha muitas caracteristicas com o virus da imunodeficiéncia
humana, incluindo o estabelecimento de infeccdo persistente associada com
linfoproliferagdo ativa crdnica, na qual ovinos sdo afetados primeiramente nos
pulmdes, articulagdes, sistema nervoso central (SNC) e glandulas mamadrias. Ao
contrdrio das viroses imunodebilitantes, MVV ndo produz severa imunodeficiéncia
(Ryan et al., 2000).

Os lentivirus tem alta taxa de mutagdo, de 0,5 a 1 genoma por ciclo de
replicacdo, que sdo acumulados e auxiliam a rdpida evolucdo desse grupo de virus
(Castro, 1998). Coffin, (1996) e Preston & Doughenty (1996) relataram que estas
mutagdes decorrem, geralmente, de erros nas polimerizacdes durante o ciclo de
replicacdo lentiviral, com substituicdes de bases, arranjo genético, recombinacido e
hipermutacdes. A principal responsdvel por erros € a TR que, ao contrdrio das
polimerases celulares, apresenta baixa fidelidade, devido a auséncia da acdo 3° — 5’
exonuclease necessdrias as corre¢des de erros surgidos durante a polimerase celular,
durante a replicacio do DNA proviral, e da RNA polimerase celular II, quando da

sintese de RNA a partir do DNA proviral (Preston & Dougherty, 1996).



2.2.5. Antigenicidade

Em 1980, Narayan e colaboradores verificaram a relagdo antigénica entre
a proteina p30 do MVV e um virus responsdvel por leucoencefalomielite caprina. A
respeito da reacdo cruzada, verificou-se que o virus caprino era também
antigeneticamente distinto, uma vez que nao foi neutralizado por uma amostra de soro
ovino com altos titulos de anticorpos neutralizantes para o MVV. Os lentivirus CAEV
e MVV manifestaram-se intimamente relacionados imunologicamente, pois um soro
caprino infectado com CAEV precipitou proteinas e glicoproteinas dos dois virus,
apesar do perfil eletroforético dos virus diferir significativamente, com excec¢do da
proteina do capsideo que apresentou peso molecular de 28 KDa para o CAEV e 27

KDa para o MVV (Dahlberg et al., 1981).

2.2.6. Resposta Imunolégica

A infeccdo por MVV ¢ caracterizada pela inducdo em intensidade variada de
resposta imunoldgica celular e humoral, que ndo protegem contra a replicacdo viral
(Cheevers et al., 1993; Bertoni et al.,, 1994). Estudos de seqiienciamento tém revelado
que a resposta inicial é direcionada principalmente a proteina do capsideo; por volta da
quinta semana apds a infeccdo sdo produzidos anticorpos para as proteinas do
nucleocapsideo, matriz, transmembrandria e de superficie (De la Concha-Bermejillo et
al., 1995). Os anticorpos neutralizantes para SU sdo produzidos tardiamente, em
quantidade insuficiente, e sdo de baixa afinidade, de forma que nao interrompem o
ciclo de replicacao viral (Narayan et al., 1984; Kennedy-Stoskopf & Narayan, 1986;
Cheevers et al., 1993; Bertoni et al., 1994).

A resposta celular é caracterizada pela proliferacdo de linfécitos T CD4" (Reyburn
et al., 1992) e T CD8" (Lichtensteiger er al., 1993; Blacklaws et al., 1994) que sdo
responsdveis pela destruicdo de células infectadas, porém ndo destroem as que ndo
expressam as proteinas viricas. Os anticorpos passivos adquiridos pela ingestdo de
colostro persistem em niveis detectdveis no soro de cabritos e cordeiros por menos de
seis meses (Adams et al., 1983; Mackenzie et al., 1987; Cutlip et al., 1988).

Tizard (1985) afirma que a resposta imune contra os virus pode ser observada de

duas formas principais, contra as proteinas do virus, principalmente do capsideo e



envelope como no caso do MVV, ou impedindo a infec¢do da célula alvo pelo virus.
Esse impedimento da infeccao celular pode ocorrer através do bloqueio da adsor¢do de
um virus recobrindo a célula alvo, iniciando a virdlise mediada pelo complemento,
causando agrupamento dos virus reduzindo assim o nimero de unidades infectantes
disponiveis, ou pelo estimulo da fagocitose dos virus pelos macréfagos.

O MVYV replica-se em células da linhagem mondcito/macréfago e ndo em
linfécitos. Isto sugere que a replicacdo viral em ovinos infectados no inicio induz a
proliferacdo de células T e B, formando nddulos linféides peribroncovascular tipicos
com centros germinais contendo acimulo de células T CD4". Estes centros germinais
podem relatar a interacdo de linfécitos com células dendriticas que sdo infectadas pelo
MVV (Mornex et al., 1994).

Alguns virus t€m a capacidade de se evadir da resposta do hospedeiro por diversos
mecanismos. Os lentivirus em especial fazem essa evasdo principalmente pela
variacdo antigéncia. Na infeccdo pelo MVV os anticorpos neutralizantes sao
produzidos lentamente. Como resultado, a selecdo de novas variantes virais €
ineficiente, e os virus antigenicamente diferentes s6 surgem de forma lenta. Esses
anticorpos neutralizantes sdo incapazes de reduzir a carga viral no ovino afetado, nao
ocorrendo assim recidivas ciclicas como no caso da AIE. Estes anticorpos
neutralizantes possuem uma afinidade muito baixa por seus epitopos e levam 20
minutos para se conjugar com o virus e 30 minutos para neutraliza-lo, enquanto o virus
leva apenas 2 minutos para infectar uma célula. Desta forma o mesmo consegue se
espalhar mais rapidamente, entre as células, que a sua neutralizacao (Tizard, 1998).

Jolly et al., (1989) investigando a ag¢do de anticorpos neutralizantes sobre a
replicacdo do MVV em culturas celulares de fibroblastos e de macréfagos,
constataram que quando se acrescentava alta concentracdo de anticorpos (Ac)
neutralizantes nas culturas a taxa de replicacdo do mesmo era bastante diminuida,
porém este efeito era bem mais significativo na cultura de fibroblastos, sendo que na
cultura de macréfagos os titulos do virus permaneceram elevados. Este fato da acdo
menos eficiente dos Ac neutralizantes nos macréfagos pode ser considerado um dos
motivos pelos quais haja uma persisténcia da infec¢do in vivo mesmo na presenga de

grandes concentracdes de anticorpos neutralizantes circulantes.



Diferentemente das lentiviroses de primatas, que afetam primariamente o0s
linfécitos T CD4" e macréfagos, levando a uma diminui¢io da resposta imune
principalmente pela infec¢do das células CD4" com sua consegiiente morte, 0 MVV
ndo apresenta afinidade por este tipo celular, provavelmente pela auséncia de
receptores moleculares na superficie destas células para que o virus sofra aderéncia.
Esta auséncia de adesdo as células CD4" pode explicar o fato da Maedi-Visna ndo
acarretar uma imunossupressdo acentuada como nas lentiviroses de primatas (Gorrel er
al., 1992).

A habilidade para replicar em macréfagos e a dependéncia de replicagdo viral
na maturacdo celular sdo os fatores chaves na patogénese de doengas causadas pelos
LVPR. Macroéfagos sdo células de vida longa que derivam de promondcitos na medula
Ossea, circulando como mondcitos no sangue e sdo distribuidos para todo tecido no
corpo que sdao maturados e diferenciados em macréfagos teciduais. Promondcitos
infectados latentemente pode ser detectado na medula 6ssea de animais infectados
experimentalmente logo apds inoculacdo e durante todo o curso da doencga (Lairmore
et al., 1987).

