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RESUMO

Maedi-Visna é uma doenca cronica, multissistémica e debilitante em ovinos. E
ocasionada por um virus da familia Retroviridae, do grupo dos Lentivirus de Pequenos
Ruminantes. Ela causa grandes perdas econdémicas em rebanhos ovinos, como falhas
reprodutivas, diminui¢do da producdo lactea, perda de peso e morte dos animais. Esse
trabalho tem como objetivo diagnosticar através daimunohistoquimica e analise
histologica, pulmdes ovinos suspeitos de infecgdo pelo virus Maedi-Visna, provenientes
de abatedouro da Regido Metropolitana de Fortaleza. Este projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara sob o
ndmero de protocolo 11224777-6/57. Foram coletados pulmdes de 58 animais da
espécie ovina provenientes de um abatedouro da Regido Metropolitana de Fortaleza,
Ceara. Foram selecionados pulmdes que apresentavam lesdes macroscopicas sugestivas
do virus, como: pulmdes ndo colapsados quando aberto o térax, ou que apresentavam
lesBes focais ou multifocais branco-acinzentadas, ou de consisténcia densa e borrachosa,
ou que apresentavam lobos de coloracdo variando de amarelo-acinzentado até azul-
acinzentado. ApoOs a selecdo elesforam acondicionados e transportados sobre
refrigeracdo ao Laboratorio de Virologia da Universidade Estadual do Ceard para
posterior analise morfoldgica. No laboratério os pulmbes foram analisados quanto as
alteracdes macroscopicas e coletadas células do lavado bronco-alveolar para realizagdo
do Nested-PCR. Apoés esse procedimento foram retirados fragmentos pulmonares de
2x2cm em cortes transversais e longitudinais, armazenados em frascos contendo
formalina a 10%, neutra e tamponada para posterior diagnostico por imunohistoquimica
utilizando a técnica histologica de tissue-microarray e classica. Das 13 amostras
selecionadas para o estudo histopatologico, as lesbes microscopicas mais frequentes
foram presenca de edema, inflamacdo crénica, hemorragias, hipertrofia das
fibrasmusculares lisas, hiperplasia do tecido linfoide associado aos bronquios,
congestdo, atelectasia e a presenca de macrofagos alveolares. As lesdes como
hipertrofia das fibras musculares lisas, congestdo e atelectasia foram evidenciadas em
todos os pulmdes. Trés amostras foram positivas para a imunohistoquimica. Dessa
forma,as lesdes histopatoldgicas encontradas foram sugestivas de Maedi-Visna.A
técnica de imunohistoquimica permitiu a deteccdo da imunomarcacdo em seccdes de
pulmdes processados pela técnica de tissuemicroarray.

Palavras chave: TissueMicroarray, Histopatologia, Nested-PCR, Pulmao



ABSTRACT

Maedi-Visna is a chronic, multisystem and debilitating sheep. It is caused by a virus of
the family Retroviridae, Lentivirus group of Small Ruminants. It causes great economic
losses in sheep flocks as reproductive failure, decreased milk production, weight loss
and death of the animals. This work aims to diagnose by immunohistochemical and
histological analysis, lungs sheep suspected of infection with Maedi-Visna, from
abattoir in the Metropolitan Region of Fortaleza. This project was approved by the
Ethics Committee under protocol number 11224777-6/57. Lungs were collected from
58 ovine from an abattoir in the Metropolitan Region of Fortaleza, Ceara. Lungs were
selected that had gross lesions suggestive of the virus, such as lungs collapsed when the
thorax opened, or those with focal lesions or multifocal gray-white, or dense and
rubbery consistency, or wolves that had varying in color from yellow-gray to blue-gray.
After selection they were packed and transported on cooling the Virology Laboratory of
the State University of Ceara for subsequent morphological analysis. In the laboratory
the lungs were analyzed for the macroscopic and the cells collected bronchoalveolar
lavage to perform the nested PCR. After this procedure lung fragments were removed
2x2 cm in transverse and longitudinal stored in vials containing 10% formalin neutral
buffered, and for further diagnosis by immunohistochemistry using the technique of
histological tissue-microarray, and favorite. Of the 13 samples selected for
histopathological study, microscopic lesions were more frequent edema, chronic
inflammation, hemorrhage, hypertrophy of smooth muscle cells, hyperplasia of the
bronchus-associated lymphoid tissue, congestion, atelectasis and alveolar macrophages.
Lesions hypertrophy of smooth muscle fibers, congestion and atelectasis were observed
in all lungs. Three samples were positive for immunohistochemistry. Thus, the
histopathological lesions  found  were suggestive of  Maedi-Visna.
Immunohistochemistry allowed detection of immunostaining in lung sections processed

by tissue microarray technique.

KEYWORDS:Tissue Microarray, Histopathology, Nested-PCR, Lung
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1 INTRODUCAO

A agropecuéria brasileira participou em 2010 com 5,8% no Produto Interno
Bruto (PIB) do Pais. Movimentando um valor aproximado de 180 bilhGes de reais,
representando um crescimento de 6,5% sobre o volume registrado em 2009(IBGE,
2010). No ano de 2011,ela foi afetada pelo agravamento da crise econdmica mundial,
principalmente a europeia. Como reflexo, houve uma desaceleragdo econémicaglobal, o
qual se verificou uma queda em volume nas exportagdes de produtos comercializados
pelo Brasil(IBGE, 2011).

O maior efetivo da populagdo de ovinos encontra-se na Regido Nordeste com
56,7% de um total nacional, apresentando um crescimento de 3,0% no ano de 2010 em
relagcdo a 2009, onde os maiores produtores desse efetivo estdo localizados nos Estados
da Bahia, do Ceard e de Pernambuco. O Estado do Ceard detém o segundo maior
rebanho da Regido Nordeste com aproximadamente dois milhdes de cabecas ovinas,
ficando apenas atrés do Estado da Bahia (IBGE, 2010). Em relacdo ao ano de 2011, o
efetivo total da populagdo ovina foi aproximadamente 17milhdes de cabecas,
representando um aumento de 1,6% em relacdo aos niumeros registrado em 2010(IBGE,
2011).

No Nordeste brasileiro, a ovinocultura é uma atividade que tem por finalidade
fixar 0 homem no campo, bem como, gerar empregos e renda (ARAUJO, 2004).
Entretanto, essa atividade esta sendo ameacada por problemas de ordem sanitaria, como
por exemplo, adoencaMaedi-Visna (MV). Ela éocasionada pelo virus Maedi-Visna
(MVV), o qual foi oriundo de outras nagdes, introduzido na regido através da
importacdo de animais puros de origem, visando o melhoramento genético e,
consequentemente, 0 aumento da producdo (ALMEIDA, 2003).No Brasil, o primeiro
relato da doenca foi realizada por Dal Pizzolet al.(1989) no estado do Rio Grande do
Sul.

O MVV pertencente ao género Lentivirus,0 qual estainserido no grupo dos
lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR), sendo responsavel por causar uma
enfermidade crénica, progressiva emultissistémica nos ovinos(POLLEDO et al.,
2012).Ele afeta principalmente os pulmd@es e o sistema nervoso central, embora o Ubere

e as articulacBes também possam ser comprometidos(PREZIUSO et al., 2003).
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As perdas econbmicas causadas por esse virus sdo de grande importancia, ele
acarreta falhas reprodutivas, diminuicdo da producdo lactea, perda de peso e morte
(DANTAS, 2004;LAGO et al., 2012). Devido a esses impactos, varios programas de
controle s&o sugeridos para a erradicagdo ou reducdo da prevaléncia da infeccdo nos
rebanhos ovinos(AZIZI et al., 2012).

Para reduzir ou até mesmo erradicar o virus nesses rebanhos, énecessario o
emprego de técnicasauxiliaresque busquem aumentara sensibilidade e especificidade de
testes ja utilizados no diagnostico inicial da doenga.

Diante disso, a Imunohistoquimica tem sido adotada como umatécnica de
deteccdo de agentes patogénicos nos tecidos afetados, sendo capaz de localizar a reagéo
antigeno-anticorpo no interior das lesbes teciduaisproduzidas pelo progresso da doenga.
Isto pode ajudar a identificar o agente patogénico presente no tecidoque esta causando a
lesdo e, portanto, a doenca(DAGLEISH et al., 2010).

Em razéo do alto nivel de sensibilidade e reprodutibilidade,da grande economia
de reagentes e de tempo para a realizacdo das reacdes, da uniformizagdo das reagdes e
facilidade na interpretacdo comparativa dos casos de uma pesquisa, da possibilidade de
repeticdo das reac6es em mdaltiplos niveis do blocoaimunohistoquimica realizada pela
técnica de tissuemicroarraypodera ser util como método auxiliarnodiagnosticoda
doenca(ANDRADE et al., 2007).
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOENCA MAEDI-VISNA

A doenga Maedi-Visna foi descrita pela primeira vez como uma pneumonia
progressiva dos ovinos na Africa do Sul no ano de 1915 (PALSSON, 1976). Isto foi
seguido em 1923 por um relatério de pneumonia intersticial cronica grave de ovelhas
em Montana, que resultou em perda e morte dos animais. Cerca de 15 anos mais tarde,
em 1947 uma nova forma de pneumonia cronica (denominadaMaedi) foi reconhecida
em ovelhas islandesas. No decorrer da década seguinte na Islandia, uma condicdo
neuroldgica caracterizada por paralisia e perda de peso (denominadaVisna) foi
identificada apenas em rebanhos, que também tiveram Maedi(ZINK & JOHNSON,
1994).

