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RESUMO

CARVALHO, J.S. Estudo dos diferentes gendtipos de lentivirus de pequenos ruminantes
no Brasil e sua relacdo com manifestacdes clinicas. 2023. 162 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2023.

O virus do Maedi-visna (MVV) e da artrite encefalite caprina (CAEV) sdo atualmente
denominados como lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR). E uma enfermidade viral
caracterizada por alta variabilidade genética e longo periodo de incubacdo, afetando
negativamente a ovinocaprinocultura. O objetivo do estudo foi determinar a ocorréncia dos
diferentes geno6tipos de LVPR nos rebanhos caprinos e ovinos do Brasil e relacionar com 0s
achados clinicos. Foram coletadas amostras de sangue de 708 animais (236 ovinos e 472
caprinos) em 21 rebanhos dos Estados de Pernambuco e Séo Paulo. O diagndéstico sorolégico
foi determinado pelas técnicas de imunodifusdo em gel agar (AGID - Biovetech Kit®, Recife,
PE, Brasil) e/ou ELISA indireto (Eradikit™ SRLV, IN3 Diagnostics, Torino, Italia). Um
questionario com perguntas fechadas e ficha de exame fisico foi aplicado em cada
propriedade com a finalidade em obter informacfes voltadas aos parametros de manejo e
salde dos animais, respectivamente. Todas as amostras soropositivas foram selecionadas para
a realizacdo do diagnostico molecular. O DNA proviral foi primeiramente analisado por um
PCR hemi-nested (1.3 kb gag-pol), e as amostras com resultados negativos foram testadas
pelo PCR nested (0.8 kb gag-pol). As amostras positivas ao PCR hemi-nested ou PCR nested
foram também submetidas ao segundo PCR nested (pol 1.2 kb). Os fatores de risco foram
determinados por regressao logistica binaria por analise univariada pelo teste Qui-quadrado de
Pearson ou Exato de Fisher, considerado como variavel dependente a soropositividade para
LVPR. As variaveis sem auséncia de colinearidade e com p<0,2 foram selecionadas e
incluidas no modelo de regressao logistica multivariada. Foi observada uma soropositividade
de 25,0% (118/472) em caprinos e 1,3% (03/236) em ovinos, sendo que 47,3% (10/21) dos
rebanhos apresentaram pelo menos um animal soropositivo. A criacdo consorciada (odds
ratio= 6,35; 1C95%= 3,67-11,01; p= 0,001), raca Saanen (odds ratio=8,37; 1C95%=2,45-
28,61; p=0,001) e presenca de animais com artrite (odds ratio=6,60; 1C95%= 2,43-17,84;
p=0,0001) foram identificadas como fatores de risco associados com a ocorréncia de LVPR,
enquanto que a pratica de desinfecgdo de utensilios perfurocortantes (odds ratio=0,145;
IC95%-= 0,084-0,249; p=0,001) foram considerados como fatores de protecdo para a doenca.



De 121 amostras soropositivas, apenas 42 foram positivas pelo PCR, o que pode ser explicado
por falhas na amplificacdo viral provavelmente devido a variabilidade genética de cepas
circulantes locais e a baixa carga proviral em animais assintomaticos. No ELISA Eradikit
Genotyping, 21 (72,4%) amostras de soro foram classificadas como geno6tipo B e 8 (27,6%)
foram indeterminadas. Ressalta-se a importancia da avaliacdo futura de um maior nimero de
animais pela sorotipagem, uma vez que essa técnica auxilia na deteccdo do gendtipo nos
rebanhos presentes nas diferentes regides geograficas do Brasil. O subtipo B1 foi identificado
por genotipagem em quatro caprinos e a possibilidade da ocorréncia do subtipo A1 em ovino
que apresentava historico de desconforto respiratdrio, porém ha a necessidade de sequenciamento
de outras regifes do gene gag e pol para sua confirmagdo. Os resultados do presente estudo
evidenciaram a ampla disseminagéo de focos de infec¢do para LVPR e a necessidade da aplicagéo de
ferramentas laboratoriais de maior precisdo para a ampla caracterizacdo de genotipos circulantes em
rebanhos caprinos e ovinos do Brasil, uma vez que essa etapa é fundamental para a selecdo de
antigenos para os testes de diagnostico sorologico e aperfeicoamento das estratégias de controle da

doenca.

Palavras-chave: Artrite encefalite caprina. Maedi visna. Caracterizacdo genética. Diagndstico

Estratégias de controle.



ABSTRACT

CARVALHO, J.S. Study of the different genotypes of small ruminants lentiviruses in
Brazil and their relationship with clinical manifestations. 2023. 162 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Sdo Paulo, 2023.

Maedi-visna virus and caprine arthritis encephalitis virus are currently known as small
ruminant lentiviruses (SRLV). It is a viral disease characterized by high genetic variability
and long incubation period, negatively affecting sheep and goat farming. The objective of the
study was to determine the occurrence of different SRLV genotypes in goat and sheep herds
in Brazil and relate them to clinical findings. Blood samples were collected from 708 animals
(236 sheep and 472 goats) in 21 herds in the states of Pernambuco and S&o Paulo. The
serological diagnosis was determined by agar gel immunodiffusion techniques (AGID -
Biovetech Kit®, Recife, PE, Brazil) and/or indirect ELISA (EradikitTM SRLV, IN3
Diagnostics, Turin, Italy). A questionnaire with closed questions and a physical examination
form was applied to each property in order to obtain information related to the management
and health parameters of the animals, respectively. All seropositive samples were selected for
molecular diagnosis. Proviral DNA was first analyzed by hemi-nested PCR (1.3 kb gag-pol),
and samples with negative results were tested by nested PCR (0.8 kb gag-pol). Samples
positive for hemi-nested PCR or nested PCR were submitted to the second nested PCR (1.2
kb). Risk factors were determined by binary logistic regression by univariate analysis using
Pearson's chi-square test or Fisher's exact test, seropositivity for SRLVs being considered as
the dependent variable. Variables without absence of collinearity and with p<0.2 were
selected and included in the multivariate logistic regression model. A seropositivity of 25.0%
(118/472) was observed in goats and 1.3% (03/236) in sheep, and 47.3% (10/21) of the herds
had at least one seropositive animal. The mixed breeding (odds ratio= 6.35; C195%= 3.67-
11.01; p= 0.001), Saanen breed (odds ratio=8.37; Cl195%=2.45-28.61; p= 0.001) and the
presence of animals with arthritis (odds ratio=6.60; CI95%= 2.43-17.84; p=0.0001) were
identified as risk factors associated with the occurrence of SRLV, while the practice
disinfection of sharps (odds ratio=0.145; C195%= 0.084-0.249; p=0.001) were considered as
protective factors for the disease. Of 121 seropositive samples, only 42 were positive by PCR,
which can be explained by failures in viral amplification, probably due to the genetic
variability of local circulating strains and the low proviral load in asymptomatic animals. In

the Eradikit Genotyping ELISA, 21 (72.4%) serum samples were classified as genotype B and



8 (27.6%) were indeterminate. The importance of future evaluation of a larger number of
animals by serotyping is emphasized, since this technique helps in the detection of the
genotype in herds present in the different geographic regions of Brazil. The B1 subtype was
identified by genotyping in four goats and the possibility of the occurrence of the Al subtype
in a sheep that had a history of respiratory distress, but there is a need for sequencing of other
regions of gene gag and pol for confirmation. The results of the present study showed the
wide dissemination of infection foci for SRLV and the need to apply more precise laboratory
tools for the broad characterization of circulating genotypes in goat and sheep herds in Brazil,
since this step is fundamental for the selection of antigens for serological diagnostic tests and

improvement of disease control strategies.

Keywords: Caprine arthritis encephalitis. Visna Maedi. Diagnostic. Genetic characterization.

Control strategies
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1 INTRODUCAO

O virus do Maedi-visna (MVV) e da artrite encefalite caprina (CAEV) sdo atualmente
denominados como lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR), devido a sua proximidade
filogenética e a comprovacdo da sua transmissdo natural interespécie entre ovinos e caprinos
(MINGUIJON et al., 2015). A enfermidade é transmitida naturalmente de um animal para o
outro e ndo existe terapia curativa ou esquema de vacinacdo capaz de bloquear a cadeia de
infeccdo (NALBERT et al.,, 2019a). As perdas causadas estdo relacionadas com falhas
reprodutivas, vida produtiva curta e diminui¢do da producéo leiteira dos animais infectados.
Esse virus também pode promover a reducdo da qualidade do leite, afetando a producdo de
laticinios (AZEVEDO et al., 2017).

As LVPR pertencem a familia Retroviridae e o género Lentivirus. Os outros retrovirus
que acometem caprinos e ovinos sao representados pelo retrovirus de ovelha Jaagsiekte e o
virus do tumor nasal enzoético (LEROUX; MORNEX, 2008). Todos os lentivirus possuem a
organizacdo genética semelhante, com o genoma apresentando genes estruturais (gag, pol e
env) e acessorios (vif, vpr-like e rev), ambos flanqueados por sequéncias longas repetidas ndo
codificantes (LTRs). O gene gag codifica as proteinas matrix (p16MA), capsideo (p25CA) e 0
nucleocapsideo (p14NC); o gene pol codifica as enzimas protease (PR), retrotranscriptase
(RT), dUTPase (DU) e integrasse (IN); o gene env codifica a proteina de transmembrana
(gp46TM) e a glicoproteina de superficie (gpl35SU) (GOMEZ-LUCIA; BARQUERO;
DOMENECH, 2018).