Devido a replicacdo viral ser maturacdo dependente, estas células imaturas da
linhagem macréfago pode permanecer latentemente infectados por longos periodos de
tempo. Na auséncia de expressdo de antigeno viral, o hospedeiro é incapaz de detectar
o virus. A medula 6ssea entdo age como um reservatério de virus, continuamente
libera mondcitos infectados latentemente para o sangue periférico os quais sdo entao
distribuidos por todo o corpo. Quando as células maturam no tecido, a expressao
génica viral é regulada e o sistema imune do hospedeiro é entdo exibido para o
antigeno viral (Zink & Johnson, 1994).

Jan et al., (2000) verificaram in vitro, que as células endoteliais vasculares
infectadas apresentam capacidade de ligacao aos leucdécitos duas vezes maiores que as
células ndo infectadas e que as mesmas mantiveram a expressdo de marcadores,
aumentaram inicialmente a expressio de antigeno MHC- I e posteriormente MHC — II.
Tais eventos podem contribuir para a distribuicdo de células linfoides nos tecidos e

para demonstrar uma resposta imune local na infec¢do dos LVPR.



2.2.7. Sintomatologia

A infeccdo por MVV, geralmente persistente e assintomadtica, pode causar
afeccio multissistémica, de evolucdo geralmente cronica, com agravamento
progressivo das lesdes, perda de peso e debilidade até a morte. As apresentacdes
clinicas tém sido classificadas em quatro formas bésicas: nervosa, artritica, respiratéria
e mamdria (Narayan & Cork, 1985; Dawson, 1987; Peretz et al., 1993). A
apresentacdo pulmonar € muito freqiiente e grave em ovinos, cujos sintomas sao tosse,
dispnéia apds exercicios fisicos, taquipnéia e consolida¢do pulmonar (Narayan &
Cork, 1985; Cutlip et al., 1988). Além desta sintomatologia, o animal afetado pode
apresentar também aumento dos linfonodos, articulagdes e tecido periarticular e uma
perda de peso acentuada (Lairmore et al., 1988).

O pulmido é o principal alvo para infecgdes oportunistas e desordens
linfoproliferativas em individuos infectados por lentivirus. O tempo de sobrevivéncia
de ovinos com pneumonia intersticial linféide induzida por lentivirus ovino ndo € bem
estabelecido, entretanto tem sido relatado que apds o inicio dos sinais clinicos a morte
¢é inevitavel e o curso da doenga é geralmente maior ou igual a seis meses. Nesse
estudo, sinais clinicos respiratorios estavam presentes em 24% da populacio estudada.
Todos esses animais foram soropositivos para a lentivirose ovina (LVOv),
demonstravam pneumonia intersticial linféide, e 50% tiveram evidéncias histolégicas
de ocorréncia de infec¢des respiratorias (Brodie et al., 1992).

A forma mamadria ndo € freqiiente e predispde a infeccdes secunddrias. Os animais
afetados apresentam mamite aguda ou crénica. A aguda € observada no inicio da
lactogénese, havendo endurecimento ndo edematoso do 6rgdo, com baixa ou nenhuma
producdo leiteira. A cronica instala-se durante a lactacdo com assimetria e
endurecimento da mama e leite de aspecto normal. Em ambas formas ha hipertrofia
persistente dos linfonodos retromamarios (Oliver et al., 1981; Cutlip et al., 1988).

A forma nervosa é de menor importancia, tendo sido relatada em ovinos adultos,
geralmente como complicacdo da forma respiratéria (Narayan & Cork, 1985;
Constable et al., 1996). Os animais, mesmo mantendo o apetite e estando alerta,
apresentam ataxia e paresia uni ou bilateral dos membros posteriores, que evolui para

tetraparesia (Narayan & Cork, 1985; Cutlip ef al., 1988).



A forma artritica € pouco freqiiente, acometendo animais de dois a trés anos,
freqlientemente como complicagdo da forma respiratoria (Oliver et al., 1981). As
alteracdes clinicas afetam freqiientemente as articulacdes carpianas, sendo observado
aumento na consisténcia e tamanho das articulacdes (Crawford & Adams, 1981; Oliver

et al., 1981, Gonzalez et al., 1987, Cutlip et al., 1988).

2.2.8. Alteracoes patolégicas

A necropsia, observam-se aderéncias pleurais, pulmdes pesados e firmes 2
palpacgdo e dreas de coloracdo réseo-acizentadas (Robinson & Ellis, 1984; Narayan &
Cork, 1985; Cutlip et al., 1988). Além disso, os pulmdes ndo entram em colapso
quando o térax € aberto. Esses 6rgdos t€ém uma consisténcia densa, mas ndo parecem
estar consolidados. Todos os lobos pulmonares apresentam-se com uma coloragdo
acinzentada e consisténcia igualmente uniformes. Os pulmdes estdo distendidos,
parecem aumentados, e na verdade pesam duas a cinco vezes mais que os pulmdes
normais dos ovinos, normalmente 300 a 500g (Jones et al., 2000).

As lesdes microscépicas no pulmio revelam que a perda da elasticidade e da
compressibilidade, e também a cor acinzentada sdo causadas por um aumento na
espessura das paredes alveolares. Esse espessamento pode ser tdo grande que os
espacos alveolares ficam obliterados. O espessamento € causado pela proliferacio e
infiltracdo de células reticuloendoteliais ou mesenquimatosas que invadem os septos
em todos os locais. Como ocorre em muitos tipos de proliferacdo reticuloendotelial, as
células variam, desde grandes formas mononucleares redondas, algumas das quais
parecendo ser macrofagos, até células fibrobldsticas curtas. A musculatura lisa dos
dutos alveolares e bronquiolos terminais estd hiperplasica. Os nddulos linféticos
ocorrem ao longo do curso dos bronquios e bronquiolos. As células de revestimento
dos alvéolos préximos aos bronquios tendem a sofrer tumefagao e tornar-se cubdides
(Jones et al., 2000). Dessa forma pode-se notar a presenca de uma pneumonia
intersticial com infiltragdo leucocitdria e hiperplasia de tecidos linféides (Lujan ef al.,
1991).

A lentivirose ovina causa lesOes inflamatérias e linfoproliferativas

multissistémicas. As duas manifestacdes patoldgicas primdrias sdo alveolite linfocitica



e pneumonia intersticial linféide (Brodie et al,, 1992). As lesdes macroscOpicas de
pneumonia progressiva sdo restritas aos pulmdes e linfonodos associados. Os
linfonodos mediastinicos e traqueobronquiais estdo aumentados e edematosos. As
alteracdes histolégicas que se estendem por todo o pulmdo sdo de pneumonia
intersticial, hiperplasia linféide perivascular e peribronquial, e hipertrofia do muisculo
liso (Fraser, 1991).

Na Maedi-Visna, o tecido linféide € organizado em ndédulos cercando os
bronquiolos e vasos (Mornex et al., 1994). A manifestacio mais comum de infec¢ao
lentiviral em ovinos € a pneumonia intersticial cronica caracterizada por espessamento,
freqiientemente fibrético e intersticial denso, do septo interalveolar, perivascular e
infiltrado peribronquial de linfécitos e macréfagos. Um pequeno percentual de animais
infectados tem artrite, com maior ocorréncia na articulagdo carpal, mas ocasionalmente
envolvendo a articulacdo fémuro-tibio-patelar. As articulagdes afetadas apresentam
hiperplasia da membrana sinovial com aumento no actimulo de linfécitos. Na forma
neuroldgica as lesdes macroscopicas sao pouco evidentes (Zink & Johnson, 1994). As
lesdes microscépicas sdo de meningoencefalite e desmielinizacdo (Norman & Smith,
1983; Constable et al., 1996).