No inicio dos anos 50, o virus foi descoberto pela primeira vez na espécie ovina
por Sigurdsson e colaboradores na Islandia(SIGURDSSONEet al., 1954; PEPIN et al.,
1998). Nessa época, foram observados casos esporadicos da doenca no sistema nervoso
central de ovelhas em varias areas no sudoeste e sul da Islandia (SIGURDSSONet al.,
1957). Essa doenca foi introduzida na Islandia por uma importacdo de ovelhas Karakul
da Alemanha no ano de 1933. No qual, a importacéo teve o objetivo de melhorar a raca
nativa islandesa (STRAUB, 2004).

Inicialmente, pensava-se que Maedi e Visna fossem duas doencas distintas
(CHRISTODOULOPOULOQOS, 2006), mas depois que suas cepas foram isoladas e
caracterizadas (STRAUB, 2004), concluiu-se que as infec¢bes virais possuiam as
mesmas manifestacdes clinicas ehistopatoldgicas(CHRISTODOULOPOULQS, 2006),
sendo atualmente identificado como virus Maedi-Visna, um lentivirus. Maedi-Visna ou
Pneumonia Progressiva Ovina foi a primeira das infecgdes causadas por lentivirus,
sendo reconhecida como uma doenca independente em ovinos (STRAUB, 2004). O
termo Lentivirus ou “virus lento” sdo denominados para infec¢bes causadas por
retrovirus, em que se desenvolvem infec¢bes cronicas de evolugdo lenta, persistente,
progressiva e degenerativa (SIGURDSSONet al., 1954).

2.2 ETIOLOGIA DA DOENGCA

O virus Maedi-Visna pertence a familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus do grupo Lentivirus de Pequenos Ruminantes
(LVPR), ao qual também faz parte o virus da Artrite Encefalite Caprina (ICTV, 2012).
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Os Lentivirus sdo virus ndo oncogénicos exdgenos que causam doencas
cronicas, multissisttmicas e debilitantes com um inicio lento em
hospedeirossuscetiveis(BRAUN et al., 1987). Além do virus Maedi-Visna e do virus da
Artrite Encefalite Caprina (CAEV), o género Lentivirus incluem ainda os virus das
imunodeficiéncias em felinos (FIV), bovinos (BIV), simios (SIV) e humanos (HIV), o
virus da Anemia Infecciosa Equina (AIEV) (SMALL et al.,, 1989) e da Doenca de
Jembrana (JDV) que também foi caracterizado como Lentivirus(BURKALA et al.,
1998).

Assim, como 0s demais lentivirus, sua estrutura é caracterizada por particula
esférica, envelopada medindo em torno de 80 a 100 um de didmetro (CLEMENTS&
ZINK, 1996). A parte central do virus é formada por uma transcriptase reversa
associada com um complexo de nucleoproteina genémica, essa estrutura é delimitada
dentro de um capsideo icosaedro rodeado por um envelope derivado da membrana
plasmatica da célulahospedeira(PEPIN et al., 1998).

O DNA resultante mediado pela transcriptase viral apresenta duas regides
terminais ndo-codificantes (“long terminal repeats” ou “LTRs”) (CALLADO et al.,
2001). As zonas LTR podem ter tamanhos variaveis e servem como locais de inicio da
transcricdo (PEREIRA, 2009), além do mais sdo responsaveis por desempenharem um
papel no tropismo do virus nos tecidos e na replicacaoviral(PEPIN et al., 1998). Essas
regibes sdo compostas por trés fragmentos U3-R-U5 que sdo essenciais para a
replicacdo do virus: duas regifes R repetidas nas duas terminagdes, uma regido U5 na
terminacao 5’ ¢ uma U3 na terminacao 3’. A regido U3 contém varios elementos
importantes para a transcrigdo viral e tropismo (LEROUX & MORNEX, 2008).

Entre os LTRs estdo os genes que codificam as proteinas estruturais (gag e env)
e enzimas virais (pol), além de pequenas fases abertas de leitura (“open reading
frames”, ou ORFS), com 0s genes acessorios tat, viferev, codificantes de proteinas
reguladoras. O gene gag codifica um precursor que € clivado em trés proteinas
principais: matriz (MA), capsideo (CA) e nucleocapsideo (NC). O gene polcodifica as
proteinas de atividade enzimatica: transcriptase reversa, protease, integrase e dUTPase.
O gene envcodifica as glicoproteinas de superficie (SU) e transmembranaria (TM)
(CALLADO et al., 2001), representados na figura 1.
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Fig. 1 Genoma do MVV. Sdo mostradas as posi¢Ges das regides U3, Re U5 do LTR e
das grandes estruturas de fase aberta de leitura do MVV. Posi¢des aproximadas de
nucleotideos sdo indicadas por uma barra de escala. T, tat; Rv, rev(CAREY&
DALZIEL, 1993).

2.3 REPLICACAO VIRAL

A replicacéo dos lentivirus inicia-se com o reconhecimento e ligagdo do virus ao
receptor celular, posteriormente ocorre a fusdo e penetracdo do nucleocapsideo viral no
interior da célula hospedeira (GONDA, 1994). Apos a ligacdo e endocitose do virus na
célula, o RNA viral é liberado no citoplasma e transcrito em DNA proviral pela enzima
viral transcriptase reversa. O DNA proviral migra para o nicleo onde se integra ao
DNA celular do hospedeiro(ZINKet al., 1987) sob acdo dasintegrases e LTRs virais
(HAASE et al.,, 1974). Poucas moléculas de DNA sdo integradas e este fato é
importante para a persisténcia da infeccdo (HAASE, 1986). O DNA viral integrado
pode permanecer latente até que fatores celulares ou virais o ativem (FIELDS et al.,
1996). Quando eles séo ativados, ocorre a transcricdo com producdo de RNAmM(s) que
serdo codificados no citoplasma para a producdo de proteinas reguladoras. O estadio
final do ciclo envolve a reunido dos produtos dos genes estruturais, incorporacdao do
RNA gendmico as particulas viricas e aquisicdo do envelope viral, que em macrofagos é
obtido pelo brotamento de vesiculas citoplasmaticas, rompidas com o excesso de
particulas virais, ja nos fibroblastos, o envelope € obtido pelo brotamento da membrana
plasmatica (GONDA, 1994).

Os lentivirus podem ser classificados em dois grupos, de acordo com sua
replicacdo, este podera ocorrer principalmente em macrofagos e linfocitos ou em
ambos. A replicacdo nestas células do sistema imune é responsavel por manifestacoes

clinicas e patoldgicas especificas da doenga. As células da linhagem dos mondcitos e
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macré6fagos sdo hospedeiras primarias para a replicacdo do MVV in vivo(CLEMENTS&
ZINK, 1996).

In vitro, estes patdgenos podem replicar-se em cultivos de células fetais do plexo
coroide (SIGURDSSON et al.,1960), musculo liso (LEROUX et al.,1995), 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 citopético produzido pelo MVV
consiste na formagdo de células gigantes multinucleadas e lise celular (CAREY &
DALZIEL, 1993)

2.4 FISIOPATOGENIA DA DOENCA

A doenca Maedi-Visna é caracterizada por um longo periodo de incubacdo, com
manifestacdo de forma gradual, progressiva e cronica (NARAYAN& CLEMENTS,
1989), onde os sintomas demoram de meses a anos para sedesenvolverem(PEPIN et al.,
1998).

Os mecanismos desenvolvidos pelo virus para persisténcia da infeccdo frente a
resposta imune incluem:capacidade dos monocitos em conter o provirus integrado em
seu genoma sem ser detectado pelo sistema imune; capacidade de infectar
persistentemente macrofagos, sem causar lise celular; interrup¢do do ciclo viral pelo
processamento incompleto da glicoproteina de superficie; replicacdo de variantes
antigénicos na presenca de anticorpos neutralizantes; producdo insuficiente de
anticorpos neutralizantes e producdo de interferon; presenca de acido sialico na
superficie da particula viral e a alta mutabilidade do agente que pode resultar em
variantes antigénicas (CALLADO et al., 2001).

O MVV penetra no organismo dos animais susceptiveis geralmente por via
digestoria ou respiratoria. Em seguida, infecta as células do sistema monocitico-
fagocitario, produzindo uma infeccdo persistente no hospedeiro (CALLADO et al.,
2001), podendo permanecer em um estado latente por um periodo indeterminado
(CHRISTODOULOPOULQS, 2006). Apos a infeccdo inicial, ocorre a disseminacao do
virus até os linfonodos regionais por meio das células dendriticas, estas atuam no inicio
da resposta imune, como sendo a mais potente célula apresentadora de antigeno (RYAN
et al., 2000).

A persisténcia do virus na presenca de resposta imune do hospedeiro nao é
totalmente compreendida (CHRISTODOULOPOULOS, 2006). Os mondcitos e
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macrofagos sdo considerados as principais células alvo, mas o MVV também tem sido
detectado em outros tipos de células, tais como fibroblastos, células dendriticas, células
epiteliais, células endoteliais, adipocitos e células microgliais(PREZIUSO et al., 2009).

