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RESUMO

O virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) € um Lentivirus que acarreta enfermidade
infecciosa multissistémica e incuravel em caprinos. A principal forma de transmissao
dessa enfermidade é a partir da ingestdo de leite e de colostro contaminados. Este
trabalho objetivou isolar o CAEV em amostra de leite de cabras naturalmente infectadas
em um periodo de 35 dias ap6s pari¢cdo. Foram coletadas 13 amostras de leite de cabras
positivas para Artrite Encefalite Caprina (CAE) diagnosticada através de teste
soroldgico. As amostras de leite foram processadas e o pellet contendo células do leite
foi ressuspendido em MEM (Meio Essencial Minimo) acrescido de 3% de antibi6tico,
1,5% de antifungico, 10% de soro fetal bovino e 1% de glutamina. Foram distribuidas
em placas de cultivo e incubadas a 37°C e 5% de CO, Apo6s trés dias de cultivo, as
células do leite foram avaliadas para realizagdo do co-cultivo. ldentificou-se em uma
das amostras, o0 desenvolvimento de fibroblastos de tecido mamario além das células do
leite. No decorrer de cinco dias do cultivo foi possivel observar o surgimento de efeito
citopatico (ECP). O sobrenadante do cultivo celular foi coletado para realizacdo da
Nested-PCR e a placa foi corada pelo Giemsa para melhor visualizacdo do ECP. O
resultado da Nested-PCR realizada foi positivo para presenca do DNA pro-viral,
confirmando o isolamento viral. E possivel concluir que o CAEV pode ser isolado a
partir de amostras de leite caprino, considerando a possibilidade de transmissdo no
periodo de um més ap6s da pari¢do onde o virus foi isolado por cultivo e por PCR.

Palavras-Chave: Cultivo celular. Fibroblastos. Sincicio. Nested-PCR.



ABSTRACT

The Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) is a lentivirus that causes multisystem
infectious and incurable disease in goats. The main mode of transmission of this disease
Is from the ingestion of contaminated milk and colostrum. This study aimed to isolate
CAEV in milk sample of naturally infected goats in a period of 35 days after calving.
We collected 13 samples of milk of goats positive for caprine arthritis encephalitis
(CAE) diagnosed by serological testing.The samples were processed and the pellet
containing milk cells was resuspended in MEM supplemented with 3% antibiotic,
antifungal 1,5%, 10% fetal bovine serum and 1% glutamine. Were distributed into
culture plates and incubated at 37°C and 5% CO,. After three days of cultivation, the
milk cells were evaluated for realization of co-cultivation. Was identified in the
samples, the development of mammary tissue fibroblasts cells beyond the milk. During
five days the cultivation was possible to observe the appearance of cytopathic effect
(CPE). The supernatant was collected for the growing realization of the nested PCR and
the plate was stained for better visualization of cytopathic effect (CPE). The other
samples showed bacterial contamination and were discarded. The result of nested PCR
performed was positive for the presence of proviral DNA, confirming the viral
isolation. It was concluded that CAEV can be isolated from goat milk samples,
considering the possibility of transmission within one month after calving where the
virus has been isolated by culture and PCR.

keywords: Cell culture. Fibroblasts. Syncytium. Nested-PCR.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a caprinocultura leiteira vem assumindo papel de destaque no
agronegocio brasileiro, principalmente na Regido Nordeste, que tem contado com
incentivos governamentais, que vem tornando essa atividade cada vez mais promissora
(BANDEIRA et al., 2007).

O leite de pequenos ruminantes, cabras e ovelhas, tem particular importancia em
algumas regides do mundo, pois é utilizado para combater o problema da desnutri¢do
(HAENLEIN, 2004). Além disso, o leite de cabra também pode ser Gtil nos casos de
alergia alimentar ao leite bovino, uma vez que apresenta sitios alergénicos diferentes do
leite de vaca e as chances de sucesso nesse tratamento sdo de cerca de 10%
(BRANDAO et al, 2003).

O Nordeste brasileiro detém mais de 90% do total efetivo de caprinos do Brasil,
tanto para a producdo leiteira como de carne. O estado do Cearad ocupa o quarto lugar
entre os estados da regido, sendo detentor de 11% do total de animais (IBGE, 2010). No
entanto a producédo de caprinos na Regido Nordeste é limitada devido & auséncia ou uso
inadequado de tecnologias; bem como as falhas no manejo nutricional, reprodutivo e
sanitario dos animais (PINHEIRO, 2004).

Dentre as inimeras enfermidades que reduzem a produtividade dos caprinos
pode-se destacar a Artrite Encefalite Caprina, sindrome multissistémica causada pelo
virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) (NARAYAN, 1990). A maioria das cabras
infectadas pelo CAEV é susceptivel a colonizacdo viral da glandula mamaria, visto esta
ser um orgdo-alvo do patdgeno (LERONDELLE et al., 1988). Adicionalmente, sabe-se
que o leite caprino é composto por células somaticas, representadas por células de
defesa que o organismo animal remete ao Ubere em resposta a uma injdria de natureza
fisica, quimica ou infeciosa, além de células epiteliais de descamacdo do epitélio
mamario (MAGALHAES, 2005). Sendo assim, é possivel a realizacdo do isolamento e
identificacdo do CAEV por meio do co-cultivo de células presentes no leite e no
colostro com células de membrana sinovial de cultivo primario caprino (CORK;
NARAYAN, 1980; HOTZEL et al., 1993).

Verificando a importancia do leite na transmissdo do CAEV bem como na
patogenia da doenga em questéo, esse trabalho teve como objetivo realizar o isolamento
do CAEV a partir de amostras de leite de cabras coletadas apds 35 dias da paricéo,

através do co-cultivo em células de membrana sinovial caprina (MSC).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA

No Brasil, o primeiro registro sorolégico da CAE em caprinos foi realizado em
1986 no Rio Grande do Sul (MOOJEN et al, 1986) e em 1992, na mesma regido, foi
realizado o primeiro isolamento do virus (HOTZEL et al,1993).

A artrite-encefalite caprina € uma enfermidade infecciosa, multissistémica,
incuravel e de carater crénico que acomete caprinos jovens e adultos, independente do
sexo, raca e tipo de producdo (CORK et al., 1974; LARA et al., 2005). Essa
enfermidade acomete as articulacdes, pulmdes e glandula mamaria de caprinos adultos e
pode afetar o sistema nervoso central de animais jovens (NARAYAN et al., 1983;
LECHNER et al., 1997; FRANKE,1998;).

A enfermidade é conhecida internacionalmente como CAE, abreviacdo do termo
em inglés: caprine arthritis-encephalitis (FRANKE, 1998). Foi descrita pela primeira
vez na Suicga, em1959, quando foi observado a ocorréncia de artrite cronica em caprinos
adultos (STUNZI et al., 1964) e posteriormente, verificou-se a ocorréncia de
encefalomielite desmielinizante em cabritos jovens (CORK et al, 1974). Em 1980 essa
patologia foi reconhecida como virose e, seu agente reconhecido como um lentivirus
(CRAWFORD et al.,1980, Narayan et al., 1980) e classificado na familia Retroviridae
(ICTV, 2011).

A infeccdo pelo CAEV é caracterizada por um periodo prolongado de laténcia,
na auséncia de transformacdo oncogénica nas células hospedeiras e tropismo

principalmente por mondcitos/macréfagos e células dendriticas (HUSO et al., 1988).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO

O Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) é um RNA virus, ndo
oncogénico, pertencente a familia Retroviridae e subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus (ICTV, 2011). Neste género, estdo inclusos outros virus de interesse médico
e veterinario como o Maedi-Visna virus (MVV), o virus da anemia infecciosa equina
(AIEV), os virus das imunodeficiéncias felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e
humana (HIV-1, HIV-2) (CLEMENTS; PAYNE, 1994) e o virus da doenca de
jembrana (JDV) (BURKALA et al., 1998).
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Os lentivirus apresentam-se como particulas esféricas, envelopadas com
didmetro variando de 80 a 100nm, com nucleo conico e denso, que contém duas
moléculas idénticas de RNA fita simples, uma molécula de transcriptase reversa
dependente de Mg** e proteinas do nucleocapsideo (GONDA et al., 1986). O envelope
viral apresenta-se associado covalentemente com as glicoproteinas transmembranarias e
de superficie. Outra estrutura presente na particula viral € a matriz que esté situada entre
o capsideo e o envelope (PEPIN et al., 1998).