Nas glandulas mamadrias pouca ou nenhuma lesdo macroscOpica € observada,
enquanto que microscopicamente pode-se observar obstrucdo parcial dos ductos
lactiferos por proliferacao de tecido linféide (Lujan et al., 1991).

Nos linfonodos ocorre uma hiperplasia folicular generalizada e infiltrados
linféides podem ser detectados em praticamente todos os 6rgaos (Ellis & DeMartini,

1985).

2.2.9. Diagnéstico

Pelas caracteristicas da infecc¢do persistente a forma mais prética de diagnéstico
é a sorologia, uma vez que a presenca de anticorpos demonstra indiretamente a
existéncia de infec¢do. A deteccdo de anticorpos contra MV'V na fase inicial da doenca
é amplamente dependente da sensibilidade e especificidade do teste usado, podendo
ser influenciada pela duracdo da infec¢do, niveis de viremia, integridade do sistema

imunolégico do hospedeiro e do fenétipo viral, como fatores de viruléncia e tendéncia



para variacdo antigénica (Clements et al., 1988; Lairmore et al., 1988; Narayan &
Clements, 1989; Brodie et al., 1993; Brodie et al., 1998). Por outro lado, o diagnéstico
da infec¢do pelo isolamento e identificacdo do agente ndo € rotineiramente empregado
por ser demorado e bastante dispendioso, mesmo havendo disponiveis células de
linhagens permissiveis a infec¢do (Callado et al., 2001).

Atualmente utilizam-se técnicas de diagndstico que possuam boas
especificidade e sensibilidade, sejam elas sorolégicas e/ou virologicas como:
isolamento do virus e sua identificacdo morfoldgica e protéica, provas moleculares
como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), que detecta a presenca do material
genético do agente etioldgico, ndo necessitando de nenhuma resposta do organismo
hospedeiro (Barlough, 1994).

A seguir serdo apresentadas as principais formas de diagnéstico da Maedi-
Visna.

2.2.9.1. Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA)

Dentre os testes soroldgicos disponiveis, o IDGA € o recomendado pela
Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) para o diagndstico de lentivirose de
pequenos ruminantes, inclusive Maedi-Visna. Apresenta uma ampla utilizacdo
principalmente como teste de triagem em programas de controle devido a sua
aplicabilidade e alta especificidade (Moojen, 1998, Varea et al., 2001). O IDGA foi
um dos primeiros testes sorolégicos que demonstrou sucesso no diagndstico de Maedi-
Visna, tendo sido desenvolvido para detectar anticorpos especificos contra o MVV. O
mesmo apresenta baixo custo, é comercialmente disponivel e de fécil execucdo,
tornando-o assim a técnica de diagndstico soroldgico para Maedi-Visna mais
comumente usada (Simard & Briscoe, 1990; Marcom et al., 1992; Brodie et al., 1993;
Knowles et al., 1994).

Entretanto, a identificacdo de animais na fase inicial da infec¢do € limitada uma
vez que esta técnica apresenta pouca sensibilidade, pois se observa uma baixa
concentracdo de anticorpos nesta fase da doenca (Brodie et al., 1998; De la Concha-
Bermejillo, 1997).

A técnica baseia-se na reacdo de precipitacdo que resulta na formagdo de uma

linha dnica de identidade entre o antigeno e o anticorpo existente no soro do animal



testado, tendo como padrdo as linhas Unicas formadas entre os soros de referéncia
positivos (Cutlip et al., 1977).

Em estudo realizado para o diagnéstico do MVV por IDGA, Klein et al., (1985)
verificaram diferencas bioldgicas significativas entre amostras de laboratério e
isolados de campo, o que certamente influencia a resposta imune e o resultado dos

testes.

2.2.9.2. Histopatologia

Este exame informa a natureza, gravidade, extensdo, evolucdo e intensidade das
lesdes, além de sugerir ou até mesmo indicar a causa da afeccdo (Vasconcelos, 1988).

Em 1971, Georgsson & Pélsson fizeram um estudo histopatologico em ovinos
infectados natural e experimentalmente com MVV e obtiveram como principais
achados uma inflamacdo intersticial cronica com densa infiltragdo celular, hiperplasia
do musculo liso no septo alveolar e hiperplasia linféide perivascular e peribronquial.
Com o passar do tempo a andlise histopatolégica passou a ser utilizada como um
auxilio ao diagnéstico, uma vez que a mesma ndo € conclusiva, mesmo quando
associada ao conhecimento do quadro clinico e epidemioldgico.

Lujan et al., (1991) analisando mudancas patoldgicas nos pulmdes e glandulas
mamadrias de ovinos infectados com o MVV verificaram hiperplasia de foliculos
linféides e infiltrado intersticial, respectivamente.

O exame histolégico de tecidos pulmonares e mamdrios de ovinos naturalmente
infectados revelou a presenca de fatores tipicamente associados com o MVV. Os
pulmdes apresentaram infiltracdo difusa de células linféide e macréfagos no intersticio
pulmonar, com acimulo peribronquiolar e perivascular local. A glandula mamadria
mostrou pronunciada hiperplasia linféide e infiltracio de células mononuclear

(Carrozza et al., 2003).

2.2.9.3. Imunohistoquimica
A imunohistoquimica é o conjunto de procedimentos que utiliza anticorpos
como reagentes especificos para a deteccdo de antigenos presentes nos tecidos. Os

antigenos podem representar constituintes celulares normais ou pertencer a um



elemento estranho a célula. A imunohistoquimica ¢ uma técnica essencialmente
qualitativa cujo objetivo fundamental é o encontro e localizacdo topografica de
antigenos nos tecidos. Os anticorpos empregados podem ser mono ou policlonais. Em
vez de anticorpos purificados, muitas vezes se utiliza um anti-soro como reagente
primdrio, implicando a presenca de anticorpos policlonais. A principal vantagem dos
anticorpos monoclonais € a sua elevada especificidade. A partir da década de 1960,
surgiram as técnicas imunoenzimdticas, ou seja, as que empregam imunoglobulinas
marcadas com enzimas. Nesse caso, o sinal encontrado depende da formacdo de um
composto colorido no local da reacdo, o qual € gerado pela acdo da enzima sobre um
substrato apropriado (Brasileiro Filho ez al., 2000).

Entre as vantagens da imunohistoquimica estdo a estabilidade das preparacdes e
a possibilidade de se utilizar o microscopio dptico comum, além de ser tao especifica e
sensivel quanto a técnica de imunofluorescéncia (Nakane & Pierce, 1967).

A investigacdo dos tipos celulares que abrigam o genoma do virus em glandula
mamadria e pulmdes de ovinos naturalmente infectados com o MVV usando o PCR in
situ associado a imunohistoquimica foi objetivo do trabalho desenvolvido por
Carrozza et al., (2003), onde encontraram o genoma viral nos pneumocitos do tipo I e
II, macréfagos alveolares e intersticiais e células endoteliais. Células epiteliais,
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos foram as células infectadas presentes na
glandula mamaria.

Preziuso et al., (2003) analisando ovinos infectados experimentalmente com
MVV, através da técnica de imunohistoquimica, verificaram a presenca de
imunomarcadores citoplasmaticos nas células pulmonares, linfonodos pulmonares, e

ubere de todos os animais infectados independentemente da severidade das lesdes.

2.2.9.4. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O ensaio imunoenzimdtico (ELISA) se baseia na utilizagdo de antigenos ou
anticorpos marcados com enzima, de forma que os conjugados resultantes tenham
atividade tanto imunolégica como enzimdtica. Estando um dos componentes (antigeno
ou anticorpo) marcado com uma enzima e insolubilizado sobre um suporte, a reagcdo

antigeno-anticorpo ficard imobilizada e poderd facilmente ser revelada mediante a



adicdo de um substrato especifico, que sob acdo da enzima produzird uma cor
observével a olho nu e quantificado mediante o uso de um espectrofotometro (Roitt et
al., 1998).