Devido ao nimero pequeno de genomas que foram caracterizados, 0 MVV e CAEV
foram inicialmente descritos como dois grupos geneticamente distintos que infectavam
especificamente ovinos e caprinos, respectivamente (CALLADO et al., 2001). Com o avanco
das técnicas de biologia molecular, foi possivel realizar ao longo do tempo a analise
filogenética de mdltiplas sequencias parciais e completas de isolados caprinos e ovinos de
diferentes regiGes geograficas, o que levou a conclusdo de que esses isolados ndo puderam
ser mais agrupados somente de acordo com a espécie (LEROUX; CRUZ; MORNEX, 2010).
Entdo, uma nova classificacdo filogenética foi proposta em substituicdo a anterior (ZANONI,
1998). De acordo com a nova classificacdo, baseada nas sequéncias longas 1.8kb gag-pol e
1.2kb pol, as LVPR foram classificadas em cinco grupos genéticos (A-E) e varios subtipos.
Os isolados do genotipo A sdo agora referenciados como cepas MVV-like e representa o
grupo genetico mais heterogénico, ao passo que os isolados do genotipo B séo denominados
de CAEV-like (SHAH et al., 2004a). A partir dessa nova classificacdo, cepas do gendtipo A
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puderam ser detectadas em caprinos e cepas do gendtipo B em ovinos, 0 que permitiu a
confirmacdo da transmissao natural interespécie (SHAH et al., 2004b; GREGO et al., 2007,
OLECH et al., 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) incluiu as LVPR na lista de doencas
de notificacdo de animais terrestres e aquaticos e preconiza a utilizacdo do IDGA
(imunodifusdo em gel agar) e ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) para
diagnostico de triagem no rebanho (OIE, 2010). Porém, o ELISA vem sendo
progressivamente mais utilizado ao longo das ultimas déecadas no mundo, tornando-se a
técnica mais realizada entre os anos de 2001 a 2020 (DE MIGUEL et al., 2021). Essa
preferéncia ocorreu principalmente pela sua maior sensibilidade e habilidade para detectar
menores titulos de anticorpos do que o IDGA (CIRONE et al., 2019).

No Brasil, somente um kit IDGA estad comercialmente disponivel (Biovetech Industria
e Comércio de Produtos Biotecnoldgicos LTDA, Recife, PE, Brasil; licenciado pelo MAPA
sob n® 9050/2005). No entanto, a maior desvantagem da técnica é a observacdo de uma alta
taxa de resultados falsos negativos quando utilizada como Unico método de diagndstico nos
estudos soroepidemiologicos (MUSSI et al., 2015). Os animais que apresentam falsa
soronegatividade devem ser investigados para infeccbes com novos gendtipos virais que nao
sdo detectados nos testes soroldgicos tradicionais (GAYO et al., 2018).

As LVPR foram introduzidas no Brasil nas décadas de setenta e oitenta, através da
importacdo de caprinos e ovinos da América do Norte e Europa que tinha como objetivo o
melhoramento genético do rebanho local (LIMA et al., 2004; SANTIAGO et al., 2012;
CASTRO; MODOLO, 2016). Embora haja comprovacdo que a enfermidade esteja distribuida
por todo territério brasileiro, hd ainda pouca informacdo com relacdo ao levantamento
genotipico nas diferentes regides geograficas do pais. Os genoétipos A e B foram identificados
em ovinos e caprinos do Brasil, respectivamente (FEITOSA et al., 2010; LIMA et al., 2004;
RAVAZZOLO et al., 2001). Adicionalmente, o genétipo A foi relatado em caprino
naturalmente infectado que apresentava desconforto respiratério (CASTRO et al., 1999a).
Recentemente, os subtipos Al e B1 foram identificados em caprinos, onde também foi
demonstrada pela primeira vez a evidéncia de transmissdo horizontal do subtipo B1 entre
caprinos e ovinos adultos (BRAZ et al., 2022).

Apesar de véarios estudos demonstrarem a infeccdo em ambas as espécies, ainda
existem poucos estudos sobre a caracterizacdo molecular das cepas isoladas no Brasil
(AZEVEDO et al., 2019a). O conhecimento detalhado sobre a diversidade genética das LVPR
e a circulacédo dos diferentes genétipos no campo é crucial para a efetividade dos programas
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de controle, como também para desenvolvimento de testes de diagnostico para o sucesso da
deteccdo de cepas locais (OLECH; KUZMAK, 2020; ARCANGELI et al., 2022). Estudos que
possam diferenciar a importancia clinica de cada variante também poderdo contribuir para
uma melhor definicdo da epidemiologia da doengca (HASEGAWA et al., 2016).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DAS LVPR

O primeiro relato de descricdo da doenca foi observado na Islandia no ano de 1933 em
ovinos com quadro neurolégico, mas nao se tornou difundida até cinco ou seis anos depois da
introducdo (SIGURDSSON, PALSSON, VAN BOGAERT, 1962). Durante os anos de 1949 a
1951, todos os ovinos da regido norte, sudeste e sul da Islandia foram abatidos a fim de
erradicar a doenca no pais (SIGURDSSON, GRIMSSON, PALSSON, 1952; SIGURDSSON,
PALSSON, VAN BOGAERT, 1962). A manifestacio do surto provavelmente foi
desencadeada pela importacdo de animais da raca Karakul da Alemanha que foram adquiridos
com o objetivo de melhorar geneticamente as ragas nativas locais da Islandia (PETURSSON
etal., 1976).

Mesmo antes do conhecimento desse caso, ja haviam sido descritos outros relatos em
ovinos com pneumonia intersticial na Africa do Sul e Estados Unidos, nos anos de 1915 e
1923, respectivamente, onde ndo tinha nenhum conhecimento sobre o possivel agente causal
(MARSH, 1923; PALSSON, 1976). Nessa época, acreditava-se que 0 MVV era conhecido
como duas entidades distintas. Os dois nomes sdo de origem islandesa. Maedi, que significa
dispneia e Visna que significa desorientacdo. Porém, foi comprovado posteriormente que
ambos tratavam-se do mesmo virus, recebendo-se assim a denominacdo de Maedi Visna
(THORMAR, 1965; THORMAR; HELGADOTTIR, 1965). Os lentivirus de ovinos também
sdo reconhecidos em alguns paises como 0 virus da pneumonia progressiva ovina ou
lentivirus ovino (TORSTEINSDOTTIR et al., 2007).

O CAEV foi relatado pela primeira vez durante os anos de 1970 a 1971 na regido
noroeste dos Estados Unidos, em que cabritos de quatro meses de idade que apresentavam
leucoencefalomielite acompanhada por pneumonia intersticial. As manifestacGes clinicas e
patolégicas foram similares com a forma neuroldgica dos ovinos da Islandia (CORK et al.,
1974). Os estudos viroldgicos e epidemioldgicos de rebanhos caprinos com alta incidéncia de

leucoencefalomielite revelaram que o mesmo virus causava artrite em caprinos adultos, e o
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agente foi assim nomeado como virus da artrite encefalite caprina (CRAWFORD, 1980).
Posteriormente, 0s estudos sorolégicos comprovaram que o CAEV estava amplamente
difundido pela América do Norte, Europa, Australia e Nova Zelandia (ADAMS et al., 1984).
Atualmente, a infeccdo em caprinos esta distribuida ao redor do mundo, com excecdo da
Nova Zelandia, Austrélia e Islandia, que conseguiram alcancar a erradicacdo (HIGHLAND,
2017). Os relatos historicos sugerem que o inicio da emergéncia do MVV pelo mundo pode
estar relacionado com a exportacdo da raca ovina Karakul, nativa da Asia Central, no final do
século XIX e inicio do século XX, que foi exportado para a Europa, América do Norte e
Africa. Enquanto que a distribuicio do CAEV pelo mundo parece ser mais recente que o
MVV, estando visivelmente associado com racas de caprinos da Suica (CARROZZA et al.,
2018).

Os dados sugeriram na época que a cepa CAEV era uma variante com propriedades
patogénicas ao retrovirus ovino, compartilhando determinantes antigénicos, porém com uma
infeccdo restrita a células da espécie caprina (NARAYAN et al., 1980). Foi observado que o
CAEV compartilhava caracteristicas comuns com o MVV em relacdo a sua morfologia geral,
distribuicdo topografica e a natureza das lesdes neurologicas (CORK et al., 1974b). Devido ao
limitado conhecimento genético pelo baixo nimero de sequéncias completas disponiveis,
MVYV e CAEV eram considerados como dois agentes virais distintos que infectava somente
ovinos e caprinos, respectivamente. Atualmente, o MVV e 0 CAEV sdo denominados como
lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR), pela sua semelhanca genética, estrutural,
patogénica e capacidade de infectar ambas as espécies (LEROUX; CRUZ; MORNEX, 2010).