A expressdo viral é dependente da maturacdo de mondcitos para macréfagos.
Além disso, o virus tem uma grande capacidade de mutacdo, resultando em variantes
antigénicas derivando novas cepas do virus. Isso explica os diferentes padrdes da
doenca associadas com as diferentes cepas do virus (CHRISTODOULOPOULOS,
2006).

A soroconversdo dos animais ocorre aproximadamente seis meses apds a
infeccdo. Apds um longo periodo, 1 a 2 anos, pode-se verificar lesbes histopatologicas
em um ou mais 6rgdos alvo, incluindo os pulmdes, sistema nervoso central, glandulas
mamarias e articulagdes. Muitos ovinos permanecem portadores assintomaticos por toda
vida. (CHRISTODOULOPQULOS, 2006).

2.5 TRANSMISSAO DA DOENCA

As vias de transmissdo dos Lentivirus de Pequenos Ruminantes foram
investigadas e um conjunto de evidéncias acumuladas ao longo dos anos, levou a
concluir que as principais vias de transmissdo ocorrem através da ingestdo de colostro
elou leite infectado, ou através da inalacio de secrecbesrespiratorias(PEPIN et al.,
1998), mais frequentemente nos periodos de confinamento (CALLADO et al., 2001).

A transmissdo horizontal e vertical sdo as principais vias de transmissdo dos
LVPRs (DANTAS, 2004). A transmissdo horizontal ocorre através da inalacdo de
secrecOes respiratorias contendo células infectadas com o virus ou, a partir, do
viruslivre(PEPIN et al., 1998), através do contato direto entre os animais, goticulas de
aerossois infectadas, contato indireto com alimentos contaminados, bebedouros e baias.
Condigdes de manejos, tamanho do alojamento, densidade populacional elevada e pouca
ventilagdo nas construcdes, facilitam a exposicdo ao virus(REINA et al., 2009).

A transmissdo por maquinas de ordenha contaminadas ou baldes é considerada
um fator de risco. Seres humanos também podem contribuir para a propagacdo da
infeccdo pela veiculacdo de agentesnasroupas, botas e equipamentos quando se tratar de
rebanhos infectados e ndo infectados. Os animais tais como cdes ou gatos ndo sao

susceptiveis de desempenhar um papel na transmissdo viral (PETERHANS et al., 2004).
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J& a transmissdo vertical ocorre normalmente através do colostro e leite
infectados em rebanhos endemicamente afetados, na qual a permeabilidade do intestino
dos cordeiros recém-nascidos favorece esse tipo detransmissio(PEPIN et al., 1998).

O Ubere e pulmdo sdo provavelmente as duas principais fontes de excrecdo do
virus Maedi-Visna, entretanto outras fontes de infeccdo também devem
serconsideradas(PEPIN et al., 1998), como no caso o sistema nervoso central (SNC)
(CAPUCCHIO et al., 2003).

Placentas contaminadas por sangue materno devido a uma inflamacéo local com
infiltracdo leucocitariatambém pode representar uma fonte de infeccdo,logo a presenca
dos leucdcitos faz com que favoreca a infeccdo do recém-nascido durante o parto,
durante a maturacdo da placenta, e ou durante a distensdo do colo do Utero(CORTEZ-
ROMERO et al., 2012). A importancia da transmisséo intrauterina continua a ndo ser
clara, evidéncias sugerem que a transmissdo pode ocorrer em até 10% dos fetos
nascidos de fémeas infectadas (PETERHANS et al., 2004), logo essa via de infeccdo
tem sido relatada apenas ocasionalmente(REINA et al., 2009).

Rodrigues (2012) em seu estudo detectou por Western Blot(WB) uma baixa
frequéncia (1,4%) de animais positivos para Lentivirus de Pequenos Ruminantes apos o
parto, sugerindo uma transmissao intrauterina.

O uso do sémen de carneiros soropositivos ndo parece ser um importante fator
de risco em ovelhas. No entanto, estudos recentes demonstraram a deteccéo intermitente
de DNA proviral de SRLV no sémen, que, juntamente com contato proximo de macho e
fémea, pode ser um fator de risco relevante natransmissdo(REINA et al., 2009). Ja na
técnica de transferéncia de embrido parece representar um risco minimo, desde que 0s
embrides mantenham sua zona pellcida integra e sejam lavados segundo as normas da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS)(BLACKLAWS et al.,
2004).

2.6 IMUNOLOGIA DA INFECCAO DO MVV

Se comparados com outros lentivirus que causam imunodeficiéncia humana e
simia (HIV e SIV), o MVV ndo causa imunodeficiéncia, entretanto provoca uma
inflamacdo cronica em varios tecidos. Os mecanismos precisos pelos quais 0 MVV
causa danos sdo em grande parte desconhecidos, mas a desregulacdo da expressdo de
citocinas tem sido postulada como um possivel mecanismo de manutencdo da

inflamac&o. Um estudo realizado mostrou que o interferon-y, interleucina (IL)-10, IL-
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1B, IL-4, RNAm de receptores para IL-2 estavam regulada positivamente em tecidos
pulmonares de ovinos infectados pelo MVV que apresentavam lesbes nos pulmdes
(ZHANG et al., 2002).

A infecgdo causada pelo MVV induz em intensidades variadas resposta
imunolégica celular e humoral, que ndo protegem contra a replicacdo viral
(CHEEVERS et al., 1993; BERTONI et al., 1994).

A resposta celular induz uma proliferagdo de linfocitos T CD4+ (REYBURN et
al., 1992) e T CD8+ (LICHTENSTEIGER et al., 1993; BLACKLAWS et al., 1994) que
sdo responsaveis pela destruicdo de células infectadas, porém ndo destroem as que ndo
expressam o provirus (células infectadas latentemente) (ADAMS et al.,, 1983;
MACKENZIE et al., 1987; CUTLIP et al., 1988). Macréfagos infectados com MVV
recrutam linfocitos agindo como apresentador de antigeno as células e posteriormente
aos linfocitos T citotoxicos CD8+ (LEE et al., 1994).

2.7 SINTOMATOLOGIADA DOENCA

Independentemente das altas taxas de infecgdo em ovinos, a maioria dos animais
dificilmente manifestam sinais clinicos da doenca, entretanto durante o exame post-
mortem, 20% dos animais podem apresentar lesdes indicativas da doenca subclinica
(ZINK&JOHNSON, 1994).

A doenca Maedi-Visna é caracterizada por uma inflamacdo intersticial crénica
ndo purulenta nos pulmdes, articulacGes, glandula mamaria e sistema nervoso central
(SNC), aparecendo em diferentes formasclinicas(BENAVIDES et al., 2009).

A forma clinica pulmonar também conhecida na Islandia como Maedi(ZINK et
al., 1987) é a forma mais comum da infeccdo causada pelo virus da MV
(CHRISTODOULOPOULOS, 2006), cuja principal manifestacdo clinica é a
pneumoniaprogressiva(KATSOULOS et al., 2009). Ela € muito frequente e grave em
ovinos, cujos sintomas sdo tosse, dispnéia apoOs exercicios fisicos, taquipnéia,
consolidacdo pulmonar (ARAUJO, 2004).

A forma clinica nervosa, conhecida como Visna, foi relatada pela primeira vez
na Islandia durante as epidemias de MV que ocorreram em meados do
séculopassado(BENAVIDES et al., 2009). Essa forma apresenta pouca importancia por
ser considerada incomum (BENAVIDES et al., 2009) e raramente observada antes da
idade de dois anos, entretanto hé casos de cabritos onde a encefalite tornou-se evidente

dentro de alguns meses de infeccdo (ANDRES et al., 2005). Foi relatada em ovinos
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adultos geralmente como complicagdo da forma respiratoria (CALLADO et al.,
2001).0s sinais nervosos incluem fraqueza e ataxia dos membros posteriores, paralisia
ou hipermetria geralmente conduzindo a decubito, embora o animal permanega em
estado alerta e responde a estimulos externos(POLLEDO et al., 2012).

A forma clinica mamaria, apesar de existir poucos relatos, os animais afetados
apresentam mastite, esta ocasiona um endurecimento da glandula mamaria reduzindo,
assim, a producdo de leite (CUTLIP et al., 1988). Na prética, a mastite sé pode ser
diagnosticada através de exame histolégico. J& a producdo de leite por estar
significativamente reduzida, hd um aumento na contagem de células sométicas (CCS).
Embora ndo haja grandes alteragdes para as caracteristicas do leite
(CHRISTODOULOPOULOS, 2006).

A forma clinica artritica € outro sintoma raramente descrito na Maedi-
Visna(CHRISTODOULOPOULOS, 2006). Os animais apresentam claudicacdo, com
edema no carpo e nas articulagcbes do tarso, ocasionalmente sdo vistos fraqueza dos
membros posterior com paralisia ascendente (CUTLIP et al., 1988).