Houwers et al., (1982) desenvolveram um ELISA para a detec¢do de anticorpos
para o MVV com um antigeno parcialmente purificado. Comparando com o IDGA e o
teste de fixacdo de complemento (FC), verificaram que todas as amostras positivas no
IDGA, FC ou ambas também foram positivas no ELISA. Em adi¢do, o ELISA
detectou mais 11,5% de soropositivos.

Rosati et al., (1994) desenvolveram, para deteccdo de anticorpos para o
lentivirus ovino, dois testes ELISA, um preparado a partir da particula viral completa
(ELISA-VC) e outro baseado na proteina transmembranar recombinante (ELISA TM-
r) e foram confrontados com o IDGA. A sensibilidade do ELISA TM-r foi superior ao
IDGA, mas inferior ao ELISA-VC, particularmente para deteccdo de anticorpos em
estagios iniciais da infeccdo. Os autores ressaltam que a proteina transmembranica é
um importante marcador imunolégico na infeccio dos LVPR, mas € pouco
representativa em preparacdes de antigeno convencional, ndo estando claro se esta
proteina do lentivirus ovino cepa K1514 pode ser usada como um antigeno universal

para detec¢do de infec¢c@o ovina em diferentes dreas geograficas.

2.2.9.5. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

As reacdes de imunofluorescéncia indireta possibilitam a visualizacdo da
interagdo antigeno/anticorpo, através de uma anti-imunoglobulina com fluorocromos.
Estas substancias sdo capazes de absorverem energia luminosa tornando-se excitadas
por um curto espaco de tempo, para retornarem ao seu estado normal tais substancias
passam a liberar energia na forma de fluorescéncia. Os fluorocromos mais comuns sao
os do grupo da rodamina e o isotiocianato de fluoresceina (Schade, 1995).

Sao poucos os trabalhos empregando RIFI no diagnéstico dos lentivirus de
pequenos ruminantes. No Brasil, Reischak er al., (2002) desenvolveram uma RIFI
utilizando trés virus isolados brasileiros de caprinos e um de ovino e compararam 0s

resultados com o teste de IDGA usando antigeno do MVV. Em amostras de soro



caprino e ovino, verificou-se que a RIFI detectou mais animais soropositivos que o
IDGA, também foram obtidos resultados diferentes de acordo com as cepas virais

isoladas e os tipos celulares empregados.

2.2.9.6. Isolamento em Cultivo Celular

O isolamento viral em cultivo celular € considerado um teste padrdo de
diagndstico em virologia. No entanto, a técnica apresenta algumas restricdes, uma vez
que ¢ demorada, dispendiosa, necessita da implantacao de cultivos celulares especiais.
Além disso, é incapaz de detectar virus que ndo cause efeito citopdtico (Knowles,
1997).

Este método de diagndstico € de grande sensibilidade para alguns agentes
virais, consistindo em manter o material infectado em contato com cultivos celulares
susceptiveis in vitro, para que o virus se multiplique e possa ser detectado através da
presenca de efeito citopatico (ECP) caracteristico, ofertando-se aos cultivos condicdes
semelhantes as propriedades fisicas, quimicas e nutricionais as encontradas in vivo.
Geralmente os LVPR podem ser isolados de animais vivos pelo co-cultivo de células
como leucdcitos do sangue periférico, células somadticas do leite, células do plexo
cordide de ovinos para 0 MVV e células de membrana sinovial caprina (MSC) para o
CAEV. De animais mortos infectados o virus pode ser isolado a partir de esplants de
tecidos como membrana sinovial, glandula mamadria, pulmao, plexo cordide e tecidos
linféides. Os principais ECP, no caso do lentivirus, € a formagdo de sincicios e/ou lise
celular intensa com destrui¢io de grande parte da monocamada celular. In vitro,
células infectadas com lentivirus tém a propriedade de induzir a fusdo celular e
posterior formagao do sincicio em células nao infectadas, porém estas se unem através
de receptor para glicoproteina de superficie presente na célula infectada (Daniel et al.,
1984; Gonda et al,1987). Posteriormente, os sincicios tendem a se dissociar ou
desintegrar-se, sendo o monitoramento didrio um fator critico na observacdo da
formacao do sincicio (Pawlisch & Maes, 1984).

O primeiro relato de ECP dos LVPR foi descrito por Sigurdardéttir & Thormar
(1964) num rebanho afetado por Maedi a partir de pulmdes de ovinos. No Brasil,

Hotzel et al., (1993) verificaram ECP caracteristico de lentivirus em cultivo celular de



MSC, obtido a partir de um caprino sorologicamente positivo para o CAEV. Sincicios
foram encontrados 14 dias apds a inoculag@o dos cultivos primdrios. Milczewski et al.,
(1997) isolaram o MVV pela primeira vez no Estado do Parand a partir das
articulacdes e glandula mamadria de um ovino com artrite, perda de peso progressiva,
tosse, corrimento nasal, mamite e sorologia positiva para LVPR. Almeida (2003) fez

isolamento de MVV no Estado do Ceara de animais naturalmente infectados.

2.2.9.7. Microscopia Eletronica (ME)

A investigacdo bioldgica foi incrementada extraordinariamente em suas
possibilidades com o emprego da microscopia eletronica, onde o microscépio
eletrobnico € um instrumento que aproveita o comprimento de onda extremamente curto
de um feixe de elétrons, permitindo obter niveis de resolugcdo significativamente
melhores que os microscépios opticos (Almeida & Lima, 2001).

Desta forma, as novas estruturas e seus componentes moleculares tem
aparecido com a ajuda do microscépio eletronico, abrindo assim novos campos de
interpretacdo, tanto das células, quanto das organelas e outras minudsculas particulas.
Os conhecimentos das ultraestruturas morfolégicas, quimica e fisica sdo os pilares
estruturais da compreensdo da funcionalidade dos materiais, sejam eles biolégicos ou
nao (Gonzalez-Santander, 1969).

Em 1976, Cutlip & Laird, estudando células embrionérias de pulmio ovino
infectadas com o0 MV'V, observaram, por ME, vérios brotamentos virais com 120 a 140
nm de didmetro além de virions livres no espago extracelular, medindo de 80 a 110
Nm de didmetro, e, virions e fragmentos virais no citoplasma de células infectadas. Ja
em 2003, Almeida isolou 0 MVV de animais naturalmente infectados e, por meio da

ME, encontrou particulas de 80 nm de diametro.

2.2.9.8. Hibridizacao in situ (HIS)
Segmentos especificos de 4acido nucléico de origem viral encontrados em
tecidos ou células infectados sdo capazes de serem detectados por sondas marcadas por
enzimas ou radioativamente através da HIS (Brown, 1998). As sondas sdo seqii€ncias

de nucleotideos complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do



DNA ou RNA que se deseja identificar. A HIS €é mais sensivel que a
imunohistoquimica, porém menos sensivel que a PCR. A técnica de HIS € utilizada
principalmente para a deteccdo de virus e outros agentes infecciosos em tecidos
suspeitos de infeccdo, além de cromossomos e produtos da sintese celular. Pode ser
realizada em material fixado em formol e incluido em parafina, bem como congelado

ou preparados citoldgicos (Campos, 2004).