A infeccdo por LVPR em bovinos foi avaliada experimentalmente em bezerros, porém
ndo resultou no desenvolvimento da doenca, pois ndo foram encontrados indicios de
replicacdo viral (MORIN et al., 2003). Outras espécies de pequenos ruminantes selvagens
podem ser susceptiveis a infeccdo natural ou se comportarem como reservatorios, o que pode
constituir como um possivel fator de risco para a salde de caprinos e ovinos domésticos que
compartilham o mesmo pasto (ERHOUMA et al., 2008; PATTON et al., 2012; SANJOSE et
al., 2016; OLECH; OSINSKI; KUZMAK, 2020; KUHAR; VENGUST; VENGUST, 2022). A
doenca ndo é considerada uma zoonose, embora haja relatos de reatividade sorologica em
criangas que consumiram regularmente leite oriundo de cabras infectadas (TESORO-CRUZ et
al., 2009).

As LVPR pertencem a familia Retroviridae e subfamilia Orthoretrovirinae. A familia
Retroviridae é subdividida em sete géneros: Alfaretrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus,

Gamaretrovirus, Epsilonretrovirus, Spumaretrovirus e Lentivirus (LEROUX; MORNEX,
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2008). O género Lentivirus é representado pelas lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR),
0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus da imunodeficiéncia simia (SIV),
imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da imunodeficiéncia bovina (BIV) e o virus da anemia
infecciosa equina (EIAV) (MINGUIJON et al., 2015). As LVPR e o EIAV se replicam
predominantemente em macrofagos, enquanto que o HIV, SIV e FIV se replicam em
macrofagos e linfocitos (CLEMENTS; ZINK, 1996). Os lentivirus, palavra derivada do latim
lentus que significa “lento”, sdo caracterizados doenca crénica de evolucdo lenta que leva a
degeneracdo progressiva de multiplos 6rgaos do sistema, caquexia e morte (NARAYAN;
CLEMENTS, 1989).

O virus é esférico e tem uma estrutura Unica de trés camadas com tamanho
aproximado de 100nm. Na parte central do virus esta presente o seu genoma, que € protegido
pelo capsideo e cercado por um envelope derivado da membrana plasmatica do hospedeiro
(PEPIN et al., 1998). O genoma é composto por duas fitas de RNA idénticas de
aproximadamente 8.4-9.2 Kb (RAMIREZ et al., 2013), que tem a habilidade de realizar
transcriptase reversa, fazendo com que 0 RNA viral seja transformado em DNA proviral, pelo
uso de sistemas enzimaticos da célula hospedeira. O genoma possui duas regifes nao
codificadas que s&o denominadas de long terminal repeat (LTR) em ambas as extremidades da
fita. Entre essas duas regifes, encontram-se 0s genes estruturais gag, pol e env; e dois
regulatorios vpr-like, vif e um acessorio rev (MINGUIJON et al., 2015). Devido & fragilidade
da lipoproteina do envelope, as particulas virais sdo susceptiveis as principais formas de
inativacdo quimica, como por exemplo, as solu¢des detergentes, compostos fendlicos, amdnia
quaternaria, formalina e hipoclorito (NARAYAN; CORK, 1990).

O LTR é dividido nas regides U3, R e U5 e flanqueia o DNA proviral, sendo
responsavel pela adicdo dos fatores de transcricdo celular, atuando dessa forma no processo
de replicagio (OLECH; KUZMAK, 2019; OLECH; KUZMAK, 2020; OLECH; KYCKO;
KUZMAK, 2022). O gene gag codifica as proteinas estruturais internas que protegem o
material genético viral. A maior delas é a do capsideo (p25CA), seguido das proteinas da
matrix (p16MA) e do nucleocapsideo (p14NC). O gene pol codifica as enzimas que estdo
envolvidas na replicacdo e integracdo do DNA ao genoma do hospedeiro. E composta pela
protease (PR), transcriptase reversa (RT), dUTPase e integrase (IN) (LEROUX; MORNEX,
2008). Os genes regulatorios e acessorios (vif, vpr-like, rev) contém informacgdes para a
sintese de proteinas que regulam a replicacdo viral (SCHOBORG; SALTARELLI,
CLEMENTS, 1994; HARMACHE et al., 1995; KRISTBJORNSDOTTIR et al., 2004).
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O gene env codifica duas proteinas do envelope, denominadas de glicoproteina de
superficie (gpl35SU) e de transmembrana (p46TM). A SU contém dominios que sdo
reconhecidos pelos receptores celulares que influenciam para a entrada intracelular, enquanto
que a TM permite a fusdo entre o envelope viral e a membrana plasmatica da célula do
hospedeiro (GOMEZ-LUCIA; BARQUERO; DOMENECH, 2018). A p46TM é composta
por seis epitopos, incluindo uma estrutura conservada (TM3) que corresponde ao epitopo
imunodominante do HIV tipo 1 e outras espécies de lentivirus (BERTONI et al., 1994;
BERTONI et al., 2000). Cinco regides variaveis (V1-V5) e quatro regides conservadas (C1-
C4) estdo presentes na gpl35. A conservacdo de um numero relativamente alto de sitios de
glicosilacao favorece o escape aos anticorpos e aumento da infectividade viral (VALAS et al.,
2000). Os carboidratos presentes na superficie viral podem atuar na protecdo das proteinas
virais por proteases. O &cido sialico confere um alto grau de resisténcia a degradacdo das
particulas virais por enzimas proteoliticas e a neutralizacdo do agente por anticorpos (HUSO;
NARAYAN; HART, 1988).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura do lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR).

Nucleoproteina

P14 (NP)

y 4 ; ;L\i\\\ Envelope
QR w PS4
Transcriptase 2\ ¢ | , // gpl135 SU
Reversa £ / /¢ ( «:\/\,\

Matriz proteica

Protease
pl7 (MA)
< N A2 Capsideo
Inegrase  ©/ gy \ p25 (CA)
dUTPase ARN+
100nm
o rev —»
gag | vif env .1
5' | LTR | pol | 5] >
vpr-like

Fonte: CORTEZ-ROMERO et al., 2013.



24

As proprias células do sistema imune albergam o virus, o que contribui provavelmente
para a inabilidade imunoldgica em combater eficientemente a infecgdo (ZINK; YAGER;
NYERS, 1990; PISONI et al., 2007b; TORSTEINSDOTTIR et al. 2007). As LVPR infectam
células da linhagem monocitica-macrofago e ndo possuem a capacidade de replicacdo em
linfocitos T (GORRELL et al., 1992). Os macrofagos M2 desempenham uma importante
funcdo nesse processo de proliferacdo viral (CRESPO et al., 2013). A conversdo de mondcitos
infectados em macrofagos € uma etapa obrigatéria para transcri¢do, sintese proteica e
langamento de particulas virais (NARAYAN et al., 1982; GENDELMAN et al., 1986;
BRODIE et al., 1995). A dinamica de replicacdo inicia-se pela migracdo de mondcitos
sanguineos aos sitios de inflamacdo, pela atividade de fatores quimiotaticos presentes nos
tecidos alvo (ZINK; YAGER; NYERS, 1990). Secundariamente, as células dendriticas podem
atuar como agentes de replicacdo, atuando na transferéncia de particulas virais do sitio de
inflamacdo para os tecidos linfoides (RYAN et al., 2000).

A gpl35 interage com receptores especificos, provocando uma mudanca de
conformacgdo com a p46 para a fusdo com a membrana celular. Acredita-se que a regido
hipervaridvel da proteina do envelope (HV1 e HV2) possa ter um papel importante na ligacdo
ao receptor celular (COLITTI et al., 2019), porém ndo ha comprovacdo suficiente para
afirmar se as LVPR utilizam unico tipo de receptor (BLACKLAWS, 2012). Uma molécula da
superficie da membrana sinovial caprina e células do plexo coroide bovino de
aproximadamente 50 kDa foi identificada como um fator de ligacdo especifico (CRANE;
BUZY; CLEMENTS, 1991). Os estudos apontam que o receptor da manose (CD206) seja
provavelmente um dos principais responsaveis pela internalizacdo viral (CRESPO et al.,
2012).

Uma vez que o capsideo € langado no interior do citoplasma, os eventos de transcri¢ao
reversa sao iniciados. A replicacdo viral é caracterizada pela transcri¢cdo reversa de uma
simples fita de RNA em dupla fita de DNA e subsequente integracdo no genoma do
hospedeiro, pela atuacdo da enzima integrase (LEROUX; MORNEX, 2008). Assim como
acontece com outros retrovirus, as LVPR exibem uma alta taxa de mutag&o, ocasionadas pela
baixa fidelidade da RNA polimerase viral, o que gera consequentemente uma populacdo de
variantes genéticas que sio conhecidas como quasisespécies (OLECH; BOMBA; KUZMAK,
2021). A enzima dUTPase minimiza a incorporacdo de residuos de uracil no DNA, assim
como também estd envolvida na taxa de replicacdo viral e desenvolvimento das lesdes

teciduais (TURELLI et al., 1997). Apos a integracdo ao genoma do hospedeiro, o retrovirus



25

permanece inativo, sem a producdo de proteinas ou particulas virais, fazendo com que seja

impossivel a detec¢do pelo sistema imune nessa fase (LEROUX; MORNEX, 2008).