O genoma viral do CAEV contém os genes codificantes de proteinas estruturais
(gag e env) e de enzimas (pol). O gene gag codifica as proteinas estruturais da matriz e
do capsidio e nucleocapsideo viral; o gene env codifica as glicoproteinas de superficie e
transmembranar, constituintes do envelope viral, enquanto o gene pol codifica as varias
enzimas responsaveis pelo processo de transcri¢do reversa e integracao proviral (RT-
transcriptase reversa, PR-protease e IN-integrase). O genoma viral ainda apresenta 0s
genes acessorios tat, vif e rev que codificam proteinas reguladoras envolvidas no
processo de replicacdo viral (CLEMENTS; PAYNE, 1994; JOAG, 1996).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Na regido Nordeste foram realizados inimeros levantamentos epidemioldgicos e
verificou-se a prevaléncia de animais soropositivos para CAE de 50,6% no Maranh&o
(ALVES; PINHEIRO, 1997), de 17,7% e 3,9% em Pernambuco (CASTRO et al., 1994;
CASTRO et al., 2002), de 4,25% em Sergipe (MELO et al., 2003), de 2,5% no Piaui
(BATISTA et al., 2004), de 11,0% no Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2005),
26,1% na Bahia (TIGRE et al., 2006) e de 8,2% na Paraiba (BANDEIRA et al., 2009).
Esses dados podem ser melhor compreendidos ao visualizar o grafico 01, onde estdo
representados em porcentagens os levantamentos epidemioldgicos em diferentes estados
e ocasides distintas.

No Ceard, o primeiro registro dessa infeccdo ocorreu em animais de ragas
leiteiras no municipio de Sobral (PINHEIRO et al., 1989). Em 2004, verificou-se que a
prevaléncia da CAE no Ceara, por propriedade, foi de 9,2% sendo que 66,7% das
propriedades estavam localizadas na regido metropolitana de Fortaleza. O mesmo
estudo verificou que os animais que estavam submetidos ao regime de criagdo intensivo
foram acometidos pela enfermidade (PINHEIRO et al., 2004). A partir desses dados, é

possivel entender que o regime de criacdo intensivo favorece a disseminacdo da CAE,
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uma vez que 0s animais encontram-se mais proximos e ha um maior contato com 0s

fluidos corporais que podem conter particulas virais.
Grafico 1. Levantamento soro-epidemiologico para Artrite Encefalite Caprina (CAE)

em estados da regido Nordeste durante o periodo de 1994 a 2009.
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2.4 PATOGENIA

O virus da Artrite Encefalite Caprina causa uma enfermidade crénica com um
grande periodo de laténcia, porém, ndo possui a caracteristica de ser oncogénico
(CLEMENTS; PAYNE, 1994). Os animais infectados atuam como reservatorio viral e
uma importante fonte de infeccdo para os rebanhos, estes transmitem o agente por meio
de secrecdes ou excrecdes que contenham células do sistema monocitico-fagocitario
infectadas (BLACKLAWS et al., 2004).

A principal via de transmissédo do CAEV é por meio da ingestdo de colostro ou
leite contaminado, além do contato prolongado entre os animais por meio da inalacdo de
aerossois (ROWE; EAST, 1992). Além disso, a transmissdo pode ocorrer por via intra-
mamaria durante o processo de ordenha quando o equipamento esta contaminado pelo
leite de animais infectados (EAST et al, 1993). Ha indicios da ocorréncia da transmissao

venérea do CAEV, estudos recentes detectaram a presenca do virus no trato genital e no
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semén de animais naturalmente infectados (ALI AL AHMAD et al., 2008) e a presenca
do DNA-proviral no sémen de animais soropositivos ja foi comprovada (ANDRIOLI et
al, 1999; CRUZ et al, 2009), mais recentemente, foi verificado a ocorréncia da
transmissdo do CAEV por inseminacdo artificial com a utilizacdo de sémen infectado
(SOUZA et al., 2013).

O CAEV replica-se preferencialmente em células do sistema monocitico-
fagocitério, ou seja, em mondcitos no sangue e macrofagos nos demais tecidos, sendo a
medula 6ssea o principal reservatdrio de células infectadas (BLACKLAWS et al.,
2004). Esse processo de replicacdo viral depende da ocorréncia de maturacdo de
mondcitos em macrofagos e este fato, associado com a habilidade de se replicar em
macrofagos sdo fatores chaves para a progressao da enfermidade. Os macrofagos sdo
células de vida longa que derivam de pr6-mondcitos na medula 6ssea, circulam como
monocitos no sangue e sdo distribuidos para todos os tecidos do corpo, onde sdo
maturados e diferenciados em macrofagos teciduais. Pré-mondcitos infectados
latentemente podem ser detectados na medula dssea de animais infectados
experimentalmente logo apds inoculacdo e durante todo o curso da doenca (ZINK;
JOHNSON, 1994).

Em decorréncia de a replicacdo viral ser maturacdo dependente, essas células
imaturas da linhagem macréfago podem permanecer persistentemente infectadas por
longos periodos. Na auséncia de expressao de antigeno viral, o sistema imune do
hospedeiro é incapaz de detectar o virus. A medula 0ssea entdo age como um
reservatorio de virus, liberando de forma continua e persistente mondcitos infectados
para 0 sangue periférico, os quais sdo distribuidos por todo o corpo. Quando as células
maturam no tecido, a expressdo génica viral é regulada e o antigeno viral é entdo
exibido para o sistema imune do hospedeiro (ZINK; JOHNSON, 1994).

A inflamagéo crdnica e progressiva que caracteriza essa lentivirose deve-se a
infiltracdo de células mononucleares e linfoproliferacdo. A producdo do virus ocorre
apo6s mondcitos infectados se desenvolverem a macrofagos. Os antigenos virais
provocam resposta imunologica mediada por células, que é responsavel pelas lesbes
caracteristicas nos tecidos-alvo (QUINN et al., 2005).

O periodo que vai da infeccdo a soroconverséo geralmente € de até oito semanas,
mas pode demorar meses ou anos. Essa demora na resposta de anticorpos reflete um

baixo nivel na producdo de antigenos virais (QUINN et al., 2005).
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2.5 SINAIS CLINICOS

A manifestacdo sintomatoldgica da CAE pode ser dividida em quatro aspectos
clinicos principais, podendo ocorrer de forma isolada ou simultanea, incluindo artrite,
encefalite, mamite e pneumonia (FRANKE, 1998).

A principal apresentacdo clinica observada em animais adultos ¢ a artrite (LARA
et al, 2005). Dentre as articulacdes acometidas verifica-se que a articulacdo carpiana é a
mais afetada, onde se observa aumento na consisténcia e no volume do local e bem
como o quadro de poliartrite cronica (CRAWFORD; ADAMS, 1981), sendo que o grau
de claudicacdo é varidvel (QUINN et al., 2005).

Essa enfermidade pode acometer o sistema respiratério dos caprinos, no entanto,
esse achado é raro e de pouca gravidade e, quando presente, os sinais clinicos
observados séo tosse, dispnéia apds esforco fisico, taquipnéia e comprometimento do
estado geral (NARAYAN; CORK, 1985).

A apresentacdo nervosa da enfermidade é caracterizada por leucoencefalomielite
e sua ocorréncia € predominante em animais jovens com idade variando de um a quatro
meses. Os sintomas que podem ser observados em animais com o quadro nervoso da
CAE sdo: fraqueza muscular, paresia ou ataxia dos membros posteriores, andar em
circulo, cegueira, nistagmo, tremores e inclinacdo da cabeca (CORK et al., 1974; LARA
etal., 2005).

O animal pode apresentar também a forma mamaria da doenca, o que influencia
na producdo leiteira. Através da técnica de PCR foi possivel detectar a presenca do virus
no parénquima mamario e no leite de animais acometidos por CAE (GREGORY et al,
2009). A avaliacdo clinica desses animais demonstra o endurecimento difuso do
parénquima da glandula mamaria (LARA et al, 2005, GREGORY et al, 2009) bem
como a presenca de nodulos com tamanho variando de 1 a 3 cm de didmetro
(GREGORY et al, 2009). Esse comprometimento mamario € frequente, e com grande
significado econémico em face do comprometimento da produgdo leiteira e

predisposicéo a infec¢des secundarias da glandula mamaria (LERONDELLE, 1988).

2.6 DIAGNOSTICO

A CAE se caracteriza como uma afec¢do multissistémica, com manifestacdes
clinicas de pneumonia, artrite, mamite ou encefalite, de evolucdo geralmente crénica,

com agravamento progressivo das lesbes, perda de peso e debilidade até a morte
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(NARAYAN; CORK, 1985). Porém, por se tratar de uma infeccdo persistente e
geralmente assintomatica, o diagnostico através de uma avaliagdo clinica da CAE ndo
pode ser considerado confirmatério devendo-se recorrer a testes laboratoriais
(PINHEIRO, 2001).

Existem indmeros métodos laboratoriais que auxiliam no diagnostico dessa
enfermidade, dentre eles, o isolamento do virus por co-cultivo celular, microscopia
eletronica, reacdo em cadeia de polimerase (PCR), imunodifusdo em gel de agarose
(IDGA), reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA).

Para o diagnostico soroldgico, o teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose
(IDGA) é o recomendado pela OIE (2006), por ser de facil aplicabilidade e ndo exigir
equipamentos nem instalacBes sofisticadas. Esse teste baseia-se na migracdo do
antigeno e anticorpo através do gel de agarose. O encontro dos reagentes, em
proporcdes 6timas, leva a formacdo de complexos antigeno-anticorpo insollveis que
precipitam, formando-se uma linha ou banda de precipitacdo visivel (TORTORA et al.,
2000).