Além dessas sintomatologias, 0s animais podem apresentar aumento dos
linfonodos, das articulagbes e tecido periarticular e uma perda de
pesoacentuada(LAIRMORE et al., 1988).A morte dos animais podem ocorrer num
periodo de 6 meses a 1 ano depois do reconhecimento dos sintomas, onde as infec¢cdes
bacterianas secundarias nos pulmdes sdo geralmente a causa da morte (CUTLIP et al.,
1988).

2.8 ALTERACOES MACRO E MICROSCOPICASDE PULMOES INFECTADOS
COM MVV

O virus MVV ¢é responsavel por infectar principalmente os pulmdes, sistema
nervoso central, glandula mamaria e articulacdes causando uma patologia inflamatéria,
lenta e progressiva. No entanto, ele também podera afetar outros érgdos, como: figado,
rins, coracao (BLACKLAWS, 2012), baco, medula 0ssea, e
terceirapalpebra(PREZIUSO et al., 2009).

Os pulmdes afetados encontram-se severamente consolidados (ZINKet al.,
1987), apresentando uma pneumonia intersticial cronica linfoplasmocitaria com
formacdo de nddulos linfaticos, bem como a hiperplasia do masculo liso das vias aéreas
terminais. A alveolite envolve a infiltracdo de macrofagos, neutrofilos e linfécitos

(KATSOULOS et al., 2009).Durante a necropsia dos pulmbes observam-se aderéncias
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pleurais, pulmdes pesados e firmes a palpacdo e é&reas de coloracdo roseo-
acizentadas(ARAUJO, 2004). Os lobos pulmonares apresentam-se com uma coloragio
acinzentada e consisténcia uniformes. Os pulmdes estdo distendidos e aumentados,
pesando de duas a cinco vezes mais que 0s pulmdes normais, normalmente 300 a 5009
(JONES et al,, 2000). O peso de um pulmd normal varia em torno de 500g
(CHRISTODOULOPOULOS, 2006).

A doenca quando afeta o sistema nervoso central é caracterizada por uma
meningoencefalite ndo purulenta, esta consiste em manguitos perivasculares
mononucleares, infiltrado de células inflamatérias no parénquima neural
edesmielinizacdo(BENAVIDES et al., 2009). Em casos mais graves da doenca, sdo
identificadas areas liquefeitas na substancia branca do encéfalo e areas de malacia em
forma de cunha na medula espinal(POLLEDO et al., 2012).

Na glandula mamaria o MVV ¢é responsavel por causar mastite (PEPIN et al.,
1998). A mastite é caracterizada por um infiltrado de células linfoides no intersticio do
parénquima glandular e ao redor dos ductos, ndo ocorrendo caracteristicas de supuragéo
(CUTLIP et al., 1988).

Em linfonodos ocorre uma intensa infiltracdo e proliferacdo linfoide em 6rgédos
alvo, sendo normalmente acompanhada por uma acentuada hiperplasia dos géanglios
linfaticos associados com um aumento no numero de foliculos e expansdo da zona
paracortical. Além disso, muitos animais tém uma hiperplasia linfoide generalizada ao
longo do curso da doenca (ZINK& JOHNSON, 1994).

2.9 DIAGNOSTICO DO MVV

Uma variedade de técnicas sdo utilizadas para detectar infeccdes causadas pelo
MVV. Estas se baseiam na deteccdo de anticorpos ou do virus (PETERHANS et al.,
2004). Os testes soroldgicos sdo 0s mais comumente utilizados (PEPIN et al., 1998),
pois a presenca de anticorpos demonstra indiretamente a existéncia de infeccédo
(CALLADO et al., 2001).

Sendo assim, essa enfermidade pode ser diagnosticada diretamente através da
deteccdo do virus, utilizando as técnicas de cultivo celular para o isolamento do virus,
microscopia eletronica, reacdo em cadeia de polimerase (PCR), hibridizacdo in situ,
histopatologia e imunohistoquimica ou através do diagndstico indireto utilizando os

testes soroldgicos, imunodifusdo em gel de agarose, imunofluorescéncia indireta, dot-
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blot e imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) para deteccdo de anticorpos (DANTAS et al.,
2005).

O diagnostico baseado em sinais clinicos ndo deve ser utilizado, uma vez, que
esses podem aparecer mais tarde na vida do animal, ndo séo especificos (REINA et al.,
2009) e uma pequena proporco de animais os desenvolve (ANDRES et al., 2005).

2.9.1 IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE (IDGA)

E o teste mais comumente utilizado para triagem soroldgica de rotina (ANDRES
et al., 2005), pois apresenta uma alta especificidade (VAREA et al., 2001). E
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), por ser de facil
aplicabilidade e ndo exigir equipamentos nem instalacdes sofisticadas. O IDGA é a
forma de diagndstico mais utilizado em todo mundo, principalmente em programas de
controle da doenca (MOOJEN, 2001).

No entanto, a identificagcdo de animais na fase inicial da infeccéo é 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 consiste na reacdo de precipitacdo, esta resulta na formacdo de uma
linha Unica de identidade entre o antigeno e o anticorpo existente no soro do animal
testado, tendo como padrdo linhas Unicas formadas entre os soros de referéncia
positivos (CUTLIP et al.,1977).

O teste utiliza o virus completo,que foi produzido a partir do concentrado do
sobrenadante de culturas celulares infectadas com o virus Maedi-Visna, detectando
anticorpos contra os antigenos do nucleo p25 (p28 em CAEV) e antigenos do envelope
gp135 do MVV (ANDRES et al., 2005).

2.9.2 HISTOPATOLOGIA
O exame anatomo histopatolégico tem sido utilizado para auxiliar o diagndstico
de infec¢bes por lentivirus de pequenos ruminantes (PINHEIRO, 2001). Esse exame é
capaz de informar a natureza, gravidade, extensdo, evolucdo e intensidade das lesdes,
além de sugerir ou até mesmo indicar a causa da afec¢do (VASCONCELOS, 1988).
Georgsson & Palsson (1971) realizaram um estudo histopatologico em ovinos
infectados natural e experimentalmente com MVV e obtiveram como principais achados

uma inflamagdo intersticial cronica com densa infiltracdo celular, hiperplasia do
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musculo liso no septo alveolar e hiperplasia linfdide perivascular e peribronquial. A
analise histopatoldgica passou a ser utilizada como um auxilio ao diagnostico, uma vez
que essas lesdes ndo sdo patognomonicas. Ou seja, dificuldades de interpretagdo podem
surgir em amostras de tecido que haja suspeita do virus, no caso de uma pneumonia
intersticial leve, onde essa pode assemelhar-se aquelas causadas por outros patdgenos,
como nematoides pulmonares, pneumonia por micoplasma e pneumonias exsudativas,
esta ocasionada a partir de infecgBes bacterianas secundérias, sendo complicada por
lesbes do virus ou adenomatose pulmonar ovina, que é uma proliferacdo neoplasica de
células epiteliais, comumente vistos nos rebanhos de ovinos, onde essa pode estar em
associacdo com a infeccdo pelo MVV. Portanto, em tais casos, Sd0 necessarios

diagndsticos etioldégicos mais precisos. (BENAVIDES et al., 2006).

2.9.3 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica € muito valiosa na investigacdo de inUmeras doengas
infecciosas de ovinos e, juntamente com a historia adequada, dados clinicos e
patologicos permitem ao patologista fazer um diagnostico definitivo em muitos casos
(DAGLEISH et al., 2010).

Ela é um 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. Ela € uma técnica essencialmente qualitativa cujo objetivo fundamental € 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 primario, implicando a presenca de anticorpos
policlonais. A principal vantagem dos anticorpos monoclonais é a sua elevada
especificidade (BRASILEIRO FILHO et al.,2000).

Preziuso et al., (2003) analisando ovinos infectados experimentalmente com
MVYV, através da técnica de imunohistoquimica, verificaram a presenca de
imunomarcadores citoplasmaticos nas células pulmonares, linfonodos pulmonar, e
Ubere dos animais infectados independentemente da severidade das lesdes.

A imunohistoquimica também podera ser realizada pela técnica de
tissuemicroarray(TMA), onde utilizando uma lamina obtida a partir de um bloco de
TMA, ¢é possivel conhecer a expressdo de um determinado marcador ou uma

determinada amplificacdo ou translocacdo cromossémica em varias amostras ao custo
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de uma Unica reacdo. Essa técnica foi descrita em 1998, no qual se trata da construgdo
de um bloco de parafina contendo fragmentos cilindricos de amostras teciduais ou
tumorais obtidos de dezenas ou centenas de blocos de parafina originais. Os cilindros
teciduais ou tumorais sdo dispostos no bloco receptor seguindo uma ordem
predeterminada (ANDRADE et al., 2007).

O emprego do TMA apresenta grande potencialidade, permitindoboa
concordancia diagndstica comparando com a microscopia convencional e
imunohistoquimica. E um método eficiente para avaliar a sensibilidade e especificidade
dos anticorpos utilizados na determinacdo da origem ou do tipo de células,
principalmente em tumores humanos pela imunohistoquimica (ROCHA et al., 2006;
HSU et al. 2002).

2.9.4 ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

O isolamento viral em cultivo celular é considerado um teste padrdo de
diagnostico em virologia, no entanto essa técnica apresenta algumas restricdes, uma vez
que ela é laboriosa, apresenta elevado custo, necessita da implantacdo de cultivos
celulares especiais, além da sua incapacidade em detectar virus que ndo causem efeito
citopatico (KNOWLES, 1997). O isolamento do virus pode ser feito em células da
membrana sinovial de caprinos (MSC), células fibroblasticas do plexo cordide ovino,
células TIGEF (TEIXEIRA et al., 1997), dentre outras.