2.2.9.9. Dot-Blot ou Dot-imunoblotting

O Dot-imunoblotting pode ser usado como método qualitativo para separar
rapidamente um grande nimero de amostras em razio da presenga de acdo do antigeno
ou anticorpo, ou como uma técnica quantitativa para determinagdo da concentracdo de
antigeno. Amostras sdo aplicadas em uma tira de nitrocelulose e secas, a seguir a
membrana € bloqueada, coberta com anticorpos e analisada por um dos sistemas de
deteccdo. A técnica € usada, como um método qualitativo, para avaliar os varios
parametros que afetam a qualidade do imunoblotting apds a transferéncia do antigeno
para a membrana. Por diluicdo seriada do antigeno, a sensibilidade de um dado sistema

pode ser determinada (Stott, 1989).

2.2.9.10. Western blotting ou Imunoblotting

O Imunoblotting, em principio, pode ser delineado como método onde proteinas
(anticorpos séricos ou plasmdticos) podem ser imobilizadas em uma membrana e
transferidas por capilaridade, difusdo ou forcas elétricas. As forcas de ligacdo da
membrana podem ser de natureza covalente ou ndo-covalente. O material protéico
deve ser separado antes da transferéncia por eletroforese. O complexo antigeno-
anticorpo € visualizado através da aplicacdo de um conjugado enzimdtico ao qual se
adiciona um substrato que reage com a enzima, dando cor a reacdo. Em decorréncia de
ser uma técnica demorada e laboriosa vem sendo utilizada em LVPR somente para
esclarecer resultados divergentes e no estudo da composicao das proteinas virais dos

LVPR (Pinheiro, 2001).



2.2.9.11. Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Virios trabalhos t€ém demonstrado com sucesso o uso da técnica de PCR na
deteccdo do DNA proviral dos LVPR. A PCR permite a amplificacdo direta de parte
do acido nucléico viral de fluidos e tecidos de um animal infectado (Zanoni et al.,
1990; Reddy et al., 1993; Rimstad et al., 1993; Wagter et al., 1998). A PCR tem sido
utilizada em alguns laboratérios de forma mais restrita, pois € um teste caro, no
entanto possui alta sensibilidade e especificidade sendo indicado para animais de alto
valor zootécnico e para as amostras em que os resultados de outros testes foram
inconclusivos (Moojen, 2001).

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

Devido a alta variabilidade gen6mica dos lentivirus, a escolha dos primers em
genes relativamente conservados como pol, gag e da LTR, combinado a condi¢des de
reacdo para a méxima sensibilidade € decisiva para detec¢do de um grande espectro de

cepas de campo de ambos CAEV e MVV (Zanoni, 1998).

2.2.10. Transmissao

A transmissdo vertical é a de maior importancia e ocorre principalmente via
colostro e leite de fémeas infectadas (Blacklaws et al, 2004), sendo facilitada em
animais com mastite (Zink & Johnson, 1994). A infec¢do pode ser adquirida, também,
por contato direto prolongado entre animais infectados e susceptiveis, onde os
primeiros eliminam virus juntamente com secre¢des nasais e aerossoéis (Moojen,
2001).

Em ovinos, a transmissdo através de aerossdis ou secreg¢des respiratorias ja foi
comprovada tanto experimentalmente (Narayan & Clements, 1989) quanto

naturalmente (De la Concha-Bermejillo, 1997). H4 evidéncias que indicam a



transmissao materno-fetal dos LVPR ocorra, mesmo com baixa incidéncia (East ef al.,
1993), podendo ocorrer através de duas possiveis vias: transmissdo intra-uterina e/ou
no canal vaginal no momento do parto, e mediante a ingestdo ou inalagdo de células
contaminadas pelas crias.

A transmissdo do LVPR via sémen ainda ndo foi definitivamente comprovada,
apesar do MVYV j4 ter sido isolado no sémen de animais infectados (De la Concha-

Bermejillo et al., 1996).

2.2.11. Controle e profilaxia
Os programas de controle ou erradicagdo da infec¢do ocasionada pelo MVV

tém sido adotados em vdérios paises, geralmente de adesdo voluntéria, baseados no
teste periddico dos animais, com separacdo ou eliminag¢do dos soropositivos, € uso de
certas praticas de manejo para prevengdo da disseminacdo do agente. De acordo com
De la Concha-Bermejillo (1997) e Rowe & East (1997) nos plantéis suspeitos ou
comprovadamente positivos, algumas recomendagdes tém sido adotadas, com
resultados bastante variados, sdo elas:

¢ Separar as crias imediatamente apds o0 nascimento, evitar o contato com
secrecOes maternas e isold-las dos adultos;
Administrar colostro termicamente tratado, de maes ndo infectadas;
Alimentar as crias com substituto do leite;

Testar os animais a intervalos regulares e separar ou eliminar os positivos;

* & oo o

Usar material estéril, como seringas, agulhas e instrumentos cirtrgicos.

A técnica de PCR pode ser utilizada quando um controle mais rigoroso de
Maedi-Visna estd sendo almejado, de forma que, quando os animais de determinado
rebanho apresentarem sorologia negativa para enfermidade este controle passe a ser
feito com o PCR, que se constitui num método de diagndstico mais eficaz na deteccdo

de falsos negativos (Knowles, 1997).



3. Justificativa

Maedi-Visna é uma doenca de cardter crénico que ocasiona prejuizos
econdmicos na ovinocaprinocultura, uma vez que a inexisténcia de vacinas bem como
de quimioterapicos efetivos faz com que o diagndstico precoce com eliminacdo dos
animais positivos seja a forma de controle mais adequada. Vérios sdo os métodos
diagnésticos utilizados, sendo o IDGA o mais simples e exeqiiivel, com alta
especificidade e baixa sensibilidade. O pulmao € o principal 6rgao-alvo para infecg¢des
linfoproliferativas em individuos infectados pelo MVYV, por isso a utilizacdo deste
orgdo no presente trabalho. No Brasil ha trabalhos demonstrando a existéncia de
anticorpos para LVPR em ovinos, no entanto hd poucas evidéncias de ocorréncia de
doenca clinica. Este trabalho foi realizado para determinar a presenca de lesdes

pulmonares macro e microscépicas em animais com anticorpos contra MVV.



4. Hipotese cientifica
Animais oriundos de abatedouros, sorologicamente positivos para a infeccdo
pelo MVV através da técnica de IDGA, apresentam lesdes pulmonares condizentes

com a Maedi-Visna.



5. Objetivos
5.1. Geral

Identificar o Maedi-Visna Virus e lesdes pulmonares sugestivas da doenga em

ovinos naturalmente infectados.

5.2. Especificos

* Determinar a presenca de anticorpos especificos para Maedi-Visna Virus
pelo teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA).

* Analisar as principais lesdes macro e microscopicas pulmonares de

ovinos com sorologia positiva para Maedi-Visna.



6. Material e Métodos
6.1. Amostras

Foram coletadas 223 amostras de soro e fragmentos pulmonares de animais da
espécie ovina, dos quais 72 eram machos e 145 fémeas, SRD, com idade entre 1 e 5
anos, provenientes de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza. As amostras
de sangue ovino foram coletadas por venopuncdo jugular utilizando-se tubos
vancuntainer descartdveis ndo-heparinizados, os quais eram acondicionados em caixa
de material isotérmico, contendo gelo, e remetidas ao Laboratério de Virologia da
Universidade Estadual do Ceard para centrifugacdo e obten¢do do soro, sendo este
aliquotado em tubos eppendorf, congelado e mantido a —20°C. Durante o abate os
pulmdes eram avaliados macroscopicamente quanto a coloragdo, textura e

consisténcia.

6.2. Técnica de Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA)

A sorologia para infeccao pelo Maedi-Visna Virus foi realizada pelo método de
Imunodifusdao em Gel de Agarose (IDGA), que consiste na deteccdo de linhas de
precipitacao nos casos positivos, decorrentes da reagdo antigeno-anticorpo.