Apesar de apresentar alta especificidade, o IDGA ndo é um teste recomendado
para diagnostico precoce da doenga devido a sua baixa sensibilidade, despertando,
assim, o interesse pelo desenvolvimento dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA).
Estudos demonstram que o teste ELISA apresenta maior sensibilidade quando
comparado com o IDGA (DANTAS et al, 2008).

Existem varios tipos de ELISA, como o direto, indireto, duplo sanduiche direto e
0 ELISA duplo sanduiche indireto. O ELISA indireto é um teste amplamente utilizado
para deteccdo de anticorpos em amostras de soro, sendo a sua especificidade garantida
pela qualidade do antigeno que foi adsorvido na placa (MADRUGA et al, 2001). Nesse
teste sdo utilizadas duas 1gG, sendo uma para o reconhecimento do antigeno e a outra
(anti-1IgG) produzida em diferentes espécies de animal que reconhece a primeira IgG,
com a qual iré se ligar (ALMEIDA; LIMA, 2001).

A RIFI também é uma técnica recomendada pela OIE, e tem sido utilizada no
diagnéstico de infeccdo em ovinos e caprinos, utilizando-se como antigeno os isolados
brasileiros de lentivirus. Quando comparada ao IDGA a RIFI apresenta maior
capacidade de detectar os animais positivos (REISCHAK et al, 2002). No entanto, a
exposicao a fonte de luz ultravioleta é desgastante, tornando o técnico mais susceptivel

a erros e, consequentemente na precisdo do teste, assim o IDGA permanece como teste
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de escolha para o diagnostico da CAE, devido a maior facilidade de execucéo e leitura
e, por requerer infraestrutura laboratorial minima (REISCHAK, 2000).

O isolamento e identificacdo do virus por meio do cultivo de tecido, incluindo a
explantacdo de tecidos articulares, pulmonares, do sistema nervoso e de glandula
mamaria; e o co-cultivo em células de membrana sinovial de cultivo primario caprino
com células sanguineas, colostro, leite, lavado bronquio-alveolar e liquido cerebrospinal
representa um diagndstico determinante (CORK; NARAYAN, 1980; HOTZEL et al.,
1993), sendo as culturas primarias de células de membrana sinovial as mais usadas para
0 isolamento e caracterizacdo bioldégica do CAEV (CRAWFORD et al.,, 1980;
NARAYAN et al., 1980).

Porém, por ser uma técnica demorada, dispendiosa, e que requer a implantacao e
manutencdo de cultivos celulares especiais ndo € utilizada rotineiramente para o
diagnostico dessa doenca (KNOWLES, 1997). Trabalhos recentes conseguiram realizar
o0 isolamento do CAEV a partir de amostras de leite de cabras (GOMEZ-LUCIA et al.,
2012; CARDINAUX et al.; 2013). Sabe-se que o isolamento de cepas regionais
contribui para um melhor conhecimento da diversidade genética circulantes desses virus
e pode ainda contribuir para melhorar o controle da doenca (FEITOSA et al., 2011).

Atualmente, as técnicas laboratoriais de biologia molecular vém sendo muito
utilizadas visando o diagnostico precoce das lentiviroses, sendo a PCR uma técnica
muito sensivel, representando uma alternativa na identificacdo de animais com
sorologia negativa ou dubia (RIMSTAD et al., 1993). InUmeras amostras bioldgicas
podem ser utilizadas para a deteccdo do virus pela técnica de PCR, estudos tém
demonstrado a presenca do virus em amostras de liquido sinovial (REDDY et al, 1993),
sangue e leite de animais infectados (RIMSTAD et al., 1993; REDDY et al, 1993).
Estudos recentes tem demonstrado que o leite pode ser utilizado como material
biol6gico pare realizacdo do diagnostico precoce da CAE por meio da técnica de PCR
(BRINKHOF et al, 2010).

A utilizacdo de amostras de leite para o diagndstico da CAE apresenta a
vantagem de uma coleta mais facil e independente de uma mao de obra especializada, o
que torna a realizacdo do exame mais pratica e econémica. Estudos demonstram que
amostras individuais de leite podem ser utilizadas para realizacdo do diagnostico da
CAE pela deteccéo de anticorpos pela técnica de ELISA (MOTHA;RALSTON, 1994) e

que ha uma correlagdo substancial na deteccao de anticorpos entre amostras de sangue e
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de leite, apoiando a hipdtese de que amostras de leite podem ser utilizadas como
alternativa ao diagnostico soroldgico dessa enfermidade (BARQUERO et al, 2011).
Além disso, verifica-se que a aplicacdo da sorologia em combinacdo com a PCR
aumenta potencialmente sensibilidade do diagnostico da CAE. Estudos demonstraram
que a realizacdo de PCR em amostras de leite individual e a granel apresentaram
resultados favoraveis, demonstrando que o leite pode ser utilizado como um substituto
do sangue para realizacdo do diagnostico da CAE. Além disso, a realizagdo da PCR em
um pool de amostras de leite apresenta uma excelente relacao custo beneficio, visto que
ao invés de serem realizados inimeros testes individuais semestralmente seria realizado

0 exame por um pool de amostras de leite de varios animais (BRINKHOF et al, 2010).

2.7 PREVENCAO E CONTROLE

Atualmente ndo se encontra disponivel nenhum tratamento contra a Artrite
Encefalite Caprina (REINA et al., 2009) devendo-se, entdo, recorrer a medidas de
controle eficazes visando impedir a introducdo como também a disseminacdo desse
virus pelo rebanho (CASTRO, 1998). No entanto, apesar da inexisténcia de tratamento,
ARAUJO (2008) ao estudar a atividade antiviral de drogas inibidoras da enzima
transcriptase reversa (lamivudina, estavudina, zidovudina e efavirens), verificou que
estas foram capazes de inibir, in vitro, a replicacdo de Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR). Ainda nesse mesmo estudo, foi avaliada a atividade antiviral dos
extratos de cinamomo (Melia azedarach L.) e nim (Azadirachta indica A. Juss),
verificando-se que estes também inibiram, in vitro, a replicacdo do virus da artrite

encefalite caprina.

O diagnostico precoce dessa doenca é uma importante ferramenta de controle,
visto que permite a separacdo de animais sadios dos portadores do virus, impedindo a
transmissdo horizontal pelo contato direto entre os animais, através de secrecdes e
excrecOes, como fezes, saliva, secrecdes urogenitais e respiratorias (ANDRIOLI et al,
2007).

Além disso, deve-se realizar a separagdo dos recém-nascidos de fémeas
infectadas logo ap6s o nascimento, antes da ingestdo de colostro; manutencdo dos
cabritos em isolamento, alimentando-os artificialmente com colostro de animais

negativos aquecido a 56° C ou colostro artificial; aquisicio de animais
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comprovadamente negativos e oriundos de rebanhos negativos; evitar o uso de sémen
de machos infectados; estabelecer uma ordem de ordenha em rebanhos de caprinos
leiteiros, ordenhando fémeas jovens e negativas antes de fémeas velhas e positivas
(REINA et al., 2009), bem como pode-se recorrer a técnica de transferéncia de embrido
para a obtencdo de crias negativas oriundas de fémeas soropositivas, desde que sejam
seguidas todas as normas sanitarias recomendas (ANDRIOLI et al, 2007).

Quando a prevaléncia for maior do que 30% sugere-se a formacdo de um
rebanho de animais negativos separado dos positivos, de modo a estabelecer o
saneamento da propriedade mediante um rigoroso manejo sanitario de ambos 0s grupos

e da gradativa eliminagdo do grupo dos animais infectados (FRANKE, 1998).
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3 JUSTIFICATIVA

A caprinocultura representa uma atividade pecuaria de importancia mundial,
estando mais concentrada em &reas tropicais ou semidridas. A Artrite encefalite
caprina é considerada uma enfermidade de grande impacto nas criacGes de caprinos,
apresentando significativo impacto na economia, principalmente na regido Nordeste
do Brasil. A ingestdo do leite caprino € a principal forma de transmissdo do Virus da
Aurtrite Encefalite Caprina (CAEV) para 0s pequenos ruminantes.

Apesar disso, os estudos enfatizando o diagnostico e a transmissdo do
CAEV através do leite sdo escassos. A CAE, até o presente momento, ndo dispbe de
vacinas e nem antivirais comercialmente disponiveis, restando como alternativa de
controle dessa enfermidade o seu diagnostico adequado e precoce.

Sabe-se que o isolamento de cepas regionais contribui para um melhor
conhecimento da diversidade genética circulantes desses virus e pode ainda
contribuir para melhorar o controle da doenca.

Desta forma, este trabalho propde realizar o isolamento do virus a partir de
amostras de leite de cabras em um periodo de trinta dias apds a paricéo, a fim de
enfatizar o papel do leite como material bioldgico de grande importancia para a
transmissdo do CAEV para os caprinos de forma a contribuir para prevencdo e

controle dessa enfermidade.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
O Virus da Artrite Encefalite Caprina pode ser isolado de leite de cabras

naturalmente infectadas no periodo de 35 dias do pods-parto através do co-cultivo

primario com membrana sinovial caprina.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

e Isolar o Virus da Artrite Encefalite Caprina em amostras de leite de cabras ap0s

trinta dias da parigéo utilizando o co-cultivo com membrana sinovial caprina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar cabras naturalmente infectadas pela técnica de IDGA, utilizando
amostras de sangue;

e Realizar nested-PCR de amostras de sangue de animais com sorologia
inconclusiva;

e Identificar através de co-cultivo de células do leite de cabras naturalmente
infectadas o virus da Artrite Encefalite Caprina.

o Realizar analise molecular do sobrenadante de cultivo celular para confirmagéo

do isolamento viral.
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CAPITULO 1

Isolamento do Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) em amostra de leite de

cabras naturalmente infectadas.