Os principais efeitos citopaticos ocasionados pelo virus é a formacdo de
sincicios e/ou lise celular, resultando na destruicdo de grande parte da monocamada
celular. In vitro, células infectadas tém a propriedade de induzir a fusdo celular e
posterior formacao do sincicio em células ndo infectadas, porém estas se unem atraves
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 diario um fator critico na observacdo da
formacdo dosmesmos (PAWLISCH & MAES, 1984).

2.9.5 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

As técnicas moleculares de diagndstico, principalmente a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém sido utilizadas para identificar a susceptibilidade de diferentes
tipos celulares frente a infeccdo pelo MVV, bem como o papel destes grupos celulares

na persisténcia da enfermidade no organismo animal. A reacdo em cadeia de polimerase
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tem sido utilizada em alguns laboratorios de forma mais restrita, pois € ainda um teste
caro, porém possui alta sensibilidade e especificidade, sendo indicado para animais de
valor e para aqueles que o resultado de outros testes ndo tenha sido conclusivo (SILVA
& LIMA, 2007).

Trabalhos demonstram o sucesso do uso da técnica da PCR na detec¢do do DNA
proviral do MVV, logo ela permite a identificagdo por amplificagéo direta de parte do
acido nucléico viral especifica de fluidos e tecidos de um animal infectado (PINHEIRO,
2001).

A deteccdo de infeccdo do MVV através da PCR ¢ indicativa de uma infeccédo
persistente e é dependente da quantidade amplificada da sequéncia alvo e da
especificidade do primer. Entretanto, esta técnica poderéa ser utilizada em programas de
erradicacdo, quando identificar os animais ndo diagnosticados por sorologia. Devido ao
alto custo e aos resultados discordantes entre os testes soroldgicos, sugere-se que a PCR
seja empregada para esclarecer resultados sorologicos indeterminados ou negativos
(KNOWLES, 1997).

Devido a alta variabilidade genémica do MVV, a escolha dos primersem genes
relativamente conservados como pol, gag e da LTR, combinado a condic¢des de reacao
para a maxima sensibilidade é decisiva para deteccdo de um grande espectro de cepas de
campo (ZANONI, 1998).

2.10 CONTROLE E PROFILAXIA

Como ndo ha medicamentos eficazes e nem existem vacinas para esta doenca;
devido as enormes dificuldades apresentadas pela biologia da interacdo entre lentivirus
e do seu hospedeiro, por exemplo, variacdo genética do virus, 0S mecanismos
complexos de imunoprotecdo e persisténciavirica(PEPIN et al., 1998), o sacrificio dos
animais soropositivos e clinicamente afetados € necessario para controle da doenca
(PATEL et al., 2012).

Programas de controle ou erradicacdo dessa enfermidade, por ter impacto
econémico positivo, tém sido adotados voluntariamente em varios paises (DANTAS,
2004), onde periodicamente sdo realizados testes soroldgicos utilizando a imunodifuséo
em gel de agar (IDGA) ou ELISA representando um método padrdo de deteccdo de
animais infectados com MVV (PEPIN et al, 1998). O IDGA é realizado
principalmente, em intervalos de seis meses, até obter-se um minimo de trés testes

negativos (DANTAS, 2004). O teste soroldgico ELISA associado com o teste molecular
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PCR servem também como técnicas de confirmacdo para os lentivirus,
sendoaplicadasem rebanhos, a fim de consolidar o estado livre delentivirus de pequenos
ruminantes (SRLV)(REINA et al., 2009).

Dentre as medidas de controles adotadas para a erradicagdio do MVV nos
rebanhos podem-se citar: separagdo dos cordeiros das suas mées imediatamente apds o
nascimento; administracdo de colostro tratado termicamente (56°C durante 60 min) e
leite pasteurizado aos cordeiros ou utilizagdo de fémeas livres do virus durante
amamentagio desses animais; remocdo dos animais soropositivos dosrebanhos(PEPIN
et al., 1998); adocdo de medidas de biosseguranca no comércio de animais e durante as
exposicOes(REINA et al., 2009); evitar o contato de animais sadios com secregdes de
animais soropositivos; usar material estéril, como seringas e agulhas, instrumentos
cirargicos e tatuadores(CALLADO et al., 2001).
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3 JUSTIFICATIVA

Diferentes técnicas de diagndsticos sdo utilizadas para deteccdo do virus Maedi-
Visna, dentre essas, podemos citar: o isolamento do virus por cultivo celular,
microscopia eletrdnica, imunohistoquimica, reacdo em cadeia de polimerase,
imunodifuséo em gel de agarose, imunofluorescéncia indireta e ELISA.

Dentre essas, a Imunohistoquimicaproporciona uma grande vantagem, ela €
capaz dedetectarantigenosespecificos nos tecidos, a partir da presenca de
imunomarcacao no interior das lesdes teciduais produzidas pelo progresso da doenga e,
portanto determinar se 0 agente patogénico presente no tecido é o agente que esta
causando a lesdo e, consequentemente, a doenca, caracterizando o isolamento da
doenca.

Técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo extremamente
sensiveis e podem ser utilizadas para detectar muitos &cidos nucleicos de diferentes
patogenos, tanto qualitativamente como quantitativamente, mesmo presente em
pequenas quantidades. Entretanto, a deteccdo do DNA desses agentes nem sempre
significa dizer que o agente patogénico é o causador da doenca, logo a sensibilidade dos
métodos baseados em PCR pode ser vulneravel tanto ao meio ambiente quanto a
contaminacdo laboratorial. Portanto, a visualizagcdo da marcacdo por Imunohistoquimica
no tecido afetado fornece um diagndstico mais preciso, haja vista que a PCR é incapaz
de determinar essa imunomarcacéo.

Diante do exposto e pelo fato que ndo ha muitos relatos do virus Maedi-Visna
(MVV) em rebanhos de ovinos cearenses e que atualmente ndo ha muitas evidéncias da
exata dimensdo da ocorréncia da doenca, como por exemplo: suas manifestacbes
clinicas, a presenca do virus nesses rebanhos e até mesmo 0s prejuizos econdémicos
causados pelo virus para o0 agroneg6cio cearense. Existe a proposta de detectar através
da Imunohistoquimica realizada pela técnica de tissuemicroarray, a imunomarcagcéo em
pulmdes de ovinos obtidos em abatedouros, logo esse método podera ser Util no auxilio

do diagnéstico da doenca.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
Pulmdes ovinos provenientes de abatedouros,que apresentam lesdes sugestivas

para doenca Maedi-Visna sdo positivos quando detectados 0 DNA pré-viral porNested-
PCRe/ou antigenos presentes nos tecidos através dalmunohistoquimica.
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5 OBIJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar as técnicas de morfologia em pulmdes ovinos como recurso de diagnéstico

para o virus Maedi-Visna.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Diagnosticar o virus Maedi-Visnapela técnica de tissue-microarray.

Detectar o DNA pro-viral do virusMaedi-Visna em lavado bronco-alveolar por
Nested-PCR.

Comparar os resultados daNested-PCR com a Imunohistoquimica para Maedi-
Visna.

Analisar as principais lesdes microscopicas pulmonares de

ovinoscomprovadamente positivos por Nested-PCR.
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CAPITULO 1

IMUNOHISTOQUIMICA PELA TECNICA DE TISSUE
MICROARRAY DE PULMOES OVINOS PARA DETECCAO DO
VIRUS MAEDI-VISNA

IMMUNOHISTOCHEMISTRY BY TISSUE MICROARRAY TECHNIQU
E OF SHEEP LUNGS FOR THE DETECTIONOF MAEDI-
VISNA VIRUS

Igor Cirfaco Barroso®, Maria Fatima da Silva Teixeira?", Janaina Serra Azul Monteiro
Evangelista?, Raymundo Rizaldo Pinheiro®, Gabrielle RosemblitMartins®,Daniel de
Araljo Viana'eGlayciane Bezerra de Morais®

ABSTRACT.

Maedi-Visna (MV) is a progressive and slow multisystem disease caused by maedivisna
virus (MVV). It is characterized by chronic interstitial non-purulent inflammation of
lungs, joints, mammary glands and central nervous system. Also, it is able to induce
weight loss, chronic interstitial pneumonia, encephalitis, mastitis, arthritis and
lymphadenopathy in the animals. This study aimed to characterize the main microscopic
lesions and detect by immunohistochemistry using tissue microarray technique Maedi-
Visna virus in sheep lung samples obtained from a slaughterhouse in the Metropolitan
Region of Fortaleza. Therefore, the lungs were collected from 58 ovine mongrel (SRD),
regardless of sex and age. Lungs that had gross lesions suggestive of Maedi-Visna were
chosen. After this procedure, lung fragments sliced in transversal and longitudinal cuts
of 2x2cm were removed and stored in vials containing 10% formalin neutral and
buffered. Of the 13 samples selected for histopathological study, the most frequent
microscopic lesions were edema, chronic inflammation, bleeding, hypertrophy of
smooth muscle fibers, BALT hyperplasia, congestion, atelectasis and alveolar
macrophages. Lesions as hypertrophy of smooth muscle fibers, congestion and
atelectasis were observed in all lungs. Three samples were positive for

immunohistochemistry. Thus the histopathological lesions found were suggestive of
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Maedi-Visna. Immunohistochemistry allowed the demonstration of viral agent in lung
sections processed by tissue microarray technique.
KEYWORDS: Tissue Microarray, Histopathology, Nested-PCR, Lung, Maedi-Visna
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RESUMO.