Para a execugdo do teste de IDGA utilizaram-se placas de petri descartdveis de
90x15mm com agarose a 1%. Ap6s a solidificacdo do gel de agarose as placas eram
perfuradas com roseta metdlica padrdo que possui sete perfuracdes, de 4 mm de
didmetro e 3 mm de distancia entre as bordas, sendo uma central e seis periféricas
eqiiidistantes. Os reagentes eram distribuidos de acordo com a seguinte seqii€éncia: nas
seis cavidades periféricas, de maneira alternada, 20 pul do soro teste e 20 ul do soro
controle positivo, e 20 pl do antigeno na cavidade central.

Os kits contendo o antigeno, soro padrdo positivo e o 4gar, utlizados no teste
diagnostico, foram adquiridos da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) (Abreu et al.,, 1998).

Ap6s a deposicio de todos os componentes nas placas, estas foram

acondicionadas em cAmara timida, a temperatura ambiente (25°C) por 48 horas.



As reagOes eram avaliadas pela presencga de linha de precipitacdo, obtida entre o
antigeno e o soro controle positivo. Onde os possiveis resultados a serem encontrados
sdo as seguintes:

- Reacgdo negativa: auséncia de formacao de linha de precipitagdo entre o antigeno e o
soro teste.

- Reagdo positiva: as linhas formadas entro o Ag e o soro controle positivo fundem-se
com aquelas formadas pelas amostras testadas dando origem a uma linha continua de
identidade total.

- Reacgdo inespecifica: ndo ha formacdo de uma linha continua. As linhas inespecificas

sao formadas por outras reacdes Ag-Ac que nao aquela especifica para Maedi-Visna.

6.3. Histopatologia

Ap6s a avaliacdo macroscépica foram retirados fragmentos de 2x2cm em cortes
transversais e longitudinais. Estes foram colocados em frascos contendo formalina a
10%, neutra e tamponada onde permaneceram até o resultado da sorologia, uma vez
que as amostras sorologicamente positivas para Maedi-Visna Virus tiveram seus
pulmdes processados. O grupo controle negativo consistiu no mesmo ndmero de
amostras soropositivas, cujos pulmdes foram devidamente processados. Os fragmentos
pulmonares foram desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados e
incluidos em parafina para obtencdo de cortes seriados a espessura de Sum e corados
pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE), segundo Luna (1968) e examinadas ao

microscopio Optico.

6.4. Analise Estatistica
A prevaléncia por sexo foi submetida ao teste ndo-paramétrico qui-quadrado
(X» adotando-se o nivel de significancia igual a cinco porcento, conforme

recomendado por Spiegel, (1985).



7. Resultados e Discussao

A andlise soroldgica para infeccdo pelo MVV, realizada através do teste de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), nos 223 ovinos testados revelou um
percentual de 5% (n=11) de animais soropositivos para a infeccdo pelo MVV, sendo 6
(8,33%) machos de um total de 72 e 5 (3,45%) fémeas de um total de 145, nido
havendo diferenca significativa entre os sexos. Esta prevaléncia foi inferior a
encontrada por Almeida et al., (1999) de 31,67% em ovinos abatidos na regido
metropolitana de Fortaleza-CE, que apresentavam lesdes macroscOpicas de pneumonia
e artrite. Por outro lado Silva (2003), em levantamento soroldgico realizado, em
ovinos criados de forma extensiva, no Estado do Rio Grande do Norte encontrou uma
prevaléncia de 21,3% de animais soropositivos. A diferenca entre os resultados
encontrados pode ser justificada pela procedéncia dos animais amostrados, uma vez
que os utilizados no presente trabalho eram ovinos sem lesdes pulmonares ou
articulares provenientes de abatedouros, ao contrario do resulta obtido por Almeida et
al., (1999) em animais com lesdes. As diferencas da prevaléncia observadas por Silva
(2003) pode ser devida a idade dos animais amostrados, uma vez que dos 223
amostrados, 221 ndo tinham completado a denticdo (<4 anos), enquanto que as
amostras analisadas por Silva (2003) foram coletadas nas fazendas incluindo animais
adultos. Desta forma como a Maedi-Visna € caracterizada por ser cronica, devido ao
seu longo periodo de incubacdo (Pepin et al., 1998) a mesma tem uma maior
prevaléncia em animais na idade adulta (Arsenault et al., 2003). No Rio Grande do Sul
em um levantamento realizado em 16 municipios do Estado foi encontrado uma
prevaléncia de 10,48%. de animais soropositivos (Dal Pizzol et al., 1989). Em outro
trabalho no mesmo Estado foi encontrado uma prevaléncia de 19%. (Ribeiro, 1993).
Ambos os levantamentos foram realizados em fazendas com histérico de importacao
de ovinos.

Outro fator que pode influir na detec¢do de animais soropositivos € o antigeno
utilizado, sendo que os antigenos especificos produzido com MVV apresentam uma
sensibilidade 35% maior que os antigenos heterdlogos, como o produzido com o

CAEV (Knowles 1997). Neste trabalho foi utilizado um antigeno especifico p28. No



entanto Adams & Gorham (1986) relatam que a gp 135 confere maior sensibilidade a
técnica de IDGA que a p28.

Nao foram encontradas lesdes macroscopicas semelhantes as observadas em
Maedi-Visna nos pulmdes dos animais abatidos. Na Maedi-Visna observam-se
aderéncias pleurais, pulmdes pesados e firmes a palpacdo e &dreas miltiplas de
coloracdo réseo-acizentadas (Robinson & Ellis 1984, Narayan & Cork 1985, Cutlip et
al., 1988). Além disso, os pulmdes ndo colapsam quando o térax € aberto. Esses
Orgdos tém uma consisténcia densa, mas ndo parecem estar consolidados. As lesdes
podem ser encontradas em todos os lobos pulmonares. Os pulmdes estio distendidos,
parecem aumentados, e pesam duas a cinco vezes mais que os pulmdes normais dos
ovinos, normalmente de 300 a 500g. (Jones et al., 2000).

Também nio foram encontradas lesdes histoldgicas caracteristicas de MV nos
pulmdes dos animais soropositivos € nem do grupo controle. Foram observadas,
ocasionalmente, infiltracdo linfocitdria multifocal de localizagdo preferencial
peribonquial e perivascular, dreas de espessamento do septo alveolar com ocasional
infiltracdo linfocitdria e 4reas de atelectasia e enfizema. As alteragdes histoldgicas da
MV caracterizam-se por pneumonia intersticial cronica com espessamento
freqiientemente fibrético do septo intralveolar, H4 hiperplasia linféide perivascular e
peribronquial, e hipertrofia do musculo liso (Fraser, 1991).

Os resultados deste trabalho confirmam que infecdes por MVV podem ocorrer
sem sinais clinicos aparentes e lesdes macroscépicas ou histolégicas nos ovinos dos
rebanhos afetados. No Brasil ndo foi determinado se estas manifestacdes subclinicas
sdo causadas por LVPR do tipo I grupo MVV ou do tipo II grupo CAEV. A presenga
de anticorpos contra LVPR em ovinos foi detectada no Rio Grande do Sul (Dal Pizzol
et al., 1989, Ribeiro, 1993), Ceara (Almeida, 1999) e Rio Grande do Norte (Silva,
2003) e o virus foi isolado no Parana (Milczewski et al., 1997) e Ceara (Almeida,
2003). O virus isolado do Parand, de um ovino com mastite e artrite foi identificado
filogeneticamente como pertencente ao prototipo Maedi-Visna (Ravazolo et al., 2001),
enquanto que o virus isolado no Ceard, proveniente de um ovino com lesdes
pulmonares de Maedi-Visna (Almeida, 2003), ndo foi estudado filogeneticamente. Por

outro lado, amostras de LVPR isoladas de caprinos no Brasil demonstraram ser



filogeneticamente pertencentes ao grupo Maedi-Visna, sugerindo a ocorréncia de
transmissdo de LVPR de caprinos para ovinos e vice-versa e a possibilidade de
recombinacao entre amostras ovinas e caprinas (Castro et al., 1999). Esses resultados
demonstram que, no Brasil, apesar da presenca de anticorpos para MV, os sinais
clinicos e a patologia da doenga tem sido raramente observadas. O diagndstico
sistemdtico das afecOes respiratdrias, das articulacdes, da glandula maméria e do
sistema nervoso central de ovinos € necessério para determinar a importancia de MV

para a ovinocultura em diferentes regides do Pais.