2.2 IMPACTOS PRODUTIVOS E ECONOMICOS

A avaliacdo das perdas na producdo pode ser muitas vezes, dificil em se estimar com
precisdo, pois se caracteriza como uma enfermidade de evolucdo cronica, resultante da
complexa interacdo de varios fatores (CASTRO; MODOLO, 2016). Os estudos apresentam
forte evidéncia de que a infecgdo por LVPR pode afetar diretamente a producéo leiteira de
cabras e ovelhas. De maneira geral, estima-se uma reducéo significativa de aproximadamente
6-10% em animais soropositivos (LEITNER et al., 2010; MARTINEZ-NAVALON et al.,
2013; JUSTE et al., 2020; ECHEVERRIA et al., 2020). Nos rebanhos com prevaléncia
elevada, a producdo total de leite pode chegar a uma reducdo de 21,5% por lactagédo
(BOHLAND; D’ANGELINO, 2005).

A infeccdo também pode influenciar significativamente a composicgdo fisico-quimica e
celular do leite. A maioria os estudos demonstram que fémeas de aptiddo leiteira infectadas
pelas LVPR apresentam teores lacteos reduzidos de proteina, gordura e lactose (BIRGEL
JUNIOR et al.,, 2007; BRITO, 2009; KABA et al.,, 2012; CARNEIRO et al., 2011;
MARTINEZ-NAVALON et al., 2013). Os sucessivos processos inflamatorios que ocorrem a
partir da replicacdo viral em cada periodo de lactacdo promove a redugdo gradativa no
namero de alvéolos mamarios funcionais, o que resulta na lise de varios componentes do leite
(MARTINEZ-NAVALON et al., 2013). As alteracdes na qualidade afeta negativamente no
rendimento da producdo de derivados lacteos, acarretando prejuizos a criadores e
proprietarios de laticinios (NOWICKA et al., 2015). A reducéo da producdo e da qualidade do
leite acarreta perdas econdmicas diretas na receita da producdo, podendo comprometer a
rentabilidade da atividade (CARNEIRO et al., 2011).

A contagem de celulas somaticas também é modificada significativamente (TURIN et
al., 2005; BIRGEL JUNIOR et al.,, 2007; GREGORY et al., 2009a; BRITO, 2009;
CARNEIRO et al., 2011; MARTINEZ-NAVALON et al., 2013) pela maior concentracio de
macrofagos no leite (SANTOS et al., 2017). Essa contagem deve ser analisada criteriosamente
nas situacOes em que esse parametro é utilizado como referéncia para o diagnostico de mastite
inaparente, quando se tem como base de que 0 agente etioldgico provocador seja causado por
infeccdes bacterianas (SANCHEZ et al., 2001).



26

Os impactos negativos da infeccdo pelas LVPR sobre a produgdo de cabritos e
cordeiros com aptiddo para corte estdo particularmente relacionados sobre o peso ao
nascimento e desmame (GREENWOOD, 1995; KEEN et al., 1997; ARSENAULT et al.,
2003; BRITO, 2009; ECHEVERRIA et al., 2020). A diminui¢do do ganho de peso poder ser
consequéncia do menor volume de leite secretado em cabras e ovelhas infectadas,
principalmente em multiparas (ECHEVERRIA et al., 2020; NALBERT et al., 2019b). Os
cordeiros mais leves sdo relativamente mais fracos e apresentam menores resisténcias as
condigdes ambientais, levando ao aumento da taxa de mortalidade (LIPECKA et al., 2013).

As LVPR também podem exercer influéncia sobre o desempenho reprodutivo de
cabras e ovelhas infectadas. Estima-se que a prolificidade de ovelhas infectadas pode ser 10%
menor quando comparado com ovelhas ndo infectadas (LIPECKA et al., 2013). A infeccéo
também pode comprometer a fertilidade do rebanho pela reducdo da taxa de concepgdo
(DOHOO et al., 1987) e de servigos por concepcdo (BRITO, 2009). Em animais com co-
infectados pelo CAEV e Toxoplasma gondii (p<0,01) ou CAEV e Neospora caninum
(p<0,001), as ocorréncias de falhas reprodutivas foram significativamente maiores, sugerindo
gue a imunossupressdo causada pelo CAEV pode predispor os caprinos ao desenvolvimento
dessas doencas reprodutivas (COSTA et al., 2012).

Embora varios estudos descrevam os impactos produtivos causados pelas LVPR, ha
ainda a falta de dados concretos para avaliar 0s custos reais quanto a tomadas de decisdes em
relacdo viabilidade da aplicacdo de medidas de controle da doenca na fazenda (AZEVEDO et
al., 2017). Embora haja evidéncia que ocorra uma associacdo da infeccdo com os parametros
produtivos e reprodutivos, ao mesmo tempo existem relatos controversos na literatura que nao
apontaram qualquer impacto significante sobre os indices de producdo de leite (SNOWDER
et al., 1990a; NORD; ADN@Y, 1997; LEGROTTAGLIE et al., 1999; BEZERRA JUNIOR et
al., 2012; ARAUJO et al., 2021b; PERSSON et al., 2022) ou carne (SNOWDER et al., 1990b;
LEGROTTAGLIE et al., 1999; DUNGU et al., 2000; NALBERT et al., 2019b; NALBERT et
al., 2020).

Os resultados controversos podem ser favorecidos por alguns fatores voltados ao
delineamento experimental, como por exemplo, periodo curto de avaliagdo (KABA et al.,
2012), namero limitado de rebanhos examinados (PERSSON et al., 2022), combinagédo de
diferentes técnicas de diagndstico para identificagdo acurada dos animais verdadeiramente
infectados (RAMIREZ et al., 2021) e exclusdo de variaveis consideradas como potenciais
fatores de confusdo que venham a modular os efeitos sobre a performance produtiva
(DOHOO et al., 1987; SNOWDER et al., 1990b; KEEN et al., 1997).
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2.3 DIVERSIDADE GENETICA

As LVPR eram anteriormente descritas como duas enfermidades virais distintas
denominadas de MVV e CAEV que acometiam ovinos e caprinos, respectivamente. Embora
houvesse demonstrado a capacidade de infeccdo experimental (OLIVER et al., 1982; BANKS
et al., 1983), ndo havia sido relatados casos de infeccdo natural. Os dois virus eram
classificados em seis grupos filogenéticos numerados de I-VI, sem haver uma clara separagédo
dos isolados derivados de caprinos e ovinos (ZANONI, 1998). Com o avanco no uso das
tecnologias de sequenciamento e reconstrucdo filogenética, foi possivel descrever um maior
namero de sequenciais parciais e completas de isolados de diferentes regides geograficas, o
que levou posteriormente a conclusdo que os dois virus ndo puderam mais ser agrupados
somente em funcgdo da espécie (LEROUX; CRUZ; MORNEX, 2010). Evidéncias de infeccdo
natural comecaram a ser observadas, onde as analises das sequéncias de MVV tiveram maior
identidade em caprinos (CASTRO et al., 1999a) e as sequéncias de CAEV com maior
homologia para a espécie ovina (LERUX et al., 1995; CHEBLOUNE et al., 1996b; KARR et
al., 1996).

A partir da andlise filogenética que foi baseada em sequéncias longas de 1.8kb gag-
pol e 1.2kb pol de 104 novos isolados de caprinos e ovinos da Suica e demais sequéncias
depositadas na base de dados do Genbank®, uma nova classificacdo de agrupamento foi
proposta (SHAH et al., 2004a). Em concordancia com os critérios de classificacdo
empregados para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), diferencas nas sequéncias de
nucleotideos variam de 25-37% para 0s genoétipos e de 15-24% para subtipos (PEETERS et
al., 2000). A partir desse estudo, foi possivel realizar analises mais refinadas com relacédo as
pesquisas voltadas a epidemiologia molecular, pois foi possivel desenvolver um conjunto de
primers degenerados capazes de amplificar longos fragmentos (SHAH et al. 2004a).
Consequentemente, contribuiu para o primeiro relato de transmissao natural inter-espécie do
subtipo A4 de ovinos para caprinos e vice-versa (SHAH et al., 2004b).

O genodtipo A esta relacionado ao prototipo do MVV, representado pelo genoma das
cepas EV1, K1514 e SA-OMVV da Escécia, Islandia e Africa do Sul, respectivamente
(SONIGO et al., 1985; BRAUN et al., 1987; QUERAT et al., 1990), classificadas como
subtipo Al (SHAH et al., 2004a). No mesmo estudo de Shah et al. (2004a), o subtipo Al
também foi identificado em isolados de ovinos da Islandia, assim como o subtipo A2 em

ovinos da América do Norte; A3-A4 em ovinos e caprinos da Suica; A5 em caprinos da
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Suica; A6 em ovinos e caprinos do sul da Franga; e A7 em caprinos da Suica (SHAH et al.,
2004a).