Maedi-Visna (MV) é uma doenca multissistémica, progressiva e lenta causada pelo o
virus Maedi-Visna (MVV). Ela se caracteriza por uma inflamacao intersticial crénica
ndo purulenta nos pulmdes, articulacGes, glandula mamaria e no sistema nervoso
central. Sendo capaz de induzir nos animais uma perda de peso crbnica, pneumonia
intersticial, encefalite, mastite, artrite e linfadenopatia. O trabalho teve o objetivo de
caracterizar as principais lesbes microscopicas e detectar atraves da Imunohistoquimica
realizada pela técnica de tissuemicroarray o virus Maedi-Visna em amostras
pulmonares de ovinos obtidos em abatedouro da Regido Metropolitana de Fortaleza.
Para tanto, foram coletados pulmdes de 58 animais da espécie ovina, sem raca definida
(SRD), independente do sexo e idade. Onde foram escolhidos pulmdes que
apresentavam lesdes macroscopicas sugestivas de Maedi-Visna. Apds, esse
procedimento, foram retirados fragmentos pulmonares de 2x2cm em cortes transversais
e longitudinais, onde esses foram armazenados em frascos contendo formalina a 10%,
neutra e tamponada. Das 13 amostras selecionadas para o estudo histopatologico, as
lesbes microscopicas mais frequentes foram presenca de edema, inflamacdo cronica,
hemorragias, hipertrofia das fibras musculares lisas, hiperplasia do BALT, congestéo,

atelectasia e a presenca de macrofagos alveolares. As lesdes como hipertrofia das fibras
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musculares lisas, congestéo e atelectasia foram evidenciadas em todos os pulmdes. Trés
amostras foram positivas para a imunohistoquimica. Dessa forma as lesdes
histopatolégicas encontradas foram sugestivas de Maedi-Visna. A técnica de
imunohistoquimica permitiu a demonstracdo do agente viral em sec¢des de pulmao

processado pela técnica de tissuemicroarray.

PALAVRAS CHAVE:TissueMicroarray, Histopatologia, Nested-PCR, Pulméo, Maedi-
Visna

INTRODUCAO

Maedi-Visna (MV) é uma doenga multissistémica, progressiva e lenta causada
pelo o virus Maedi-Visna (MVV). Este virus pertence & familia Retroviridaedo género
Lentivirus, o qual estd inserido no grupo dos lentiviruspequeno ruminantes (LVPR)
juntamente com o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) (Polledo et al., 2012).

Essa enfermidade acomete animais adultos, atraves da via oral e respiratoria, no
qual ocorre uma lenta progressao da doenca, onde suas manifestacdes clinicas aparecem
em animais adultos. A doenca é caracterizada por uma inflamacéao intersticial crénica
ndo purulenta nos pulmdes, articulagdes, glandula mamaria e no sistema nervoso central
(SNC) (Sigurdssonet al., 1957; Dawson, 1987; Benavides et al., 2009 ).

O MVV infecta principalmente células da linhagem monocitico-fagocitéaria,
embora também tenham sido identificadas em outros tipos de células (Brodieet al.,
1995;Ryan et al., 2000; Preziuso et al., 2003).

Em rebanhos com baixa prevaléncia de infeccdo, os sinais clinicos geralmente
ndo sdo detectados, portanto ha uma necessidade de um diagnéstico post-mortem, da
forma pulmonar, baseado no reconhecimento das principais lesdes macroscopicas e
microscopicas, no entanto estas alteracbes patologicas ndo sdo patognomadnicas.
Portanto, em tais casos, sdo necessarios métodos mais precisos de diagndéstico ( Azizi et
al., 2012).

A Imunohistoquimica é um procedimento de diagndstico que apresenta uma
grande vantagem, pois ela é capaz de localizar o patdgeno no interior das lesdes
teciduais produzidas pelo progresso da doenca e, portanto determinar se o agente
patogénico presente no tecido € o0 agente que esta causando a lesdo e,

consequentemente, a doenca (Dagleish et al., 2010).
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Além disso, a imunohistoquimica poderd ser realizada pela técnica de
tissuemicroarray. Esta apresenta multiplas vantagens em relagdo ao corte tradicional,
entre elas: grande economia de reagentes e de tempo para a realizagdo das reacgoes;
uniformizacédo das reacdes e facilidade na interpretacdo comparativa dos casos de uma
pesquisa; possibilidade de repeticdo das reacBes em multiplos niveis do bloco;
simplificacdo do trabalho das linhas de pesquisa pela utilizacdo do bloco em mais de
umprojeto(Andrade et al., 2007).

Diante do exposto, propde-se caracterizar as principais lesdes microscopicas e
detectar através da Imunohistoquimica realizada pela técnica de tissuemicroarray, a
presenca do virus em pulm@es de ovinos obtidos em abatedouros. Esse método podera
ser (til no auxilio do diagndstico da doenga, haja vista que apresenta um alto nivel de
sensibilidade e reprodutibilidade.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados em animais atenderam as normas de
biosseguranca estabelecidas, onde estes foram analisados e aprovados pelaComisséo de
Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) (registro n° 11224777-6/57) da Universidade
Estadual do Ceara.

Foram coletados pulmbes de 58 animais da espécie ovina, sem raca definida
(SRD), independente do sexo e idade, provenientes de um abatedouro da Regido
Metropolitana de Fortaleza, Estado do Ceara. Os pulmdes foram selecionados durante a
fase de inspecdo em detrimento do abate de rotina. Foram escolhidos aqueles que
apresentavam lesdes macroscopicas indicativa do virus, como: pulmdes nao colapsados
quando aberto o torax, ou que apresentavam lesdes focais ou multifocais branco-
acinzentadas, ou de consisténcia densa e borrachosa, ou que apresentavam lobos de
coloracdo variando de amarelo-acinzentado até azul-acinzentado.Foram descartados 0s
espécimes que apresentavam nodulos purulentos sugestivos de bactérias e outros
agentes. Os pulmdes coletados foram acondicionados em caixas de material isotérmicos
e transportados sobre refrigeracdo ao Laboratorio de Virologia da UECE para posterior
analise.

Cada ¢6rgdo foi devidamente higienizado externamente com agua corrente
potavel, solucdo de hipoclorito a 2% e agua destilada. Apos, esse procedimento, foram
retirados fragmentos pulmonares de 2x2cm em cortes transversais e longitudinais, e

armazenados em frascos contendo formalina a 10%, neutra e tamponada.
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Para a analise histopatoldgica e o teste de imunohistoquimica foram utilizadas
cinco amostras comprovadamente positivas e oito negativas pelo método de diagndstico
Nested-PCR, totalizando-se treze amostras.Dentre as amostras negativas pelo o teste
foram escolhidas aquelas que mais se aproximavam das caracteristicas macroscopicas
sugestivas da doenca.

ANested-PCR foi realizado segundo Castro (1998), adaptado, para o virus
Maedi-Visna. No qual, o material obtido do lavado bronco-alveolar foi centrifugado a
3000 rpm por 1 min, e o pellet obtido foi ressuspenso em 2 ml de tampé&o hipertdnico
por 2 min a temperatura ambiente seguido por centrifugacdo a 2500 rpm por 10 min,
por duas vezes. O DNA celular foi extraido de 1 ml do pellet com 250 pl de tampéo de
PCR e homogeneizado. O material foi incubado a 56°C por 60 min com 2,5 pl de
proteinase K em banho-maria. A proteinase K foi desnaturada a 95°C por 10 min. O
DNA extraido foi estocado a-20°C até sua utilizacéo.

Os primers utilizados para amplificar o gene gag foram desenhados e
confeccionados de acordo com Saltarelliet al. (1990). Os primers externos GEX5 (5°-
CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3?) e GEX3 (5°-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) foram utilizados na primeira amplificagao,
e os primers internos GINS (5’-GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3’) e
GIN3 (5-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC- 3’) foram utilizados na
segunda amplificacéo.

A amplificacdo foi realizada usando 0
termociclador(BiocyclerPeltierThermalCycler®) sob as seguintes  condigdes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, seguido de desnaturacdo a 94° C por 1 min,
anelamento dos primers a 56°C por 1 min e extensdo do DNA a 72°C por 45 s com
extensdo final a 72°C por 7 min. O primeiro e segundo round da PCR foram realizados
em 35 ciclos sob as mesmas condi¢des anteriores.

Para cada amplificacdo, um controle positivo e um controle negativo de MVV
cepa K1514 foram utilizados em paralelo com as amostras. Apds a amplificacdo, os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% contendo
brometo de etidio em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e visualizados em um
transiluminador.