Isolation of caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) in a sample of milk from goats

naturally infected.

Periddico: Arquivos do Instituto Biologico (Submetido em 09 de Maio de 2013)

27



ISOLAMENTO DO VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV)

EM AMOSTRA DE LEITE DE CABRAS NATURALMENTE INFECTADAS.

ISOLATION OF CAPRINE ARTHRITIS ENCEPHALITIS VIRUS (CAEV) IN A

SAMPLE OF MILK FROM GOATS NATURALLY INFECTED.

Rebeca Cavalcante Marinho®, Maria Fatima da Silva Teixeira®, Gabrielle Rosemblit
Martins®, Igor Ciriaco Barroso®, Rosivaldo Quirino Bezerra Jinior® e Victor Manuel de
Lacerda Freitas®.

L aboratério de Virologia — LABOVIR - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade

Estadual do Ceard (UECE), Av. Paranjana, 1700, 60120-000, Fortaleza, Cear4, Brasil. E-mail:
labovirfavetuece@yahoo.com.br

Resumo O virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) é um Lentivirus que acarreta
enfermidade infecciosa multissistemica e incuravel em caprinos. O leite e o colostro
consistem na principal forma de transmissdo. Este trabalho objetivou isolar o CAEV em
amostra de leite de cabras naturalmente infectadas em um periodo de 30 dias apds
pari¢do. Foram coletadas 13 amostras de leite de cabras positivas para Artrite Encefalite
Caprina (CAE) diagnosticada através da técnica de IDGA. As amostras de leite foram
processadas e o pellet contendo células do leite foi ressuspendido em MEM acrescido
de antibidtico 3%, antifingico 1,5%, soro fetal bovino 10% e glutamina 1%. Foram
distribuidas em placas de cultivo e incubadas a 37°C e 5% de CO, Apo0s trés dias de
cultivo, as células do leite foram avaliadas para realizacdo do co-cultivo. Uma das
amostras apresentou, além das células do leite, fibroblastos oriundos da propria glandula
mamaria e ap6s cinco dias do cultivo surgiu efeito citopatico (ECP). O sobrenadante do
cultivo celular foi coletado para realizacdo da Nested-PCR e a placa foi corada pelo
Giemsa para melhor visualizacao do efeito citopatico. As demais amostras apresentaram
contaminacéo bacteriana e foram descartadas. O resultado da Nested-PCR realizada foi
positivo para presenca do DNA pro-viral, confirmando o isolamento viral. Podemos
concluir que o CAEV pode ser isolado a partir de amostras de leite caprino,
considerando a possibilidade de transmissdo no periodo de um més apo6s da paricdo
onde o virus foi isolado por cultivo e por PCR.

Palavras Chave: Cultivo celular, fibroblastos, sincicio, Nested-PCR.
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Abstract: The Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) is a lentivirus that causes
multisystem infectious and incurable disease in goats. The milk and colostrum consist
of the main form of transmission. This study aimed to isolate CAEV in milk sample
from naturally infected goats. We collected 13 samples of milk from goats proved
positive for caprine arthritis encephalitis (CAE) through the AGID. The samples were
processed and the pellet containing milk cells was resuspended in MEM supplemented
with 3% antibiotic, antifungal 1,5%, 10% fetal bovine serum and 1% glutamine. Were
distributed into culture plates and incubated at 37°C and 5% CO,. After three days of
cultivation, the milk cells were evaluated for realization of co-cultivation. One of the
samples had, in addition to milk cells, fibroblasts derived from the mammary
gland. After five days of cultivation, the sample that contained fibroblasts and milk cells
showed cytopathic effect characteristic of syncytium. The supernatant was collected for
the growing realization of the nested PCR and the plate was stained for better
visualization of cytopathic effect (CPE). The other samples showed bacterial
contamination and were discarded. The result of nested PCR performed was positive for
the presence of proviral DNA, confirming the viral isolation. Thus, we conclude that the
CAEV can be isolated from goat milk samples, given a greater possibility of
transmission within one month after calving where the virus has been isolated by culture
and PCR.

keywords: Cell culture, fibroblasts, syncytium, nested-PCR.

INTRODUCAO

A artrite-encefalite caprina (CAE) é uma enfermidade infecciosa,
multissistémica, incuravel e de carater crénico que acomete caprinos (CORK et al.,
1974; LARA et al., 2005). Essa enfermidade é causada pelo virus da Artrite Encefalite
Caprina (CAEV), um RNA virus, ndo oncogénico, pertencente a familia Retroviridae e
género Lentivirus (ICTV, 2011). Esse virus acomete as articulagfes, pulmdes e glandula
mamaria de caprinos adultos e pode afetar o sistema nervoso central de animais jovens
(NARAYAN et al., 1983; FRANKE,1998; LECHNER et al., 1997).

A principal via de transmissdo do CAEV é através da ingestdo de colostro ou
leite contaminado, bem como devido ao contato prolongado entre os animais por meio
da inalacdo de aerossois (ROWE; EAST, 1992, BLACKLAWS, 2012). A transmissao

também pode ocorrer por via intra-mamaria durante o processo de ordenha, quando o
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equipamento esta contaminado pelo leite de animais infectados (EAST et al, 1993), e foi
verificado a ocorréncia da transmissdo do CAEV por inseminagdo artificial com a
utilizacdo de sémen artificialmente infectado (SOUZA et al., 2013).

Existem indmeros métodos laboratoriais que auxiliam no diagnostico dessa
enfermidade, dentre eles, imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), isolamento do virus
por co-cultivo celular e reacdo em cadeia de polimerase (PCR). O isolamento e
identificacdo do virus por meio do cultivo de tecido, incluindo a explantacéo de tecidos
articulares, pulmonares, do sistema nervoso e de glandula mamaria; e o co-cultivo em
células de membrana sinovial de cultivo primario caprino com células sanguineas,
colostro, leite, lavado bronquio-alveolar e liquido cerebrospinal representa um
diagndstico determinante (CORK; NARAYAN, 1980; HOTZEL et al., 1993).
Diferentes amostras de LVPR tém sido isoladas e caracterizadas em diversos estados
brasileiros (MARCHESIN et al., 1998; CASTRO et al., 1999; RAVAZZOLO et al.,
2001). O isolamento de cepas regionais contribui para um melhor conhecimento da
diversidade genética circulantes desses virus e pode ainda contribuir para melhorar o
controle da doenca (FEITOSA et al., 2011).

Sabe-se que o leite caprino é composto por células somaticas, representadas por
células de defesa que o organismo animal remete ao Ubere em resposta a uma injdria de
natureza fisica, quimica ou infecciosa, além de células epiteliais de descamacdo do
epitélio mamario (MAGALHAES, 2005). Sendo assim, é possivel a realizacdo do
isolamento e identificacdo do CAEV por meio do co-cultivo de células presentes no
leite e no colostro com células de membrana sinovial de cultivo primério caprino
(CORK; NARAYAN, 1980; HOTZEL et al., 1993).

Verificando a importancia do leite como meio de transmissdo do CAEV para 0s
animais recém-nascidos, o objetivo desse trabalho foi realizar o isolamento do virus da
CAE por cultivo celular através do leite de cabras naturalmente infectadas em um
periodo de trinta dias ap0s a parigéo.

Material e Métodos
Animais e amostras de leite

Todos os caprinos incluidos neste estudo foram obtidos de uma propriedade
localizada em Aquiraz-CE.
Inicialmente, os animais foram submetidos a uma avaliagdo soroldgica

utilizando Kits comerciais de IDGA (imunodifusdo em gel de agarose) da Biovetch ®
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de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os animais que nao foram positivos ou
demonstraram resultado dubio neste teste, foram submetidos ao diagndéstico pela técnica
de Nested-PCR.

Para coleta do sangue para realizacdo da PCR foram utilizados tubos
vacutainer® estéreis com heparina. Para extracdo do DNA dos leucdcitos do sangue, as
amostras foram centrifugadas a 1500g por 10 minutos. A capa de leucécitos foi coletada
e transferida para eppendorfs® de 1,5 pL contendo 500 pL de TE (10 mM Tris, 1 mM).
O material foi centrifugado em microcentrifuga a 2700g durante 5 minutos para
obtencdo do pellet, em seguida o sobrenadante foi descartado e a operacao foi repetida.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampé&o K (10mM de Tris
HCI pH 8,0; 50mM de KCI; 2mM de MgCl,; 0,5% de Tween 20; 100pug/mL de
proteinase K= 0,1pg/uL). As amostras foram agitadas em vortex, incubadas a 56°C
durante 45 minutos e posteriormente submetidas a fervura a 96°C durante 10 minutos. O
material foi armazenado a 4°C até a realizagdo da Nested-PCR (CALDAS et al., 2000).