8. Conclusoes
A avaliacdo dos resultados da identificagdo do Maedi-Visna Virus em pulmao

de ovinos naturalmente infectados, nos permite chegar as seguintes conclusdes:

1. A prevaléncia de infec¢do por Maedi-Visna nas amostras pesquisadas foi de 5%.
2. O sexo ndo influiu na prevaléncia da infeccdo pelo MVV.
3. Naio ocorreram lesdes macroscépicas e histopatoldgicas caracteristicas de Maedi-

Visna nos animais sorologicamente positivos.
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Resumo
Maedi-Visna € uma doenga cronica e progressiva de ovinos. O agente etiolégico Maedi-Visna
Virus (MVV) € um lentivirus pertencente a familia Retroviridae. As maiores manifestacoes da
inflamacdo induzida pelo MVV sdo perda progressiva de peso, pneumonia intersticial,
encefalite, mastite, artrite e linfadenopatia. Com o objetivo de identificar anticorpos e lesdes
pulmonares sugestivas da Maedi-Visna foram coletadas amostras de sangue e fragmentos
pulmonares de 223 ovinos provenientes de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza.
Os soros foram submetidos ao teste de imunodifusao em gel de agarose (IDGA) utilizando-se
um kit diagnéstico para Maedi-Visna fornecido pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Constatou-se que 11 amostras (5%) dos animais amostrados apresentavam-se
positivos para o teste de IDGA. Os fragmentos pulmonares dos animais soropositivos e igual
nimero de animais soronegativos foram estudados histologicamente. Nao foram encontradas
lesdes macroscopicas e histoldgicas caracteristicas de Maedi-Visna tanto nos animais
soropositivos quanto nos soronegativos. Esses resultados confirmam a ocorréncia de infec¢coes
subclinicas por MVV, sem lesdes macroscopicas ou histoldgicas, e evidenciam a necessidade
de um diagnéstico sistemdtico das afeccOes respiratérias, da glandula mamadria, das
articulacdes e do sistema nervoso central de ovinos para determinar a importancia de Maedi-

Visna para a ovinocultura em diferentes regides do Pais .

Palavras-chave: Lentivirus, Maedi-Visna, histopatologia, infec¢des subclinicas,.



Abstract
Maedi-Visna (MV) is a chronic and progressive disease of sheep. The etiologic agent- Maedi-
Visna Virus (MVV)- is a lentivirus belonging to the Retroviridae family. The main
manifestations of MV are progressive weight loss, interstitial pneumonia, encephalomyelitis,
mastitis, arthritis, and lymphadenopathy. With the objective of identify lung lesions on sheep
with antibodies against MVV samples of blood and lung fragments of 223 coming sheep were
collected in slaughterhouses of the metropolitan area of Fortaleza, State of Cear4, Brazil. The
serum samples were submitted to the agar-gel immunodiffusion test (AGIDT) using a kit
diagnosis for MV supplied by the Federal Rural University of Pernambuco. Eleven (5%) of
the serum samples were positive for antibodies to MVV. The lung samples of the positive
sheep and 11 lung samples from the negative sheep were studied histologically. No lesions
characteristic of MV were observed macroscopically or histologically in sheep with and
without antibodies. These results confirmed the occurrence of subclinical MVV infections
without gross or histological lesions. The systematic diagnosis of diseases of the respiratory
and central nervous systems, joints and mammary gland in sheep should contribute the

knowledge of the importance of MV for sheep in the different Brazilian regions.

Key words: Lentiviruses, histopathology, Maedi-Visna, subclinical infections.



Introducao

Maedi-Visna é uma doenga progressiva e cronica de ovinos descrita por Sigurdsson et
al, (1954) na Islandia e presente em todo o0 mundo com exce¢do da Austrdlia e Nova Zelandia
(Brodie et al, 1998). O agente etiolégico Maedi-Visna Virus (MVV) é um Lentivirus
pertencente a familia Retroviridae. Este relaciona-se antigenicamente com o virus da Artrite-
Encefalite Caprina (CAEV). A Maedi-Visna e a CAE sdo denominadas de Lentiviroses de
Pequenos Ruminantes (LVPR) (Moojen, 2001).

A doenca € caracterizada por um longo periodo de incubacdo, uma inflamacdo
linfoproliferativa progressiva, e um lento desenvolvimento dos sintomas (Pepin ef al, 1998).
Os principais 6rgaos alvo relatados sdo os pulmdes (Sigurdsson et al, 1952) e o sistema
nervoso central (Sigurdsson ef al, 1957), no entanto o tbere e as articulagdes também podem
ser afetados (Cutlip e al, 1985a e 1985b). O virus infecta células da linhagem mondcito-
macrdfago, porém o RNA virico tem sido identificado também em outros tipos celulares
(Brodie et al, 1995; Ryan et al, 2000).

Além do MVYV as Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR) incluem o Virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV), sendo sugerido a possibilidade de transmissao de LVPR
de caprinos para ovinos e vice-versa, como ja foi demonstrado experimentalmente, podendo
ocorrer a recombinacdo entre amostras ovinas e caprinas cujas conseqiiéncias sao
desconhecidas (Callado ef al., 2001). Além disso, a alta variabilidade gendmica do virus tem
contribuido para a origem de muitas cepas virais com diferente patogenicidade (De la
Concha-Bermejillo, 1997); por esta razao, as manifestacdes clinicas e patolégicas da infeccao
pelo MVV em éreas geograficas diferentes podem ser varidveis.

No Brasil a presenca de ovinos infectados pelo MVV foi registrada primeiramente por
Moojen et al, (1986). Durante muitos anos o semi-arido nordestino foi considerado livre desta
enfermidade, talvez pela inexisténcia de dados que confirmassem a sua ocorréncia. No
entanto, nos ultimos anos algumas pesquisas vieram confirmar ocorréncia de anticorpos em
alguns estados nordestinos como Ceara (Almeida, 2003) e Rio Grande do Norte (Silva, 2003),
onde a sorologia positiva de um ndmero significativo de ovinos indicam que ha necessidade
de estudos da relacdo entre a presenca de anticorpos e a ocorréncia das diferentes formas
clinicas doenga, tanto na sua forma clinica quanto das alteracdes patoldgicas.

O objetivo deste estudo foi identificar lesdes pulmonares em ovinos sorologicamente

positivos para LVPR.



Material e Métodos
Amostras

Foram coletadas 223 amostras de soro e fragmentos pulmonares de animais da espécie
ovina, dos quais 72 eram machos e 145 fé€meas, SRD, com idade entre 1 e 5 anos,
provenientes de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza. As amostras de sangue
ovino foram coletadas por venopunc¢io jugular utilizando-se tubos vancuntainer descartaveis
nao-heparinizados, os quais eram acondicionados em caixa de material isotérmico, contendo
gelo, e remetidas ao Laboratério de Virologia da Universidade Estadual do Ceard para
centrifugacio e obtengdo do soro, sendo este aliquotado em eppendorf, congelados e mantidos
a —20°C. Durante o abate os pulmdes eram avaliados macroscopicamente quanto a coloragdo,
textura e consisténcia.