Para a preparacao das laminas e posterior analise histopatoldgica, os fragmentos
pulmonares foram desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados e incluidos

em parafina para obtencdo de cortes seriados a espessura de 4um, apos esse
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procedimento as laminas foram coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE) e em
seguida, examinadas ao microscopio Gptico. A analise histopatoldgica foi realizada por
apenas um observador, onde este avaliou as principais lesdes representativas do virus.

A gravidade das lesdes foi classificada de acordo Benavides et al. (2006), onde
esta foi adaptada, no qual utilizou-se critérios previamente estabelecidos: pulmdes sem
lesbes (-), com lesdes discretas (+), com lesdes moderadas (++) e com lesbes graves
(+++).

Para construcdo do TMA foram selecionadas, nas laminas histopatoldgicas, trés
areas de interesse, na qual continham lesbes representativas do virus. A seguir, essas
areas selecionadas foram circundadas com uma caneta marcadora permanente.

Como se fosse a imagem de um espelho, os blocos de parafina foram colocados
sobre os respectivos cortes histologicos nas laminas, e a mesma area, previamente
marcada em cada uma das laminas histologicas foi marcada nos blocos de parafina com
a caneta marcadora, sendo que estes passaram a ser denominados de blocos doadores.

ApoOs escolhidas as trés areas de cada um dos blocos, 0s numeros
correspondentes a cada amostra foram ordenados de acordo com um protocolo de
montagem, 0s quais serviram de guia para a ordenacdo do TMA (Fig. 1). SO a partir

desse procedimento o material foi para a confecgédo dos blocos de TMA.
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Figura 1. Guia de montagem dos tissuemicroarrays.
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A construcdo dos blocos de TMA seguiu a técnica preconizada por Kononenet
al. (1998), modificada, no qual foram confeccionados novos blocos de parafina, a partir
de um bloco molde contendo 36 pocos de 2,0 mm de diametro, esse foi denominado de
bloco receptor. Com o uso de agulhas de biopsia de 2,0 mm de didmetro foram retirados
trés cilindros dos blocos doadores que continham lesdes representativas do virus,
totalizando 39 cilindros. Para guiar a leitura no microscépio foram retirados dois
cilindros de amostras de tecidos diferente dos utilizados no trabalho.Por fim, os
cilindros foram distribuidos em dois blocos receptores, com espacamentos de 2,2 mm
entre os centros dos cilindros.

Apo6s a confeccdo dos blocos de TMA, esses foram seccionado em micr6tomo
com 4um de espessura. Os cortes obtidos foram aderidos em laminas silanizadas e
identificados. Apos esse procedimento, as ldminas foram coradas com Hematoxilina de
Harris para demonstracéo da qualidade das amostras obtidas para 0 TMA. Em seguida,
0s demais cortes histologicos foram encaminhados para a imunohistoquimica.

Para a realizacdo da imunohistoquimica as laminas de TMA foram levadas a
estufa a 65°C por 30 min. Posteriormente, os cortes foramdesparafinizadose reidratados.
Foram colocados em imersdo em dois banhos de xileno, sendo o primeiro e 0 segundo
por 10 min cada, seguidos por mais trés banhos de 5 min em etanol absoluto, 5 min em
alcool a 95% e 10 min em alcool a 70% e posteriormente lavadas em de 0,1M tampéo
fosfato salino (PBS, pH 7,2) por mais 5 min.

A recuperacdo antigénica foi realizadapor aquecimento da amostra emtampao de
citrato10mM (pH 6,0) em banho mariapor 30 min em 96°C. Posteriormente, as laminas
foram resfriadas por 20 min, ainda no tampao, e lavadas em PBS por 5 min.

Apos a recuperacdo antigénica foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena
em banho de 3% de H,Odiluido em agua destilada durante 10 min. Em seguida, 0s
cortes foram lavados por duas vezes em PBS por 5min, seguido do bloqueiocom leite
desnatado (Molico®)a 5% durante 30 min.

Foi realizado a incubacdo com o anticorpo primario (soro de animal positivo
para MVV cedido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria ovinos e caprinos)
diluido em1:10a temperatura ambiente durante 60 min.

Em seguida, procedeu-se sem a lavagem das laminas com a incubacdo do
anticorpo  policlonal 1gG  anti-ovino conjugado a peroxidase (Sigma
ChemicalCo)diluido a 1:100, durante 30 min.Apos, as laminas foram lavadas duas

vezes em PBS por 5min.
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Para a revelagdo foi utilizado 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) (Sigma
ChemicalCo) durante2min, sendo posteriormente, lavados em &gua da torneira. Apds,
os cortes foram contracorados em Hematoxilina de Harris, desidratados e montados com

laminula e resina.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 13 amostras selecionadas para o estudo histopatolégico, as lesGes
microsclpicas mais frequentes foram presenca de edema, inflamacdo crénica,
hemorragias, hipertrofia das fibras musculares lisas, hiperplasia do BALT, congestéo,
atelectasia e a presenca de macréfagos alveolares. Estas lesdes foram descritas de
acordo com a gravidade comoverificada na Tab. 1.

Tabela 1. Principais lesbes histopatoldgicas pulmonares representativas do MVV, de
acordo com sua gravidade. Pulmdes sem lesdes (-), com lesbes discretas (+), com lesbes
moderadas (++) e com lesdes graves (+++).

Amostras Edema Inflamacéo Hemorragia Hipertrofia ~ Hiperplasia Congestdo  Atelectasia = Macréfagos
(Pulmges) Crobnica das fibras do BALT Alveolares
musculares

lisas

01 0 (++4) *) (++) ™) ™) ™) (*+)
06 0 0 (+4) Q) ©) ™) ™) *)
09 *) (++4) *) (++) ™) ™) ™) *)
1 *) 0 (+4) *) (++) ™) ™) 0

17 *) *) *) *) 0 ™) ™) *)
18 0 0 *) (++) ™) ™) ™) *)
21 0 *) *) Q) (++) ™) ™) *)
23 *) *) ) *) ™) ™) ™) *)
24 *) *) *) Q) ™) ™) ™) *)
25 0 0 ) *) ™) ™) ™) *)
36 (*++) *) *) *) ™) ™) ™) *)
42 *) *) *) Q) 0 ™) ™) *)
53 *) 0 *) *) ™) ™) ™) *)

Estesachadossaosemelhantes aos encontrado por Araujo et al., 2004em pulméao
de ovinos positivos para MVV coletados em abatedouro, cuja principais lesbes
histopatoldgicas foram espessamento dos septos interalveolares, areas de atelectasia e
agregado linfoide.

Outros autores também verificaram alterac@es histopatologicas compativeis com
0 virus presentes neste trabalho como leuc6citos no espaco perivascular; hiperplasia nas
areas ao redor dos vasos, bronquios e bronquiolos; espessamento do septo interalveolar

causando uma pneumonia intersticial, hiperplasia do musculo liso das vias aéreas
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terminais e areas de atelectasia (Georgsson and Palsson, 1971, Angelopoulouet al.,
2006, Benavides et al., 2006, Aziziet al., 2012).

As alteragdes como hipertrofia das fibras musculares lisas, congestédo e
atelectasia foram evidenciadas em todos os pulmdes. ldentificou-se também, uma
moderada hiperplasia domusculoliso (Fig. 2A) e células de revestimento dos alvéolos
sendo substituido por epitélio cuboide (Fig. 2B).

L0 SN T

Figura 2. A - Fotomicrografia evidenciando a hiperplasia do musculo liso (Setas). M.O.

200X.(H&E). B - Fotomicrografia das células de revestimento dos alvéolos tumefeitas e
tornando-se cuboides (Seta). M.O. 400X. (H&E). Laboratério Bio-Ciéncia, Fortaleza,
Ceara, 2013.

Esses achados corroboram com os relatados por Jones (2000), que observou em
ovinos infectados com o MVV a perda da elasticidade e da compressibilidade, como
também a cor acinzentada, causadas por um grande aumento na espessura das paredes
alveolares. A musculatura lisa dos dutos alveolares hiperplasica e as células de
revestimento dos alvéolos sofrendo tumefacdo e tonando-se cuboides.

Apesar dos achados histopatoldgicos serem compativeis com lesdes causadas
pelo virus Maedi-Visna, outras enfermidades pulmonares também podem apresentar as
mesmas caracteristicas como as pneumonias causadas por nematoides e micoplasma,
adenomatose pulmonar, pneumonia exudativas causadas por infeccGes bacterianas
secundarias (Aziziet al., 2012). Assim, é necessario um diagndéstico definitivo da
doenca associando as lesBes histopatologicas microscopicas em conjunto com um
histérico  clinico, bem como testes sorologicos e técnicas moleculares
(Christodoulopoulos, 2006).
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Dentre asamostras pulmonares analisadas através da imunohistoquimica, os

pulmdes 11, 17 e 24 foram positivos para a técnica como verificado na tab. 2.