Do total de animais avaliados, treze fémeas positivas foram selecionadas durante
o0 periodo gestacional. No periodo de lactacdo, apds trinta dias da paricéo, o leite dessas
fémeas foi coletado de forma asséptica na primeira ordenha do dia, desprezando os trés
primeiros jatos, sendo coletados em tubos Falcon® de propileno de 50 mL.

O leite foi aliquotado em tubos Falcon® de propileno de 10 mL e
posteriormente centrifugado a 1500 g durante dez minutos. Para retirada da gordura foi
utilizado papel toalha e solucdo salina para ressuspender o pellet. O material foi
centrifugado por duas vezes e novamente lavado com solucdo salina (Adaptado de
Brinkhof et al., 2010).

A fim de enumerar e avaliar a viabilidade celular foi utilizada a contagem
manual em camara de Neubauer, sendo as células previamente coradas com o corante

vital Azul de Tripan.
Cultivo celular

Apds o procedimento de contagem, as células foram distribuidas em microplacas
de 24 pogos na concentragdo de 10° células por mL em MEM acrescido de antibiético

3%, antiflingico 1,5%, soro fetal bovino 10% e glutamina 1% e mantidas a 37°C e 5%
de CO, (ABREU et al, 1998).

31



Ap0s 24 horas, foi realizada uma troca de meio, mantendo a mesma composicao,
e as células do leite foram mantidas, por trés dias em estufa & 37°C e 5% de CO,. Apos
esse periodo, as células do leite foram avaliadas para realizagdo do co-cultivo com
células de membrana sinovial ovina (MSO) antes deste procedimento foi possivel
verificar que uma das amostras apresentou, além de células do leite, fibroblastos
oriundos da prépria glandula mamaria.

A amostra contendo células do leite e fibroblastos foi observada periodicamente
ao microscopio invertido para verificar a presenca de efeito citopatico (ECP), sendo a
formacdo de sincicios caracteristico da infeccdo por lentivirus caprino (ASSO et al.,
1990).

Ao final de cinco dias de observagdo, foram coletadas as amostras do
sobrenadante do cultivo celular e congeladas a -20° C e a placa foi corada com Giemsa

para melhor visualizacdo do ECP.

Nested-PCR

O sobrenadante de cultivo celular foi colhido e conservado a -20° C para
posterior realizacdo da extracdo do DNA pro-viral. Uma aliquota de um mL desse
material foi centrifugada a 2000 g por 5 minutos e o pellet obtido foi ressuspendido em
500 pL de PBS e centrifugado a 2000g por 5 minutos. Apds essa lavagem, um mL de
tampdo hipertdnico (Tris-HCI, MgCl,, Sacarose) foi acrescido ao pellet obtido por dois
minutos a temperatura ambiente seguido por centrifugacdo a 15009 por 10 minutos. O
DNA celular foi extraido utilizando-se 125 pL de tampédo de PCR (Tris-HCI, KCI,
MgCl,,Glicerol, Tween 20) sendo o0 material incubado a 56° C por 60 minutos com 2,5
puL de proteinase K em banho-maria. A proteinase K foi desnaturada a 95° C por 10
minutos. O DNA extraido foi estocado inicialmente a 4° C durante 24 horas, e
posteriormente armazenado a -20° C até sua utilizacdo (Adaptado de CASTRO, 1998).

Para deteccdo do DNA pro-viral foi realizada a Nested-PCR utilizando primers
para a regido gag, sendo realizada em duas etapas de amplificagdo. Os primers
utilizados para amplificar esse gene foram desenhados de acordo com Saltarelli et al.
(1990). Os primers externos GEX5 (5’-CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3’) ¢
GEX3 (5’-TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) foram utilizados na primeira
amplificagéo, e 0S primers internos GINS (5°-
GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3) e GIN3 (5°-
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ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC- 3°) foram utilizados na segunda
amplificagéo.

A amplificacdo foi realizada utilizando-se o termociclador (Biocycler®) sob as
seguintes condicOes: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos, seguido de
desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento dos primers a 56°C por um minuto e
extensdo do DNA a 72°C por 45 segundos com extensdo final a 72°C por sete minutos.
O primeiro e o segundo round da PCR foram realizados em 35 ciclos sob as mesmas
condicdes anteriormente descritas.

Para cada amplificacdo, foram utilizados controle positivo e negativo de
Amostra CAEV-Co em paralelo com as amostras. Apos, a amplificacdo os produtos da
PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etidio em tampdo TBE (Tris-borato-EDTA) 1X. Esse experimento foi aprovado pela
Comisséo de Etica para Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara sob o
namero de protocolo 10130900-7/32.

Resultados e Discussao

Sabe-se que o isolamento e identificacdo do virus por meio do co-cultivo células
de membrana sinovial em células do sangue, colostro, leite e liquido cerebroespinhal
representa um diagnéstico determinante (CORK; NARAYAN, 1980; HOTZEL et al.,
1993). No presente trabalho foi obtido resultado similar de isolamento de células do
leite co-cultivadas com fibroblastos de acordo com o descrito por Cork; Narayan
(1980), com a diferenca que os fibroblastos foram oriundos da prépria glandula
mamaria do animal, demonstrando a concordancia de resultados.

Apbs realizacdo do cultivo de células do leite, 12 amostras apresentaram
contaminagdo bacteriana e devido a isso ndo foi possivel a realizagdo do isolamento
viral, corroborando com Cardinaux et al. (2013) que ao tentar realizar isolamento de
CAEV a partir de amostras de leite de cabras também perdeu algumas amostras devido
contaminagdo bacteriana que pode estar relacionada a uma mastite subclinica nos
animais.

No entanto, foi possivel observar ECP caracteristico de sincicio na amostra
referente ao animal 078 que continha células do leite e fibroblastos oriundos da prépria
glandula mamaria, que foi visualizado apds cinco dias de cultivo (Fig. 01). Este fato

estd de acordo com o descrito por Gomez-Lucia et al. (2012) e Cardinaux et al. (2013)
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que conseguiram realizar o isolamento do CAEV a partir de amostras de leite de cabras,
sendo que este ultimo observou a ocorréncia de efeitos citopaticos em células de
membrana sinovial caprina.

A amostra de leite do animal 078 foi coletada 35 dias ap0s a pari¢do, enquanto
no trabalho realizado por Cardinaux et al. (2013) as amostras de leite foram coletadas
um dia ap0s a paricdo, e o de Gomez-Lucia et al. (2012) foi coletado no segundo quarto
da lactacdo, demonstrando que o virus esta sendo eliminado pela glandula mamaria em
diferentes etapas da lactagéo.

Sabe-se que a maioria das cabras infectadas pelo CAEV ¢é suscetivel a
colonizagdo viral da glandula mamaria, visto este ser um 6rgdo-alvo do patdgeno
(LERONDELLE et al., 1988). Adicionalmente, sabe-se que o leite caprino é composto
por células somaticas, representadas por células de defesa que o organismo animal
remete ao Ubere em resposta a uma injuria de natureza fisica, quimica ou infecciosa,
além de células epiteliais de descamacéo do epitélio mamario (MAGALHAES, 2005) e
Miselli-Lakhal et al. (1999) demonstraram que as células epiteliais do leite s&o
altamente permissivas a infec¢do por CAEV in vitro.

O diagndstico soroldgico de animais infectados por CAEV pela técnica de IDGA
é amplamente utilizada, sendo a técnica recomendada pela OIE (2006), no entanto
alguns animais podem apresentar baixos titulos de anticorpos, soroconversdo tardia, ou
ainda reacdes intermitentes de soropositividade e soronegatividade (CLAVIO;
THORSEN, 1996; HANSON; HYDBRING; OLSSON, 1996). Corroborando com o
relatado, o animal 078 apresentou resultado dubio para o IDGA, enquanto apresentou-se
positivo para PCR com amostra de sangue e isolamento por cultivo celular, o que
confirma a necessidade de investimento em técnicas laboratoriais mais especificas para
diagnostico preciso dessa enfermidade. Na tabela 1, é possivel visualizar os resultados
dos testes de IDGA, a reacdo de cadeia em polimerase de amostras sanguineas bem

como o cultivo de células do leite.

Tabela 1. Resultado da avaliacdo dos animais pelas técnicas de IDGA, PCR de amostras
sanguineas e cultivo celular.

Animal IDGA PCR sangue | Cultivo celular
055 Inconclusivo + -
060 + %] -

34



062 + %] -
069 + %) -
071 + 1] -
074 + %] -
077 + %] -
078 Inconclusivo + +
079 Inconclusivo + -
089 Inconclusivo + -
091 Inconclusivo + -
092 Inconclusivo + -
093 + %) -

@ —Nao foi realizada PCR de amostra sanguinea

A confirmag&o da presenca do DNA pro-viral na amostra do cultivo foi realizada
pela amplificagdo do DNA pro-viral de CAEV, através de Nested-PCR que detectou a
presenca fragmento de do gene gag no sobrenadante de cultivo celular na amostra
referente ao animal 078 (Fig. 02). Da mesma forma, Gomez-Lucia et al. (2012) e
Cardinaux et al. (2013) confirmaram o isolamento viral realizando PCR das amostras de
sobrenadante de cultivo celular. Sabe-se que, futuros estudos de caracterizagdo
molecular das amostras virais isoladas poderdo ajudar a desenvolver testes de
diagnosticos mais sensiveis. Esse trabalho permitira em breve, estudar a caracterizagdo
molecular do genoma do virus isolado, através da analise de seus diferentes genes
estruturais, comparar com outras sequencias virais isoladas e identificar cepas regionais
circulantes.