Sorologia

A sorologia para infeccdo pelo Maedi-Visna Virus foi realizada pelo método de
Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), adquirido na Universidade Federal Rural do
Pernambuco, que consiste na deteccio de linhas de precipitagdo nos casos positivos,
decorrentes da reagao antigeno-anticorpo.
Histopatologia

Foram retirados fragmentos de 2 x 2 cm em cortes transversais e longitudinais em seguida
fixados em formalina a 10%, neutra e tamponada. Foram analisadas histopatologicamente as
amostras pulmonares dos animais que reagiram como sorologicamente positivos. O grupo
controle negativo consistiu no mesmo nimero de amostras soropositivas, cujos pulmdes
foram devidamente processados. Os fragmentos pulmonares foram desidratados em séries
crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos em parafina para obtencao de cortes
seriados a espessura de Sum e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE), segundo
Luna (1968) e examinadas ao microscépio Optico.

Analise Estatistica
A prevaléncia por sexo foi submetida ao teste ndo-paramétrico qui-quadrado (X%
adotando-se o nivel de significancia igual a cinco porcento, conforme recomendado por

Spiegel, (1985).



Resultados e Discussao

A andlise soroldgica para infeccdo pelo MVYV, realizada através do teste de
imunodifusido em gel de agarose (IDGA), nos 223 ovinos testados revelou um percentual de
4,93% (n=11) de animais soropositivos para a infeccdo pelo MVV, sendo 6 (8,33%) machos
de um total de 72 e 5 (3,45%) fémeas de um total de 145, ndo havendo diferenca significativa
entre os sexos. Esta prevaléncia foi inferior a encontrada por Almeida et al., (1999) de
31,67% em ovinos abatidos na regido metropolitana de Fortaleza-CE, que apresentavam
lesdes macroscdpicas de pneumonia e artrite. Por outro lado Silva (2003), em levantamento
sorolégico realizado, em ovinos criados de forma extensiva, no Estado do Rio Grande do
Norte encontrou uma prevaléncia de 21,3% de animais soropositivos. A diferenca entre os
resultados encontrados pode ser justificada pela procedéncia dos animais amostrados, uma
vez que os utilizados no presente trabalho eram ovinos sem lesdes pulmonares ou articulares
provenientes de abatedouros, ao contrdrio do resulta obtido por Almeida et al., (1999) em
animais com lesdes. As diferencas da prevaléncia observadas por Silva (2003) pode ser
devida a idade dos animais amostrados, uma vez que dos 223 amostrados, 221 nao tinham
completado a denti¢do (<4 anos), enquanto que as amostras analisadas por Silva (2003) foram
coletadas nas fazendas incluindo animais adultos. Desta forma como a Maedi-Visna é
caracterizada por ser cronica, devido ao seu longo periodo de incubacgao (Pepin et al., 1998) a
mesma tem uma maior prevaléncia em animais na idade adulta (Arsenault et al., 2003). No
Rio Grande do Sul em um levantamento realizado em 16 municipios do Estado foi encontrado
uma prevaléncia de 10,48%. de animais soropositivos (Dal Pizzol et al., 1989). Em outro
trabalho no mesmo Estado foi encontrado uma prevaléncia de 19%. (Ribeiro, 1993). Ambos
os levantamentos foram realizados em fazendas com histérico de importagdo de ovinos.

Outro fator que pode influir na deteccdo de animais soropositivos é o antigeno
utilizado, sendo que os antigenos especificos produzido com MVV apresentam uma
sensibilidade 35% maior que os antigenos heterélogos, como o produzido com o CAEV
(Knowles 1997). Neste trabalho foi utilizado um antigeno especifico p28. No entanto Adams
& Gorham (1986) relatam que a gp 135 confere maior sensibilidade a técnica de IDGA que a
p28.

Nao foram encontradas lesdes macroscopicas semelhantes as observadas em Maedi-Visna
nos pulmdes dos animais abatidos. Na Maedi-Visna observam-se aderéncias pleurais,
pulmdes pesados e firmes a palpacdo e 4dreas multiplas de coloracdo réseo-acizentadas
(Robinson & FEllis 1984, Narayan & Cork 1985, Cutlip et al., 1988). Além disso, os pulmdes

ndo colapsam quando o térax € aberto. Esses 6rgdos t€ém uma consisténcia densa, mas nao



parecem estar consolidados. As lesdes podem ser encontradas em todos os lobos pulmonares.
Os pulmdes estdo distendidos, parecem aumentados, € pesam duas a cinco vezes mais que os
pulmdes normais dos ovinos, normalmente de 300 a 500g. (Jones et al., 2000).

Também nao foram encontradas lesdes histologicas caracteristicas de MV nos
pulmdes dos animais soropositivos e nem do grupo controle. Foram observadas,
ocasionalmente, infiltracdo linfocitiria multifocal de localizagcdo preferencial peribonquial e
perivascular, dreas de espessamento do septo alveolar com ocasional infiltracio linfocitéria e
dreas de atelectasia e enfizema. As alteracdes histolégicas da MV caracterizam-se por
pneumonia intersticial crénica com espessamento freqiientemente fibrético do septo
intralveolar, H4 hiperplasia linféide perivascular e peribronquial, e hipertrofia do misculo liso
(Fraser, 1991).

Os resultados deste trabalho confirmam que infe¢cdes por MVV podem ocorrer sem
sinais clinicos aparentes e lesdes macroscopicas ou histolégicas nos ovinos dos rebanhos
afetados. No Brasil ndo foi determinado se estas manifestagdes subclinicas sdao causadas por
LVPR do tipo I grupo MVV ou do tipo II grupo CAEV. A presenga de anticorpos contra
LVPR em ovinos foi detectada no Rio Grande do Sul (Dal Pizzol et al., 1989, Ribeiro, 1993),
Ceard (Almeida, 1999) e Rio Grande do Norte (Silva, 2003) e o virus foi isolado no Parani
(Milczewski et al., 1997) e Ceard (Almeida, 2003) . O virus isolado do Parand, de um ovino
com mastite e artrite foi identificado filogeneticamente como pertencente ao prototipo
Maedi-Visna (Ravazolo et al., 2001), enquanto que o virus isolado no Cear4, proveniente de
um ovino com lesdes pulmonares de Maedi-Visna (Almeida, 2003) ndo foi estudado
filogeneticamente. Por outro lado, amostras de LVPR isoladas de caprinos no Brasil
demonstraram ser filogeneticamente pertencentes ao grupo Maedi-Visna, sugerindo a
ocorréncia de transmissdo de LVPR de caprinos para ovinos e vice-versa € a possibilidade de
recombinacdo entre amostras ovinas e caprinas (Castro et al., 1999). Esses resultados
demonstram que, no Brasil, apesar da presenca de anticorpos para MV, os sinais clinicos e a
patologia da doenca tem sido raramente observadas. O diagndstico sistemdtico das afecoes
respiratdrias, das articulagdes, da glandula mamadria e do sistema nervoso central de ovinos é
necessdrio para determinar a importancia de MV para a ovinocultura em diferentes regides do

Pais.



Conclusoes

A avaliacdo dos resultados da identificacdo do Maedi-Visna Virus em pulmio de

ovinos naturalmente infectados, nos permite chegar as seguintes conclusoes:

1. A prevaléncia de infeccdo por Maedi-Visna nas amostras pesquisadas foi de 5%.
2. 0O sexo ndo influiu na prevaléncia da infec¢do pelo MVV.
3. Nao ocorreram lesdes macroscdpicas e histopatoldgicas caracteristicas de Maedi-Visna nos

animais sorologicamente positivos.
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ANEXO



Figura 03 — Ciclo de replicacdo do lentivirus (Coffin, 1996).