Tabela 2. Amostras pulmonares positivas e negativas para o teste de imunohistoquimica
em comparagdo com a técnica de Nested-PCR

Amostras (pulmdes) Imunohistoquimica Nested-PCR
01 negativo positivo
06 negativo negativo
09 negativo negativo
11 positivo positivo
17 positivo positivo
18 negativo negativo
21 negativo negativo
23 negativo positivo
24 positivo negativo
25 negativo negativo
36 negativo positivo
42 negativo negativo
53 negativo negativo

A imunomarcagdo ocorreu no citoplasma de células localizadas no septo
interalveolar. (Fig.3). Esse achado esta de acordo com o obtido por Pereira (1995),
Serakideset al. (1996), Preziusoet al. (2003) e Carrozza et al. (2003), os quais também
obtiveram imunomarcacao em células presentes no septo interalveolar e em outras ndo
encontradas no presente trabalho como macrofagos. A imunomarcacdo de apenas uma
célula encontra paralelo em relato de Blacklawset al. (1994), no qual em fragmentos de
pulmdes coletados durante surtos de Maedi-Visha, apenas uma ou duas celulas
antigeno-positivas eram encontradas por cortes corados pela técnica de
imunohistoquimica. Em todas as etapas deste processo foram utilizadas laminas
controle de negativo para possivel deteccdo de marcagbes inespecificas do anticorpo

secundario.
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Figura f |-otom|crograna aa” ImUnNoni stoqwmlca pela tecnlca de tlssuemlcroarray de

pulmdes ovino acometido de Maedi-Visna, contracoloragdo com Hematoxilina de
Harris (Setas). M.0.400X.

A anélise imunohistoquimica das amostras 1, 23 e 36 ndo apresentaram
imunomarcac@es positivas para a presenca do virus Maedi-Visna, mesmo se tratando de
amostras pulmonares nas quais este virus foi detectado por Nested-PCR. Este fato pode
estar associadas a limitacdo de analise desta técnica, por utilizar apenas uma parte do
tecido coletado, como relatado por Andrade et al. (2007), em que a maior preocupacdo
dos criticos na utilizacdo do TMA € a representacdo da lesdo, considerando a pequena

amostra estudada.

CONCLUSOES
As lesBes histopatoldgicas descritas foram sugestivas de Maedi-Visna. A analise
daimunohistoquimica através da técnica de tissuemicroarray permitiu a demonstracdo

indireta do agente viral em secc¢des pulmonares de ovinos.

AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual do Ceara por disponibilizar condicGes técnica e pessoal
para realizacdo deste trabalho. A Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (FUNCAP), ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq) e a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) pelo
apoio financeiro. A Histologia das alteragdes provocadas por veneno de serpentes e
plantas (HISTOVESP) e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA)Caprinos e Ovinos pela colaborago.



44

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANGELOPOULOU, K.; BRELLOU, G. D.; VLEMMAS, |. Detection of maedi-visna
virus in the kidneys of naturally infected sheep. Journal of comparative pathology, v.
134, n. 4, p. 329-35, 2006.

ANDRADE, V. P. D.; CUNHA, I. W. D.; SILVA, E. M. D.; et al. O arranjo em matriz
de amostras teciduais (tissue microarray): larga escala e baixo custo ao alcance do
patologista. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Lababoratorial, v. 43, p. 55-60,
2007.

ANDRES, D. D.; KLEIN, D.; WATT, N. J.; et al. Diagnostic tests for small ruminant
lentiviruses. Veterinary microbiology, v. 107, n. 1-2, p. 49-62, 2005.

ARAUJO, S. A. C.; DANTAS, T. V. M.; SILVA, J. B. A.; et al. Identificacdo do
maedi-visna virus em pulmao de ovinos infectados naturalmente. Arquivos do Instituto
Bioldgico, v. 71, p. 431-436, 2004.

AZIZ1, S.; TAJBAKHSH, E.; FATHI, F.; et al. Maedi in slaughtered sheep: a pathology
and polymerase chain reaction study in southwestern Iran.Tropical animal health and
production, v. 44, n. 1, p. 113-118, 2012.

BENAVIDES, J.; GARCIA-PARIENTE, C.; FUERTES, M.; et al. Maedi-visna: the
meningoencephalitis in naturally occurring cases. Journal of Comparative Pathology, v.
140, n. 1, p. 1-11, 2009.

BENAVIDES, J.; GARCIA-PARIENTE, C.; GELMETTI, D.; et al. Effects of fixative
type and fixation time on the detection of Maedi Visna virus by PCR and
immunohistochemistry in paraffin-embedded ovine lung samples. Journal of
Virological Methods, v. 137, n. 2, p. 317-24, 2006.

BLACKLAWS, B.A.; BIRD, P.; ALLEN, D.; MCCONNELL, I. Circulating cytotoxic
T lymphocyte precursors in maedi-visna virus infected sheep. Journal of General
Virology, v.75, p.1589-1596, 1994.



45

BRODIE, S. J.; PEARSON, L.; ZINK, M.; et al. Ovine lentivirus expression and
disease. Virus replication, but not entry, is restricted to macrophages of specific tissues.
American Journal Pathology.v. 146, p. 250-263, 1995.

CARROZZA, M. L.; MAZZEI, M.; BANDECCHI, P.; et al. In situ PCR-associated
immunohistochemistry identifies cell types harbouring the Maedi-Visna virus genome
in tissue sections of sheep infected naturally. Journal of Virology Methods, v. 107, p.
121-127, 2003.

CASTRO, R.S. Lentivirus de pequenos ruminantes: ensaios imunoenzimaticos, perfil
soroldgico e inferéncias filogenéticas.1998. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Veterinaria) - Universidade Federal e Minas Gerais, Belo Horizonte.

CHRISTODOULOPOULOS, G. Maedi—Visna: Clinical review and short reference on
the disease status in Mediterranean countries. Small Ruminant Research, v. 62, n. 1-2, p.
47-53, 2006.

DAGLEISH, M. P.; BENAVIDES, J.; CHIANINI, F. Immunohistochemical diagnosis

of infectious diseases of sheep. Small Ruminant Research, v. 92, n. 1-3, p. 19-35, 2010.

DAWSON, M. Pathogenesis of maedi-visna. Veterinary Record. v. 120, p. 451-454,
1987.

GEORGSSON, G.; PALSSON, P. A. The Histopathology of Maedi: A Slow, Viral
Pneumonia of Sheep. Veterinary Pathology Online, v. 8, p. 63-80, 1971.

JONES, T. C. (6%Ed). Patologia Veterinaria. Sdo Paulo: Manole, 2000. p341.

KONONEN, J.; BUBENDORF, L.; KALLIONIEMI, A.; et al. Tissue microarrays for high-
throughput molecular profiling of tumor specimens. Nat. Med, v. 4, n. 7, p. 844-7, 1998.

POLLEDO, L.; GONZALEZ, J.; BENAVIDES, J.; et al. Patterns of lesion and local
host cellular immune response in natural cases of ovine maedi-visna. Journal of

comparative pathology, v. 147, n. 1, p. 1-10, 2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bubendorf%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kallioniemi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379

46

PREZIUSO, S.; TACCINI, E.; ROSSI, G.; et al. Experimental maedi visna virus
infection in sheep: a morphological, immunohistochimical and PCR study after three

years of infection. European Journal of Histochemistry, v.47, n.4, p.373-378, 2003.

PEREIRA, M.F. Artrite-encefalite caprina a virus (CAE) - estudo anatomopatoldgico e
imuno-histoquimico em cabras naturalmente infectadas. Belo Horizonte: 1995. 64f.
(Mestrado em Ciencia Veterinaria) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte.

RYAN, S.; TILEY, L.; MCCONNELL, I.; BLACKLAWS, B. Infection of Dendritic
Cells by the Infection of Dendritic Cells by the Maedi-Visna Lentivirus. Journal of
Virology, v. 74, n. 21, p. 10096-10103, 2000.

SALTARELLI, M.; QUERAT, G.; KONINGS, D. A.; et al. Nucleotide sequence and
transcriptional analysis of molecular clones of CAEV which generate infectious virus.
Virology, 179:347-364, 1990.

SIGURDSSON, B.; PALSSON, P.; GRIMSSON, H. Visna, a demyelinating
transmissible disease of sheep. Journal of Neuropathology & Experimental
Neurology,v. 16, n. 3, p. 389-403, 1957.

SERAKIDES, R.; NUNES, V. A.; PEREIRA, M. F. Estudo clinico, anatomopatolégico
e imuno-histoquimico de pulmdes de cabras naturalmente infectadas pelo virus da
artrite encefalite caprina (CAE). Arquivo Brasileiro Medicina Veterinaria Zootecnia,
v.48, n.4, p.415-424, 1996.



47

6 CONCLUSOES

1. A imunohistoquimica realizada pela técnica de tissuemicroarray podera ser Util
como método no auxilio do diagndstico da doenca, pois essa se utiliza de um grande

nimero de amostra e pequena quantidade de reagente.

2. As imunomarcacdes obtidas pela técnica de tissuemicroarrayforam especificas

demonstrando indiretamente o agente viral em sec¢des pulmonares de ovinos.
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7 PERSPECTIVAS

S0 necessarios novos estudos que visem aperfeicoar o uso da técnica de
tissuemicroarray para a identificacdo do agente viral em tecido pulmonar, sendo este
trabalhosegundo a literatura consultada, o pioneiro na deteccdo do virus Maedi-Visna
em pulmdes ovinos.

S80 necessarios mais estudos comparando resultados adquiridos, a partir, de

amostras frescas, conservadas em formol e criopreservadas para a validacdo da técnica.
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