O primeiro relato de isolamento de lentivirus de pequenos ruminantes realizado
no Brasil ocorreu no Rio Grande do Sul (MOOJEN, et al., 1986). Na regido nordeste do
pais o isolamento viral foi realizado na Bahia (TIGRE et al., 2006), no Ceara
(FEITOSA et al., 2010) e no Rio Grande do Norte (FEITOSA et al., 2011). O
isolamento de cepas regionais contribui para um melhor conhecimento da diversidade
genética desses virus (FEITOSA et al., 2010).

35



Sabe-se que o CAEV tem maior probabilidade de estar presente no leite no
periodo proximo a paricdo, mas este trabalho permite concluir que o CAEV pode ser
isolado a partir de amostras de leite caprino em um periodo de trinta dias apds a parigdo

onde o virus foi isolado por cultivo e por PCR.

Figura 1 Efeito citopatico de Figura 2. Deteccdo do DNA
formacdo de sincicio em fibroblasto pré-viral do CAEV na
de glandula maméria de animal amostra de sobrenadante de
positivo para infeccao por CAEV. cultivo celular referente ao

animal 078. Linha 1
corresponde ao marcador
molecular 100pb, linha 2
controle negativo, linha 3
controle positivo e linha 4
amostra positiva.
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6 CONCLUSAO

O CAEV pode ser isolado a partir de amostras de leite caprino em um periodo
superior a trinta dias da pari¢cdo, confirmando a importancia do leite como meio de

transmisséo em diferentes etapas da lactacao.
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7 PERSPECTIVAS

A constatacdo da presenca do Virus da Artrite Encefalite Caprina em
amostra de leite coletada ap6s cerca de um més da parigdo, reforca a necessidade de
implantacdo de medidas de prevencdo e controle dessa enfermidade no periodo de
pos-parto, conforme indicado entre medidas profilaticas, e no periodo de lactacédo
subsequente.

A andlise e o isolamento do CAEV no leite, no periodo do pds-parto de
cabras, permite acompanhar o periodo de transmissibilidade, e possibilitam estudos
sobre a carga viral, volume e tempo de dissemina¢édo do virus.

O isolamento viral por meio do cultivo celular tem como potencial a
realizacdo de estudos mais aprofundados visando o sequenciamento viral, com
intuito de identificar e diferenciar as distintas cepas virais circulantes, permitindo um
maior conhecimento sobre o virus que causa enfermidade entre as regides, bem como

sobre o potencial patogénico dessas cepas nos animais.

43



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, S. R. O.; CASTRO, R. S.; NASCIMENTO, S. A.; SOUZA, M. G. Produgéo
de antigeno nucleoprotéico do virus da artrite-encefalite caprina e comparagdo com o do
virus Maedi-Visna para utilizacdo em teste de imunodifusdo em agar gel. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, Rio de Jnaeiro, v. 18, n. 2, p. 57-60, 1998.

ALl AL AHMAD, M.Z., FIENI, F., PELLERIN, J.L., GUIGUEN, F., CHEREL, Y.,
CHATAGNON, BOUZAR, A.B., CHEBLOUNE, Y. Detection of viralgenomesof
caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) in semen and genital tract tissues of male
goat. Theriogenology 69, 473-480. 2008.

ALMEIDA , AM.R e LIMA, J.A.A. Principios e técnicas de diagnose em fitovirologia.
Publicagdo SBF, Brasilia/Fortaleza, 186 p. 2001.

ALVES, F. S. S.; PINHEIRO, R. R. Presenca da Artrite Encefalite Caprina a Virus
(CAEV) no Estado do Maranhdo. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 25, 1997. Gramado-RS. Anais... Gramado: 1997, p. MVP 008.

ANDRIOLI, A., GOUVEIA, A.M.G., PINHEIRO, R.R., ROCHA, M.A., MARTINS,
A.S., SANTOS, D.O. Deteccdo do DNA pro-viral do lentivirus caprino em sémen de
bodes naturalmente infectados. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal. 23, 420421,
1999.

ANDRIOLI, A., PINHEIRO, R.R.; GOUVEIA, A.M.G., SOUZA, K.C., SANTOS,
D.O. Controle da Artrite Encefalite Caprina através do uso de Tecnologias Reprodutivas
Aplicadas as fémeas. Comunicado Técnico, 86, EMBRAPA-Sobral - CE, 2007.

ARAUJO, S. A. C. Avaliacdo in vitro da atividade antiviral de produtos sintéticos e
naturais contra lentivirus de pequenos ruminantes. 2008. 149 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza, 2008.
BANDEIRA, D.A.; CASTRO, R.S.; AZEVEDO. E.O.; MELO. L.S.S.; MELO. C.B.
Caracteristicas de Produgdo da Caprinocultura Leiteira na Regido do Cariri na Paraiba.
Ciéncia Veterinaria dos Tropicos., Recife-PE, v.10, n.1,p.29-35. 2007.

BANDEIRA, D.A.; CASTRO, R. S.; AZEVEDO, E.O.; MELO, L. S. S.; MELO, C. B.
Seroprevalence of Caprine Arthritis—Encephalitis Virus in goats in the Cariri region,
Paraiba state, Brazil. The Veterinary Journal, v. 180, n. 3, p. 399-401, 2009.

44



BARQUERO, N.; ARJONA, A.; DOMENECH, A.; TOURAL, C.; DE LAS HERAS,
A.; FERNANDEZ-GARAYZABAL, J.F.; RUIZ-SANTA QUITERIA, J.A.; GOMEZ-
LUCIA, E. Diagnostic performance of PCR and ELISA on blood and milk samples and
serological survey for small ruminant lentiviruses in central Spain. Veterinary Record,
168, 20. 2011.

BATISTA, M. C. S.; DE CASTRO, R. S.; CARVALHO, F. A. A,; CRUZ, M. S. P,
SILVA, S. M. M. S.; REGO, E. W.; LOPES, J. B. Anticorpos anti-Lentivirus de
pequenos ruminantes em caprinos integrantes de nove municipios Piauienses. Ciéncia
Veterinaria nos Tropicos, v.7,n 2 e 3, p. 75— 81, 2004.

BLACKLAWS, B. A.; E. BERRIATUA; S. TORSTEINSDOTTIR; N. J. WATT; D.
DE ANDRES; D. KLEIN; G. D. HARKISS. Transmission of small ruminant
lentiviruses. Veterinary Microbiology., v. 101, n. 3, p. 199-208, 2004.

BRANDAO, S.C.C; MATEDI, M.A.L; CARDOSO, M.G.L.O. Alergia e Intolerancia ao
Leite de Vaca. Artigo Académico, Departamento de Tecnologia de Alimentos.
Universidade Federal de Vigosa. 2003.

BRASIL, Ministério da Agricultura. Instrucdo Normativa n°® 37 de 31 de outubro de
2000. Regulamento técnico de producdo, identidade e qualidade de leite de cabra.
Diéario Oficial da Unido, Brasilia, p. 23, 8 nov. 2000. Secdo 1.

BRINKHOF, J. M.; HOUWERS, D. J.; MOLL, L.; DERCKSEN, D.; VAN MAANEN,
C. Diagnostic performance of ELISA and PCR in identifying SRLV-infected sheep and
goats using serum, plasma and milk samples and in early detection of infection in dairy
flocks through bulk milk testing. Veterinary Microbiology, v.142, p.193-8, 2010.

BURKALA, E. J.; NARAYANI, I.; HARTANINGSIH, N.; KERTAYADNYA, G,
BERRYMAN, D. I.; WILCOX, G. E. Recombinant Jembrana disease virus proteins as
antigens for the detection of antibody to bovine lentiviruses. Journal of Virological
Methods, v. 74, n. 1, p. 39-46, 1998.

CARDINAUX, L.; ZAHNO, M-L; DEUBELBEISS, M.; ZANONI, R.; VOGT, H-R;
BERTONI, G. Virological and phylogenetic characterization of attenuated small
ruminant lentivirus isolates eluding efficient serological detection. Veterinary
Microbiology, 162, 572-581, 2013.

CASTRO, R. S.; AZEVEDO, E. O.; TABOSA, |.; NASCIMENTO, S. A.; OLIVEIRA,
M. M. M. Anticorpos para o Virus da Artrite-Encefalite Caprina em animais sem raga
definida (SRD) de abatedouros dos estados de Pernambuco e Paraiba. Ciéncia
Veterinaria nos Tropicos, v. 5, n. 2-3, p.121-123, 2002.

45



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

CASTRO, R. S.; NASCIMENTO, S. A.; ABREU, S. R. O. Evidéncia soroldgica de
infecgdo pelo virus da artrite-encefalite caprina em caprinos leiteiros do Estado de
Pernambuco. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.46, n. 5, p.
571-572,1994.