A Italia relatou pela primeira vez os subtipos A8-A9 (GREGO et al., 2007), A10
(PISONI et al., 2010), A1l (GIAMMARIOLI et al., 2011) e A18-A19 (COLITTI et al.,
2019). Na Polbnia, foi descrito pela primeira vez a ocorréncia dos subtipos A12-Al3 em
ovinos (OLECH et al., 2012), A16-A17 em caprinos (OLECH; VALAS; KUZMAK, 2018),
A18 em ovinos (OLECH; MURAWSKI; KUZMAK, 2019), A23 em caprinos e ovinos, A24
em ovinos (OLECH; KUZMAK, 2021) e A27 em caprinos (OLECH; KYCKO; KUZMAK,
2022). Os subtipos Al4 em caprinos e Al5 em ovinos foram previamente relatados na
Eslovénia (KUHAR; BARLIC-MAGANJA; GROM, 2013) e A21 em ovinos da Alemanha
(MOLAEE et al., 2020). O subtipo A22 é provavelmente a versdo mais antiga, uma vez que
até o presente momento, foi observado somente em ovinos do Ird, Libano e Jordania e
nenhum pais da Europa (MOLAEE et al., 2020).

O genodtipo B contém os isolados relacionados ao protétipo CAEV, representado pela
cepa CAEV Cork, previamente classificada como subtipo B1 (SALTARELLI et al., 1990). O
subtipo B2 foi caracterizado em ovinos da Suica (SHAH et al., 2004a), B3 (cepas Fonni e
Volterra) em ovinos da raca Sarda nas regifes italianas de Toscana e ilha Sardenha
(BERTOLOTTI et al., 2011) e B4 em rebanhos ovinos e caprinos do Canada (SANDRY et
al., 2013). Poréem foi observado que o subtipo B4 foi reclassificado como uma cepa
recombinante do genétipo A, resultante de eventos de recombinacdo entre cepas ancestrais
dos subtipos A2 e B1 (L’HOMME et al., 2015). No ultimo estudo publicado sobre a
circulacdo de novos subtipos relacionados ao genétipo B, houve uma tentativa de
classificacdo do subtipo B5 pela andlise filogenética na regido pol (1.2Kb) a partir de duas
cepas isoladas em caprinos. Porém, quando foram analisadas as sequencias da regido gag-pol
(1.8Kb), os fragmentos foram agrupados no subtipo B1. Segundo os autores, a hipdtese para
esse achado controverso seja que a cepa B1 tenha sido provavelmente sofrido um acimulo
exponencial de mutagdes no gene pol (MICHIELS; ADJADJ; DE REGGE, 2020).

Esse fendbmeno também foi observado em cepas isoladas de ovinos da Suica e
Espanha, onde inicialmente foram classificadas como geno6tipo D pela anélise da sequéncia do
gene pol (1.2kb) (SHAH et al., 2004; REINA et al., 2006) e que os estudos sequentes levou a
reclassificacdo como gendtipo A quando analisada conjuntamente com a sequéncia do gene
gag (RAMIREZ et al., 2013). Os achados demonstram que padrdes mais rigorosos sejam

levados em consideracdo para a correta classificagdo filogenética de novas cepas,
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recomendando-se pelo menos a analise simultanea dos fragmentos gag-pol e pol, conforme
proposto por Shah et al. (MICHIELS; ADJADJ; DE REGGE, 2020).

Os gendtipos C e E foram identificados em regies geogréaficas restritas da Noruega e
Italia, respectivamente. A auséncia de observacdo desses grupos em outros paises
provavelmente esteja relacionada com caracteristicas epidemioldgicas associadas pelo
isolamento desses rebanhos, como por exemplo, a importacdo limitada de animais vivos na
Noruega ao longo dos anos (GJERSET; STORSET; RIMSTAD, 2006) e pela presenca de
racas nativas encontradas somente na Italia (GREGO et al., 2007; GREGO et al., 2009), o que
dificulta a introdugdo e compartilhamento de novas variantes virais entre paises diferentes.

O gendtipo C foi caracterizado em isolados de caprinos da Noruega pela anélise de
1.8kb gag-pol e 1.2kb pol (SHAH et al., 2004a) e posteriormente pela sequéncia total
(CAEV-1GA) e parcial do gene env em caprinos assintomaticos e sintomaticos com artrite e
encefalite (GJERSET; STORSET; RIMSTAD, 2006). O genétipo C também foi confirmado
em ovinos com pneumonia e mastite intersticial, onde na maioria dos casos, 0S animais eram
procedentes de rebanhos de criacdo consorciada, porém a infeccdo foi mais prevalente em
caprinos (GJERSET et al., 2009). A andlise filogenética do gene pol e SU env revelaram que
as LVPR derivadas de caprinos e ovinos em rebanhos mistos foram distribuidos no genétipo
C, enquanto que os isolados de ovinos de rebanhos ndo mistos foram agrupados no genotipo
A (subtipo Al). Nesse estudo, a direcdo de transmissdo do genotipo C é proposta de caprinos
para ovinos, relacionada com a alta soroprevaléncia em caprinos combinado com praticas de
manejo que incluem a alimentacao de cordeiros com leite de cabras (GJERSET et al., 2007).

O gendtipo E (E1, cepa Roccaverano) foi primeiramente descrito em caprinos da raca
Roccaverano criados na regido de Piemonte (GREGO et al., 2007) e posteriormente em
caprinos da raca Sarda (E2, cepa Seui) procedentes da ilha Sardenha. Esse gendtipo apresenta
uma divergéncia de nucleotideos que pode chegar a 42% em comparagdo com 0S outros
grupos genéticos (GREGO et al., 2009). A organizacdo gendmica da cepa Seui é semelhante a
cepa Roccaverano, onde ambas possuem uma delecdo genética natural pela auséncia da
enzima dUTPase e do gene vpr (REINA et al., 2010). Devido a essa caracteristica particular, o
gendtipo E é considerado de baixa patogenicidade (GREGO et al., 2018).

Foi demonstrado que a presenca do genétipo E no rebanho poderia prevenir o
desenvolvimento das manifestacdes clinicas, uma vez que caprinos que eram co-infectados
com os subtipos B1 e E1 foram assintoméaticos em comparagdo com animais infectados

somente com o subtipo B1. Ainda é preciso avaliar se os isolados Roccaverano apresentam
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potencial para o desenvolvimento de uma vacina viva atenuada (REINA; DE ANDRES;
AMORENA, 2013; REINA et al., 2009b).

Tabela 1 - Visdo geral dos genotipos e subtipos de LVPR que foram publicados e caracterizados desde o ano de 2004

Subtipo Regido gendmica Espécie Pais Referéncia
Al ) Islandia
Ovino América

A2 gag-pol (1.8 kb) Ovino do Norte

pol (1.2 kb) Ovino e caprino . Shah et al. (2004a)
A3 RT (279 bp) Ovino e caprino Suica
Ad . Suica

Caprino .

A5 Suica
A6 RT (279 bp) Ovino e caprino Franca Shah et al. (2004a)
A7 pol (1.2 kb) Caprino Suica Shah et al. (2004a)
A8 gag (684 bp) Caprino Italia Grego et al. (2007)
A9 gag (684 bp) Ovino e caprino Italia Grego et al. (2007)
Al10 pol (353 bp) Caprino Italia Pisoni et al. (2010)
All gag-pol (640bp) Ovino e caprino Italia Giammarioli et al. (2011)

CA (467 bp) i . o
N waGmm Qs T omnwa e

SU (394 bp)
Al4 gag-pol (1471 bp) Caprino Eslovénia Kuhar; Barli¢-Maganja; Grom
Al5 pol (1025 bp) Ovino Eslovénia (2013)
Al6 CA (467 bp) Caprino Polbnia _ _
Al7 env (344 bp) Caprino Pol6nia Olech; Valas; Kuzmak (2018)
Al8 gag (576 bp) Ovino Polonia Olech et al. (2019)
222 Genoma total Cgs::}zo :IZ::: Colliti et al. (2019)
A21 gag (630 bp) Ovino Alemanha Molaee et al. (2020)
A22 gag (648 bp) Ovino Ird Molaee et al. (2020)
A23 gag-pol (723 bp) Ovino Italia Bazzucchi et al. (2021)
A24 gag-pol (705 bp) Ovino Italia Bazzucchi et al. (2021)
A25 2‘;‘8 ((jéj EE)) Ovino Pol6nia Olech; Kuzmak (2021)
A26 gz‘s ((232 ES)) Ovino Poldnia Olech; Kuzmak (2021)

gag (625 bp)
A27 env (608 bp) Caprino Poldnia Olech; Kycko; Kuzmak (2022)

LTR (213 bp)
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Subtipo Regido gendmica Espécie Pais Referéncia
gag-pol (1.8 kb) . . Estados
:2 pol (1.2 kb) OV'”gjif]ip“”o Unidos Shah et al. (2004a)
RT (279 bp) Suica
gag-pol (1320 bp)
B3 pol (3201 bp) Ovino e caprino Italia Bertolotti et al. (2011)
env (2814 bp)
B4 gag (1187 bp) Caprino Canada Santry et al. (2013)
B5 pol (1052 bp) Caprino Bélgica Michiels; Adjadj; de Regge (2020)
gag-pol (1.8 kb)
C pol (1.2 kb) Ovino e caprino Noruega Shah et al. (2004a)
RT (279 bp)
D pol (1.2kb) Ovino e caprino Suica Shah et al. (2004a)
E; gag (525 bp) Caprino Italia Reina et al. (2010)

Fonte: CARVALHO, J.S., 2023

Alguns animais também podem ser co-infectados por diferentes subtipos, favorecendo
a ocorréncia de eventos de recombinacdo viral (PISONI et al., 2007a; OLECH; VALAS;
KUZMAK, 2018). A recombinagio tem como consequéncia a expansio da variabilidade viral
pela mistura de fragmentos genéticos de diferentes genotipos em células duplamente
infectadas, levando a emergéncia de novas cepas (GERMAIN; CROISE; VALAS, 2008;
ECHEVERRIA et al., 2021; ECHEVERRIA et al., 2020). O primeiro caso de coinfeccio e
recombinacdo viral foram relatados em dois caprinos naturalmente infectados, concluindo
uma evidéncia clara que a coinfeccéo de diferentes cepas de LVPR dos grupos A e B podem
de fato ocorrer e estes virus recombinam in vivo (PISONI et al., 2007a).

A co-infeccdo com subtipos altamente divergentes foi relatada em caprinos e ovinos
infectados por mais de um subtipo, havendo diferentes combinac6es, A10/B1 (PISONI et al.,
2010); A2/A3 (GLARIA et al., 2012); A2/B1 (FRAS et al., 2013); B/E (BERTOLOTT] et al.,
2013); A12/B2, B1/A1, A1/B1/A12; B1/A17, A12/B2 (OLECH; VALAS; KUZMAK, 2018);
B2/A23 e A5/A23 (OLECH; KUZMAK, 2021). A rapida evolucio das LVPR e a emergéncia
de novas formas recombinantes, subtipos e grupos podem ter implicagdes significantes no
desenvolvimento de testes de diagndsticos confiaveis e no sucesso do programa de controle da
doenca (BAZZUCCHI et al., 2021).
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2.4 TROPISMO TECIDUAL

O processo de replicacdo viral ocorre em células da linhagem mondcito-macrofago
(BRODIE et al., 1995). O virus também possui a capacidade de invadir diferentes tipos
celulares que atuam como reservatdrio, permitindo a persisténcia viral, disseminagdo e
patogénese (LAMARA et al., 2002b). As células dentriticas (RYAN et al., 2000), células
epiteliais dos tubulos renais (ZINK; YAGER; NYERS, 1990; ANGELOPOULOU;
BRELLOU; VLEMMAS, 2006), hepatdcitos, midcitos cardiacos (BRELLOU et al., 2007),
células epiteliais das criptas intestinais, células foliculares da tiredide (ZINK; YAGER,;
NYERS, 1990), células do estroma da medula 6ssea (GROSSI et al., 2005), células do trato
reprodutivo (LAMARA et al.,, 2001; FIENI et al.,, 2002; FIENI et al., 2003; CORTEZ
ROMERO et al., 2006; CAVALCANTE et al.,, 2015), pneumdcitos, células endoteliais,
fibroblastos (CARROZZA et al., 2003) e células epiteliais da membrana nictitante
(CAPUCCHIO et al., 2003).

O baco é considerado o principal 6rgao-alvo para a persisténcia e replicacdo, uma vez
que a polpa vermelha possui uma grande reserva de macrofagos residentes (COLITTI et al.,
2019). A glandula mamaria e os nodulos linfaticos sdao também considerados importantes
locais de reservatorio e replicacdo viral (RAVAZZOLO et al., 2006). O tecido mamario €é
caracterizado por uma alta populacdo de macréfagos que durante a colostrogénese, 0s
mondcitos carregando 0 provirus sdo transportados do sangue para o intersticio mamario
(ADJADJ et al., 2019). Consequentemente durante essa fase, é observada uma maior carga
proviral e viral no colostro do que no sangue (PISONI et al., 2007b).

O efeito dos hormdnios lactogénicos no terco final de gestacdo da cabra sobre as
células infectadas no Ubere poderia aumentar a expressao viral e consequentemente estimular
o0 desenvolvimento da infec¢cdo (LERONDELLE; GODET; MORNEX, 1999). Nao somente
macrofagos presentes no tecido mamario, como células epiteliais mamarias podem ter funcéo
na replicacdo, uma vez que ja foi observado o brotamento de particulas virais na membrana
plasmatica, sugerindo fortemente que essas células ddo origem a uma infeccdo produtiva
(BOLEA et al., 2006). Dessa maneira, as células epiteliais do leite podem contribuir como
uma importante fonte de transmissao e patogénese (MSELLI-LAKHAL et al., 1999).

Uma vez dentro da célula, a imunidade inata pode interferir com a replicacdo, mas o
virus desenvolve mecanismos de escape, multiplicacdo e sobrevivéncia, que leva a eventos de
compartimentalizacdo e criacdo de quasispecies (RAMIREZ et al., 2013). Foi encontrado

como esperado, que sequéncias ancestrais intra-hospedeiro ndo foram localizadas no sistema
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nervoso central ou outros tecidos, mas no lavado bronco-alveolar e células mononucleares do
sangue periférico. Esse estudo mostrou que diferentes LVPR podem coexistir no sistema
nervoso central de ovinos acometidos por Visna (RAMIREZ et al., 2012). Quando as regides
do capsideo e o nucleocapsideo foram sequenciadas, a sequéncia viral do granuloma diferiu
com as sequéncias obtidas dos leucdcitos de sangue periférico e foram similares aos isolados
do baco, articulacdo do carpo e cérebro, indicando recombinacéo viral entre genétipo A e B
no granuloma (ECHEVERRIA et al., 2021).

Foi demonstrado que a variabilidade na sequéncia LTR pode estar associada com o
tropismo tecidual (OSKARSSON et al., 2007), embora haja conclusdes divergentes, pois
outros estudos apontaram que essas regides ndo foram boas preditoras, uma vez que essas
sequéncias foram conservadas em diferentes tecidos (MURPHY et al.,, 2010; OLECH,;
KYCKO; KUZMAK, 2022). A hipétese é que outras regides do genoma viral estejam
envolvidas com o processo de compartimentalizacdo, como por exemplo, regides especificas
do gene env e gag (OLECH; KUZMAK, 2019).

Duas regides gendmicas estdo envolvidas com o tropismo celular, provavelmente por
variagdes que podem estar presentes nas sequéncias U3 e R do LTR (AGNARSDOTTIR et
al., 2000; BARROS; ANDRESDOTTIR; FEVEREIRO, 2005; BRELLOU et al., 2007;
OSKARSSON et al., 2007; GLARIA et al., 2009; BLATTI-CARDINAUX et al., 2016b). A
regido U3 contém sitios de ligacdo de fator de transcricdo, como AML (vis), AP-1, AP-4,
Poly A e TATA box (MENDIOLA et al., 2019). A presenca de dois sitios extras CAAAT na
regido U3 do LTR pode explicar a alta capacidade de replicacdo em células do plexo coroide
em cepa considerada neurovirulenta (OSKARSSON et al., 2007; GLARIA et al., 2009).

2.5 FORMAS DE TRANSMISSAO

AS LVPR podem ser transmitidas pela via horizontal e/ou vertical. A transmisséo
horizontal ocorre por contato direto entre animais saudaveis e infectados. Essa via é
exemplificada pela ingestdo de colostro/leite, inalagdo de aerossois e por sémen infectado. A
transmisséo vertical ou intrauterina tem sido demonstrada, mas 0 mecanismo exato desse tipo
de transmisséo ainda ndo tem sido totalmente elucidado (CORTEZ-ROMERO et al., 2013).
Espécies de ruminantes selvagens foram susceptiveis a infec¢do natural e caprinos domésticos
podem transmitir eficientemente através da ingestdo de leite infectado e pela inalacdo de

aerossois (PATTON et al., 2012). Aqueles animais com baixa carga proviral possuem menor
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capacidade de eliminacdo viral e consequentemente ndo representam um real perigo para a
disseminacéo no rebanho (CRESPO et al., 2016).

A transmissdo horizontal do tipo respiratoria ocorre comumente pela inalacdo de
aerossois contendo particulas liberadas no ar pela tosse de animais infectados (PISONI,;
QUASSO; MORONI, 2005; VILLORIA et al., 2013). As particulas alcancam o trato
respiratorio inferior do pulméo, infectando celulas dendriticas, epiteliais broquiais,
macrofagos alveolares e intersticiais presentes nos bronquiolos e alvéolos (MCNEILLY et al.,
2007). Posteriormente, particulas virais sdo transferidas do espaco broncoalveolar para
nodulos linfaticos traqueobrénquicos pelos macrofagos alveolares infectados (MCNEILLY et
al., 2008). InfecgBes concomitantes poderiam aumentar o nimero de macrofagos alveolares
infectados via secrecdes respiratdrias, aumentando dessa maneira a probabilidade de
exposicao de células infectadas (ROWE; EAST, 1997).