CLEMENTS, J. E. and PAYNE, S. L. Molecular basis of the pathobiology of
lentiviruses. Virus Research, 32, 97-109, 1994.

CORK, L. C. E.; NARAYAN, O. The pathogenesis of viral leukoencephalomyelitis-
arthritis of goats. 1. Persistent viral infection with progressive patologic changes.
Laboratory Investigation, v.42, p.596-602, 1980

CORK, L. C.; HADLOW, W. J.; CRAWFORD, T. B.; GORHAM, J. R,; PIPER, R. C.
Infectious leukoencephalomyelitis of young goats. Journal Infeccious Disease, v. 129,
n.2, p.134-141, 1974.

CRAWFORD, T. B.; ADAMS, D. S.; CHEEVERS, W. P.; CORK, L. C. Chronic
Arthritis in Goats Caused by a Retrovirus. Science, v. 207, n.4434, p. 997-999, 1980.

CRAWFORD T.B. & ADAMS D.S. Caprine arthritis-encephalitis: clinical features and
presence of antibody in selected goat populations. Journal of the American Veterinary
Medical Association, v. 178, p.713-719, 1981.

CRUZ, J.C.M., GOUVEIAA, AM.G,, SOUZA, K.C., BRAZ, G.F., TEIXEIRA, B.M.,
HEINEMANNA, M.B., LEITE, R.C., REIS, J.K.P., PINHEIRO, R.R., ANDRIOLLI, A.
Caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) detection in semen of endangered goat
breeds by nested polymerase chain reaction. Small Ruminant Research, 85, 149-152,
2009.

DANTAS, T. V. M.; ARAUJO, S. A. C.; PINHEIRO, R. R.; ARAGAO, M. A. C.;
SILVA, J. B. A,; RICARTE, A. R. F.; RIBEIRO, A. L.; TEIXEIRA, M. F. S.
Desenvolvimento e padronizagdo de um ELISA indireto para Diagnostico de Maedi
Visna em ovinos. Ciéncia Animal Brasileira, v. 9, n. 1, p. 181-187, 2008.

46


http://www.nature.com/labinvest/
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CDsQFjAA&url=http%3A%2F%2Favmajournals.avma.org%2Floi%2Fjavma%2F&ei=HDEtUP3mLMie6gHX8IHQAg&usg=AFQjCNGHrzblLWZuKrAE52otL11wIhFwcw&sig2=h1mdDsJXpef5eUNfKK_QxA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CDsQFjAA&url=http%3A%2F%2Favmajournals.avma.org%2Floi%2Fjavma%2F&ei=HDEtUP3mLMie6gHX8IHQAg&usg=AFQjCNGHrzblLWZuKrAE52otL11wIhFwcw&sig2=h1mdDsJXpef5eUNfKK_QxA

EAST, N.E., ROWE, J.D., DAHLBERG, J.E., THEILEN, G.H., PEDERSEN, N.C.
Modes of transmission of caprine arthritis-encephalitis virus infection. Small Ruminant
Research. v. 10, p.251-262, 1993.

FEITOSA, A.L.V.L.; TEIXEIRA, M.F.S.; PINHEIRO, R.R.; CUNHA, R.M.S. dg;
LIMA, J.P.M.S.; ANDRIOLO, A.; DANTAS, T.V.M.; MELO, V.S.P. de; PINHEIRO,
D.C.S. Phylogenetic analysis of small ruminant lentiviruses from Northern Brazil. Small
Ruminant Research, v.94, n.1/3, p.205-209, 2010.

FEITOSA, ALL\V.L.; TEIXEIRA, M.F.S.; PINHEIRO, R.R. ; PINHEIRO, AA,
AZEVEDO, D.A.A.; ALVES, S.M. Primeiro isolamento de Lentivirus de Pequenos
Ruminantes em caprino naturalmente infectado em rebanho do Rio Grande Do Norte,
Brasil. Arquivos do Instituto Biologico., Sdo Paulo, v.78, n.4, p.501-505, out./dez.,
2011.

FRANKE, C. R. Controle sanitario da artrite-encefalite caprina. Salvador: EDUFBA, p.
70, 1998.

GONDA, M. A,; BRAUM, M. J.; CLEMENTS, J. E.; PYPER, J. M.; WONGSTAAL,
F.; GALLO, R. C.; GILDEN, R. V. Human T-cell lymphotropic virus type Il shares
sequence homology with a family of pathogenic lentiviruses. Proceedings National
Academy Science. USA, v. 83, p. 4007-4011, 1986.

GOMEZ-LUCIA, E., ET AL. Diversity of caprine arthritis—encephalitis virus promoters
isolated from goat milk and passaged in vitro. The Veterinary Journal, 2012.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2012.10.023.

GREGORY, L.; BIRGEL, E.H.J.; LARA, M.C.S.S.H; ANGELINI, M.; ARAUJO,
W.P.; RIZZO, H.; MAIORKA, P.C.; CASTRO, R.S.; KIRALY, A.C.M.; BENESI, F.J,;
BIRGEL, E.H. Clinical features of indurative mastitis caused by caprine arthritis
encephalitis virus. Brazilian Journal of Veterinary Pathology. 2 (2), 64-68, 2009.

HAENLEIN, G.F.W. Goat milk in human nutrition. Small Ruminant Research. 51:154-
163, 2004.

HOLANDA JUNIOR, E. V. Sistemas de producdo de pequenos ruminantes no semi-
arido do nordeste do Brasil. Sobral, CE: Embrapa Caprinos, 2006. 53 p. (Série
Documentos, 66).

HOTZEL, I.; BASTOS, E.D., RAVAZZOLO, A.P.; MOOIJEN, V. Caprine
arthritisencephalitis virus - isolation and identification in Rio-Grande-do-Sul, Brazil.
Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.26, n.11, p.1175-1179, 1993.

47



HUSO, D.L.; NARAYAN, O.; HART, G.W. Sialic Acids on the Surface of Caprine
Anrthritis-Encephalitis Virus Define the Biological Properties of the Virus. Journal of
Virology, v. 62, n.6, p.1974-1980, 1988.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Producdo da
Pecuéria Municipal, 2010. Disponivel em:
<ww.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/.../2010/ppm2010.pdf> acesso em: 27 de
junho de 2012.

ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Disponivel em:
< http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/ICTVdB//00.061.1.06.007.htm..> Acesso em 05
julho 2012.

JOAG, S. V., STEPHENS, E. B, NARAYAN, O. Lentiviroses. In: FIELDS, M. D. &
KNIPE, D. M. Fields Virology, 3a Ed. New York: Raven Press, 1996. p.1977-1996.

KNOWLES, D. P. Laboratory diagnostic test for Retrovirus infections of small
ruminants. Veterinary Clinics of North American: Food Animal Practice, v. 13, n.1, p.
1-11, 1997.

LARA, M.C.C.S.H.; BIRGEL JUNIOR, E.H.; GREGORY, L.; BIRGEL, E.H. Aspectos
clinicos da artrite-encefalite dos caprinos. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, v.57, n.6, p,736-740, 2005.

LECHNER, F., VOGT, H.R., SEOW, H.F., BERTONI, G., CHEEVERS, W.P., VON
BODUNGEN, U., ZURBRIGGEN, A., PETERHANS, E. Expression of cytokine
MRNA in lentivirus-induced arthritis. American Journal of Pathology, v.151, p.1053-
1065, 1997.

LERONDELLE C. 1988. Mammary infection caused by Caprine Arthritis Encephalitis
Virus (CAEV). Sci. Vét. Méd. Comp., v. 90, p.139-143, 1988.

MADRUGA, C. R.; ARAUJO, F. R.; SOARES, C. O. Principios, padronizacio e
validacdo de provas soroldgicas. In: MADRUGA, C. R.; ARAUJO, F. R;
SOARES, C. O. Imunodiagnostico em medicina Veterinaria. Campo Grande:
EMBRAPA gado de corte (Campo Grande- Mato Grosso do Sul- Brasil), p.145-175,
2001.

MAGALHAES, A.C.M.; Obtencdo higiénica e parametros de qualidade do leite de
cabra. Artigo Técnico. Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Zootecnia —
Setor de Caprinos. 2005. Disponivel em:
<http://www.cpd.ufv.br/dzo/caprinos/info_tec.htm> acesso em: 07 de Agosto de 2012.

48


http://www.cpd.ufv.br/dzo/caprinos/info_tec.htm

MELO, C. B.; DE CASTRO, R. S.; OLIVEIRA, A. A.; FONTES, L. B.; CALLADO,
A. K. C.; NASCIMENTO, S. A. Estudo preliminar sobre a infec¢éo por lentivirus de
pequenos ruminantes em ovinos e caprinos de Sergipe. In: CONGRESSO
LATINOAMERICANO DE BUIATRIA, 5°, Salvador. Anais... Salvador: SBB, 2003,
p.47-48.