A transmissdo do tipo lactogénica ocorre principalmente no periodo neonatal, pela
ingestdo de colostro e leite, reconhecido como a principal via de eliminacdo do virus
(CASTRO; MODOLO, 2016). Esse modo de transmissdo € altamente eficiente,
provavelmente devido a fisiologia particular da mucosa intestinal de cordeiros e cabritos
recém-nascidos que é altamente permedvel ao transporte de um ndmero significativo de
células colostrais (PISONI et al., 2010). Embora 0 mecanismo exato ainda ndo seja totalmente
conhecido, particulas virais sdo capazes de atravessar as vilosidades intestinais e alcancar os
vasos linfaticos mesentéricos. As células epiteliais intestinais ndo parecem somente estar
envolvidas com a absor¢cdo, como também poderiam estar desempenhando uma importante
fungéo na primeira etapa de replicagéo viral (PREZIUSO et al., 2004). Outra potencial rota de
transmissdo é via pelo trato respiratério através da aspiracdo de leite durante a lactacédo
(HERRMANN-HOESING; PALMER, KNOWLES, 2007).

A presenca de particulas virais no sémen pode ter implicacdes na disseminacdo e
controle da doenca (GREGORY et al., 2011). O estudo sugere que as LVPR podem ser
potencialmente transmitidas para fémeas via monta natural ou inseminacéo artificial (ALI AL
AHMAD et al., 2012a). Foi comprovado experimentalmente que o virus pode ser transmitido
através da inseminacédo artificial a partir de sémen infectado (HASEGAWA et al., 2017b;
SOUZA et al., 2013). Essa rota de transmissdo pode ser potencializada nas situacGes em que
ocorrem inflamacGes testiculares pelo envolvimento de infec¢des bacterianas que influenciam
no recrutamento de monocitos (ANDRIOLI et al., 2006; PREZIUSO et al., 2003).

Os estudos demonstram a presenca de RNAm viral e DNA-proviral em 6rgéos

reprodutivos masculinos (testiculos, epididimos, ampola, préstata, e glandula bulbouretral) de
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machos naturalmente e experimentalmente infectados, indicando a possibilidade da
ocorréncia de eliminacdo e transmissdo das LVPR via sémen (PETERSON et al., 2008; ALI
AL AHMAD et al., 2008b; PURCHETTI et al., 2013). A descamacdo de células epiteliais
infectadas presentes no Iimen e a secrecdo de fluido seminal com particulas virais propiciam
a contaminacdo do sémen (TURCHETTI et al., 2013). Potenciais reservatérios no ejaculado
incluem os espermatozoides e células ndo espermaticas, tais como macréfagos e células
germinativas imaturas (TRAVASSOS et al.,, 1999). O DNA proviral do CAEV néo foi
identificado na fracdo do espermatozodide. Essa resisténcia dos espermatozddeis a infeccédo
pode ser devido a auséncia de receptores de membrana que sdo necessérias para a
internalizacdo das particulas virais (ALI AL AHMAD et al., 2008b).

O sémen infectado também resulta na transmissdo para o embrido nos estagios iniciais
de desenvolvimento e consequentemente durante as fases do crescimento fetal (ALI AL
AHMAD et al., 2012a). A transmissdo ao embrido esta associada como a infecgdo das células
da granulosa que circundam o odcito, porém ndo possui a capacidade de atravessar a zona
pellcida, provavelmente devido a auséncia de receptores de membrana especificos para a
internalizacdo viral (LAMARA et al., 2001; LAMARA et al., 2002a; ALI AL AHMAD et al.,
2005; CORTEZ ROMERO et al., 2006; CORTEZ-ROMERO et al., 2010). A técnica
enzimatica e mecanica para remoc¢do dessas células tem aplicabilidade para a obtencdo de
oocitos livres de CAEV oriundas de cabras naturalmente infectadas (ALl AL AHMAD et al.,
2005).

Mesmo com a adocgdo da separacdo do cabrito ou cordeiro logo apds o nascimento e
antes da ingestdo de colostro, embora a sua frequéncia seja considerada baixa, existe a
possibilidade transmissdo via transplacentaria, uma vez que o feto é exposto ao virus no seu
ambiente uterino (LARA; BIRGEL JUNIOR; BIRGEL, 2005; RODRIGUES et al., 2017). A
ocorréncia de transmissdo intrauterina foi demonstrada em cabritos nascidos de cabras
naturalmente infectadas e que foram inseminadas com sémen sabidamente negativo
(HASEGAWA et al., 2017a; ARAUJO et al., 2020). O mecanismo responsavel pela infeccio
do trato genital e a identificacédo dos tipos celulares envolvidos ainda permanece desconhecida
(DE ANDRES et al., 2005).

As células do ovario, oviduto e utero sdo passiveis de infeccdo para as LVPR,
provavelmente devido a algum processo de inflamacéo local que pode levar ao recrutamento
de mondcitos infectados (FIENI et al., 2002; FIENI et al., 2003; CORTEZ-ROMERO et al.,
2011). As células epiteliais sdo susceptiveis a infeccdo por CAEV pelo qual as células

embrionarias poderiam ser infectadas pelo contato fisico entre as mesmas durante diferentes
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estagios de desenvolvimento embrionario (ALI AL AHMAD et al., 2012b). O virus também
foi identificado em fluido aminiotico de cabras naturalmente infectadas, sustentando a
hipotese que a infeccdo para o feto ocorre pela degluticio (ARAUJO et al., 2021a). A
transmissdo ao parto no exato momento em que 0 neonato passa através do trato genital da
fémea, sendo exposto aos fluidos corporais maternos e sangue (FIENI et al., 2003).

A possibilidade de transmissibilidade iatrogénica é uma potencial rota de infec¢éo, no
entanto ainda existem escassos estudos publicados para avaliar o seu impacto na cadeia de
transmissdo (BLACKLAWS et al., 2004). Os resultados obtidos na presente pesquisa
demonstraram que 100% (5/5) dos caprinos inoculados com tatuador contaminado com
sangue de caprinos infectado se soroconverteram até 60 dias ap0s a inoculacdo (LARA et al.,
2003). Foi relatado que cabras lactantes soronegativas foram infectadas pelo CAEV apos
terem sido ordenhadas com 0 mesmo equipamento para cabras soropositivas (ADAMS et al.,
1983). O compartilhamento do equipamento de ordenha pode aumentar significativamente o
risco de transmissdo, pela presenca de leite residual infectado com particulas virais que
adentram a glandula mamaria de forma ascendente via canal do teto (EAST et al., 1993;
ROWE; EAST, 1997; LERONDELLE; GODET; MORNEX, 1999; BLACKLAWS et al.,
2004).

A funcéo da 4gua como veiculo de transmissdo merece também atencdo e aumenta 0s
guestionamentos sobre a importancia de fomites na transmissdo do virus. As sequéncias de
LVPR foram detectadas em 9% das amostras de agua dos bebedouros dos animais
sintomaticos em rebanho com prevaléncia media a alta de infeccdo (VILLORIA et al., 2013).
Essa forma de transmisséo esta intimamente relacionada com a contaminacao de bebedouros
com saliva contaminada. A saliva pode conter leucdcitos e células epiteliais de descamacéo
infectadas pelo virus, alertando para a possibilidade de transmissdo oral (SOUZA et al.,
2015). A ocorréncia de transmissdo oral pela saliva também estar envolvida durante o ato de
lambedura realizada pela fémea infectada de cabritos e cordeiros recém-nascidos (ADAMS et
al., 1983; ROWE; EAST, 1997).

O contato direto entre caprinos e ovinos representa um importante fator de risco para a
transmisséo do virus de uma espécie para a outra. As primeiras evidéncias que investigaram a
possibilidade de transmissao inter-espécie foram obtidas a partir de estudos com caprinos e
ovinos infectados experimentalmente por cepas do protétipo CAEV e MVV (OLIVER et al.,
1982; BANKS et al., 1983). A transmissdo horizontal entre caprinos e ovinos pelo gendtipo A
foi comprovada pela primeira vez na Suica pela observacdo de infeccdo pelo subtipo A4
(SHAH et al., 2004b), ao passo que a transmissdo pelo genotipo B foi observada pela
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transmissdao natural do subtipo B1 em rebanhos da Itdlia (PISONI; QUASSO; MORONI,
2005).

Outros relatos de transmissao horizontal natural envolvendo ambas as espécies foram
relatados posteriormente em rebanhos de criagdes mistas da Franca e Canadd que
compartilhavam as mesmas instalagdes (GERMAIN; VALAS, 2006; FRAS et al., 2013). A
transmissao inter-espécie corresponde a sérias implicacdes com relagcdo a aquisi¢do de novas
propriedades bioldgicas e emergéncia cepas de maior transmissibilidade (RACHID et al.,
2013), como observado, por exemplo, em cabras co-infectadas com os genotipos A e B, onde
a transmisséo lactogénica com subtipo A10 foi mais eficientemente do que o subtipo B1 em
cabritos (PISONI et al., 2010).

2.6 MANIFESTACOES CLINICAS

As LVPR sdo caracterizadas por uma infeccdo multisisttmica que desencadeia
processos inflamatorios em regides especificas do organismo. As observacdes clinicas sao
apresentadas em diferentes formas: nervosa, mamaria, respiratdria e articular. Exceto nos
casos da ocorréncia de surtos, é importante enfatizar que em condigdes normais, somente uma
pequena parcela dos animais chegam a desenvolver alguma forma clinica (PETERHANS et
al., 2004). Como se trata de uma infeccdo com longo periodo de incubacgdo, que pode levar
meses ou até anos, alguns animais podem permanecer assintomaticos durante todo seu
periodo de vida produtiva (CASTRO; MODOLO, 2016).