MOOJEN, V.; SOARES, H. C.; RAVAZZOLO, A. P.; PIZZOL, M.; GOMES, M.
Evidéncia de infeccdo pelo lentivirus (Maedi/Visna - Artrite Encefalite Caprina) em
caprinos no Rio Grande do Sul, Brasil. Arquivos da Faculdade de Medicina Veterinaria
da UFRGS, v. 14, p.77-78, 1986.

MOTHA, M.X., RALSTON, J.C., 1994. Evaluation of ELISA for detection of
antibodies to CAEV in milk. Veterinary Microbiology. 38 (4), 359-367.

MSELLI-LAKHAL, L.; GUIGUEN, F.; FORNAZERO, C.; DU, J.; FAVIER, C,;
DURAND, J.; GREZEL, D.; BALLEYDIER, S.; MORNEX, J.F.; CHEBLOUNE, Y.
Goat milk epitelial cells are highly permissive to CAEV infection in vitro. Virology,
259, 67-73, 1999.

NARAYAN, O. Lentiviruses are etiological agents of chronics diseases in animals and
acquired immunodeficiency syndrome in humans. Canadian Journal of Veterinary
Research, v. 54, n. 1, p. 42-48, 1990.

NARAYAN, O. e L. C. CORK. Lentiviral diseases of sheep and goats: chronic
pneumonia leukoencephalomyelitis and arthritis. Reviews of infectious diseases., v. 7, n.
1, p. 89-98, 1985.

NARAYAN O., KENNEDY-STOSKOPF S., SHEFFER D., GRIFFIN D.E. &
CLEMENTS J.E. Activation of caprine arthritis-encephalitis virus expression during
maturation of monocytes to macrophages. Infection and Immunity., v. 4, p.67-73, 1983.

NARAYAN, O.; CLEMENTS, J. E.; STRANBERG, J. D.; CORK, L. C.; GRIFFIN, D.
E. Biological characterization of virus causing leukoencephalitis and arthritis in goats.
The Journal of General Virology, v 50, p.69-79, 1980.

OIE. Manual de testes diagndsticos e vacinas para animais terrestre, 2006.
Disponivel em: <http://www.oie.int>. Acesso em: 12 Agosto, 2012.

49



PEPIN, M.; VITU, C.; RUSSO, P.; MORNEX, J. F.; PETERHANS, E. Maedi-visna
virus infection in sheep: a review. Veterinary Research, v. 29, n.3-4, p.341-367, 1998.

PINHEIRO, R.R.; GOUVEIA, AM.G.; ALVES, F.S.F.; ANDRIOLI, A. Perfil de
propriedades no estado do Ceara relacionado a presenca do lentivirus caprino. Ciéncia
Animal, v.14, n.1, p.29-37, 2004.

PINHEIRO, R. R.; CHAGAS, A. C. S.; ANDRIOLI, A.; ALVES, F. S. F. Viroses de
pequenos ruminantes. Sobral, CE: Embrapa Caprinos, 2003. 30 p. (Série Documentos,
46).

PINHEIRO, R. R. Virus de Artrite Encefalite Caprino: Desenvolvimento e
padronizacdo de ensaios imunoenzimaticos (ELISA e Dot-Blot) e estudo
epidemiolégico no Estado do Ceard. Belo Horizonte: UFMG, 2001. 115p. Tese
(Doutorado)- Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais.

PINHEIRO, R.R.; EGITO, AS.; SANTA ROSA, J.; PINHEIRO, A.A. Artrite
Encefalite Caprina Viral (CAEV). Sobral- CE, EMBRAPA-CNPC, 5p., (EMBRAPA-
CNPC. Comunicado Técnico,19), 1989.

QUINN, P. J.; MARKEY, B. K.; CARTER, M. E.; DONNELLY, W. J.; LEONARD,
F.C. Microbiologia Veterinaria e doencas infecciosas. Sdo Paulo: Artmed, p. 356, 2005.

REDDY, P. G.; SAPP, W. J.; HENEINE, W. Detection of caprine arthritis-encephalitis
virus by polymerase chain reaction. Journal of Clinical Microbiology, v. 31, n. 11, p.
3042-3, 1993.

REINA, R.; BERRIATUA, E.; LUJAN, L.; JUSTE, R.; SANCHEZ, A.; ANDRES, D,;
AMORENA, B. Prevention strategies against small ruminant lentiviruses: Na update.
The Veterinary Journal, Maryland Heights, v. 182, p. 31-37, 2009.

REISCHAK, D. Lentivirus de pequenos ruminantes: imunofluorescéncia utilizando
isolados brasileiros para diagnosticar sorolégico de infeccdo em ovinos e caprinos.
Porto Alegre, 2000. Dissertacdo de Mestrado- Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, 132p., 2000.

REISCHAK, D.; RAVAZZOLO, A.P.; MOOJEN, V. Imunofluorescéncia utilizando
isolados brasileiros no diagnoéstico sorologico de infec¢do por lentivirus em caprinos.
Pesquisa Veterinaria Brasileria. 22(1):7-12, jan./mar. 2002.

50


http://jcm.asm.org/

RIMSTAD, E., EAST, N. E., TORTEN, M., HIGGINS, J., DEROCK, E., PEDERSEN,
N. C. Delayed seroconversion following naturally acquired caprine arthritis-encephalitis
virus infection in goats. American Journal of Veterinary Research, v.54, p.1858-1862,
1993.

ROWE J.D., EAST N. E. & THURMOND M.C. Cohort study of natural transmission
and methods for control of caprine arthritisencephalitis virus infection in goats on a
California dairy. American Journal of Veterinary Research ., v. 53, n.12, p.2386-2395,
1992.

RUSSO, P. Virus de I’arthrite-encéphalite caprine (CAEV). Bréve Revue. Annales de
Recherches Vétérinaires, Paris, v. 15, n. 1, p. 3 -6, 1984,

SALTARELLI, M.; QUERAT, G.; KONINGS, D. A.; VIGNE, R.; CLEMENTS, J. E.
Nucleotide sequence and transcriptional analysis of molecular clones of CAEV which
generate infectious virus. Virology, v.179, p.347-64, 1990.

SILVA, J. S.;: CASTRO, R. S.; MELO, C. B.: FEIJO, F. M. C.. Infeccdo pelo virus da
artrite encefalite caprina no Rio Grande do Norte. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterindria e Zootecnia, v. 57, n.6, p. 727-731, 2005.

SOUZA, K.C.; PINHEIRO, R.R.; SANTOS, D.O.; BRITO, R.L.L.; RODRIGUES,
A.S.; SIDER, L.H.; PAULA, N.R.O.; AVILA, AA.; CARDOSO, J.F.S.; ANDRIOLI,
A. Transmission of the caprine arthritis—encephalitis virus through artificial
insemination. Small Ruminant Research, volume 109, Issues 2-3, 193-198, 2013.

STUNZI H., B. H. F.; LE ROY H.L.; LEEMANN, W. Endemische arthritis chronica
bei Ziege. Schweizer Archiv Firur T-ierdrkunden, p.778-788, 1964.

TIGRE, D. M.; CAMPQOS, G. S.; SARDI, S. I. Isolamento e identificacdo do Virus da
Artrite Encefalite Caprina, a partir do co-cultivo de células mononucleares do sangue
com células de membrana sinovial de cabra. Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas,
v.5,n. 2, p. 124 — 131, maio/agosto, 2006.

TORTORA, G. J, FUNKE, B. R., CASE, C. L. Microbiologia, 5.ed., Porto Alegre:
ArtMed, 827p., 2000.

ZINK M.C. & JOHNSON L.K. Pathology of lentivirus infections of sheep and goats.
Virus Research. 32:139-154, 1994.

51


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09214488
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09214488/109/2

52



ANEXO |

AGENDA Manuscrito 036/13

ﬁfﬁpagar o 4 » 3 Mover -

ESpam -

'ﬁ Agbes ~

» Manuscrito 036/13  de Arquivos do |. biologico para vocé Sex, 15:43

Prezado Autor,
Comunicamos o recebimento do trabalho "Isolamento do Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) em amostra de leite de cabras

naturalmente infectadas” de autoria de Rebeca Cavalcante Marinho, Maria Fatima da Silva Teixeira, Gabrielle Rosemblit Martins, Igor Ciriaco

Barroso!, Rosivaldo Quirino Bezerra Jimior! e Victor Manuel de Lacerda Freitas'que serd submetido ao Conselho Cientffico da revista
Arquivos do Instituto Biologico.

Informamos gue seu trabalho recebeu o nimero Arq. 036/13. Qualquer esclarecimento que desejar solicitar favor informar
este nimero.

Para ciéncia dos autores, informamos que o trdmite (da entrada ao aceite) de um manuscrito nesta revista esta demandando
uma méedia de 12 meses,

Atenciosamente,

Silvia R. Galleti

Editor Chefe

Revista "Arquivos do Instituto Bioldgico" - www.biologico.sp.gov.br
Editor chefe: Silvia Regina Galleti

arguivos@biologico.sp.gov.br

Instituto Biologico

Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252

04014-002 - Sdo Paulo - SP, Brasil

----- Original Message ——

From: Laboratorio Virologia

To: arguivos@biologico.sp.gov.br

Sent: Thursday, May 09, 2013 2:40 PM
Subject: submissdo de artigo

53