As cepas do grupo MVV afetam principalmente os pulmdes e sistema nervoso central
e menos frequente, glandula maméria e articulagdes (HANANEH; BARHOOM, 2009).
Embora as articulaces e o sistema nervoso central sejam os tecidos alvos de elei¢do para a
infeccdo pelo protétipo CAEV, o parénquima mamario pode ser importante do ponto de vista
epidemioldgico, uma vez que afeta diretamente a producao de leite (KENNEDY-STOSKOPF;
NARAYAN, STRANDBERG, 1985). A sindrome respiratoria e neuroldgica leva ao estagio
de caquexia e morte, por um desequilibrio na funcdo respiratoria ou por uma alteracdo geral
no sistema nervoso, ao passo que a sindrome mamaria e articular geralmente ndo resulta em
caquexia ou morte, apesar de que podem ocorrer varios graus de dificuldade de locomocéo
(MINGUIJON et al., 2015).

O tempo decorrido entre 0 momento da infeccdo e a apresentacdo das formas clinicas
esta intimamente relacionado com fatores ligados a viruléncia da cepa (PINCZOWSKI et al.,
2017; MENDIOLA et al., 2019). O LTR pode explicar em parte a patogenicidade de algumas
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cepas, pois essa regido € responsavel pela regulagdo e transcricdo viral, a sua heterogeneidade
gendmica pode afetar a replicagdo do virus (ANGELOPOULOU et al., 2008; BLATTI-
CARDINAUX et al., 2016b). A relacdo entre a delecdo da regido R e a ocorréncia das formas
clinicas tem sido sugerida, podendo inferir que essa regido é relevante na evolugédo e
severidade da doengca (ANGELOPOULOU et al., 2006, 2008; MENDIOLA et al., 2019).
Nenhuma associagdo entre animais infectados sintométicos e assintomaticos foi relacionada
com variacdes no LTR (BRAZ et al., 2013; OLECH; KUZMAK, 2020). A observacdo da
baixa associacdo do potencial patogénico e as sequencias LTR sugere que outros fatores
podem estar relacionados com a auséncia da apresentacdo clinica (BRAZ et al., 2013;,
ANGELOPOULOU et al., 2006; MURPHY et al., 2010; GLARIA et al., 2012; OLECH;
KUZMAK, 2020).

A forma articular é caracterizada por artrite cronica ndo supurativa que é observada na
maioria dos casos em animais adultos da espécie caprina. As articulacbes do carpo séo
comumente afetadas, com envolvimento variavel das articulagdes do tarso, patela, jarrete,
coxo-femoral e atlanto-occpital (ROWE; EAST, 1997). Com a progressdo da doenca, alguns
animais podem permanecer ajoelhados, com incapacidade de permanecerem em estacao
(EROKSUZ et al. 2022). Embora seja considerada de menor ocorréncia, existem também
relatos de ovinos naturalmente e experimentalmente infectados que foram acometidos por
essa forma clinica quando infectados por cepas do genétipo A (CUTLIP et al., 1985;
ANDERSON; HARKISS; WATT, 1994). Em caprinos adultos infectados com o subtipo A27
no norte da Poldnia, originados de um rebanho com alta prevaléncia para LVPR, observou-se
aumento das articulacdes do carpo (OLECH; KYCKO; KUZMAK, 2022). Um surto de artrite
desencadeado por cepas do subtipo B2 também foi relatado em cinco rebanhos altamente
infectados na Espanha em ovinos da raca Aragonesa (PEREZ et al., 2015).

O aumento do volume das articulacbes € primariamente macio a palpacdo e a
claudicagdo nem sempre pode estar presente. Nos casos cronicos, observa-se um
endurecimento, acompanhado de uma extensa fibrose periarticular e formacéo de ostedfitos.
As infecgdes causadas por Mycoplasma spp. apresentam lesdes articulares semelhantes as que
ocorrem na infeccdo causada pelas LVPR, porém pode haver diferencas entre as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas observadas no liquido sinovial (GREGORY et
al., 2004; GREGORY et al., 2006). A punc¢édo de liquido sinovial de animais com LVPR
geralmente apresenta-se de coloragdo amarronzada e frequentemente apresenta placas de
fibrina e debris mineralizados (ROBINSON; ELLIS, 1986). A contagem de células

mononucleares pode estar acima de 500.000 células/mm?, constituidas por linfocitos, células
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do plasma e macréfagos (NARAYAN; CORK, 1990). As lesdes microscopicas Sao
caracterizadas pela proliferacdo da membrana sinovial e hiperplasia de sinoviocitos, infiltrado
inflamatdrio caracterizado principalmente por linfécitos e macrofagos que sdo localizados no
tecido conectivo subsinovial e ao redor do tecido adiposo e vasos sanguineos (PEREZ et al.,
2015).

A forma mamaria é caracterizada por um quadro de mastite endurativa, com alteracdes
na consisténcia do parénquima mamario a palpacdo, com endurecimento difuso ou a
ocorréncia de nodulacGes localizadas de tamanhos variados (LARA et al., 2005; GREGORY
et al., 2009a). O endurecimento pode estar relacionado com fibrose do parénquima mamario
decorrentes de processos inflamatorios anteriores ocasionados por agentes infeciosos
bacterianos (BIRGEL JUNIOR et al., 2007). Ainda ndo se tem conhecimento se a inflamacéo
¢ causada diretamente pelo proprio virus ou se a presenca de particulas virais na glandula
mamaria reduz sua resisténcia para infeccdo bacteriana secundaria (URBANSKA et al.,
2021). O dano ao parénquima mamario pode ser muito sutil e, portanto ndo facilmente
reconhecido ao exame fisico pela palpagdo, exceto por exame histopatolégico (KENNEDY -
STOSKOPF; NARAYAN, STRANDBERG, 1985; NARAYAN; CORK, 1990). Os principais
achados histoldgicos observados é o infiltrado de linfdcitos no intersticio e nimero reduzido
de estruturas glandulares (GJERSET et al., 2009).

A forma pulmonar tem como achado relevante a apresentacdo de um quadro dispneico
associado a um baixo escore de condicdo corporal (BORQUEZ CUEVAS et al., 2021). Em
alguns casos a tosse seca pode ser frequente e a frequéncia respiratoria pode alcancar 120
movimentos por minuto. Com o avan¢co da doenca, o animal pode evoluir para uma
pneumonia secundaria com presenca de descarga nasal (SIGURDSSON, 1954). Com a
progressdo da doenca, a concentracdo de hemoglobina e a contagem de hemacias diminuem,
de modo que a anemia é do tipo hipocrébmica, podendo ocorrer aumento discreto no nimero
de leucocitos totais (SIGURDSSON, GRIMSSON, PALSSON, 1952). A pneumonia
intersticial propicia condi¢Oes favoraveis para o desenvolvimento concomitante de outras
infeccBes pulmonares, porém ainda ndo se sabe ao certo se a gravidade das lesbes seréd
desencadeada primeiramente pelas LVPR ou pelas infec¢Ges secundérias, pois foi observada
uma associagdo significativa entre a ocorréncia de broncopneumonia purulenta e
pleuropneumonia fibrinosa (MOROZ et al., 2022).

Quanto as lesdes macroscopicas, 0 que mais chama atencdo € o aumento de volume
exacerbado dos pulmdes e dos linfonodos tranqueobrénquicos (SIGURDSSON, GRIMSSON,
PALSSON, 1952). O exame histologico revela evidente infiltrado de linfocitos e
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espessamento do septo alveolar (GJERSET et al., 2009). O diagnostico diferencial deve ser
estabelecido com o adenocarcinoma pulmonar ovino, a forma visceral da linfadenite caseosa,
complexo respiratério ovino, pneumonia gangrenosa, infeccdes bacterianas e parasitarias
(LUJAN et al., 2019).

A forma nervosa € comumente observada como uma alteracdo neurolégica provocada
por uma encefalomielite ndo supurativa que acomete primariamente animais jovens e
secundariamente adultos. Os animais inicialmente exibem anormalidades da marcha que pode
prolongar por dias ou meses, até o surgimento de ataxia dos membros posteriores e decubito
permanente (SIGURDSSON, PALSSON, VAN BOGAERT, 1962; CORK et al., 1974a;
SHEFFIELD et al., 1980; BIESCAS et al., 2005; BENAVIDES et al., 2006; BENAVIDES et
al., 2007; BENAVIDES et al., 2013; EVANS et al., 2021). Também pode apresentar sinais
neuroldgicos centrais com envolvimento de leses em nervos cranianos, como por exemplo,
inclinacdo da cabeca (head tilt), andar em circulos, tremores faciais, cegueira e nistagmo
(SHEFFIELD et al. 1980; BENAVIDES et al., 2006; EVANS et al., 2021).

As lesBes macroscopicas nem sempre serdo observadas, porém quando presentes,
observa-se a presenca de areas acinzentadas de liquefacdo e malacia que sdo consistentes com
severa inflamagdo e perda do parénquima nervoso (BENAVIDES et al., 2006). As lesdes
microscopicas consistem de infiltrado inflamatério, principalmente de linfocitos misturado
com macrofagos e células da glia no parénquima cerebral, junto com areas de desmielinizacédo
na medula espinhal, cérebro e cerebelo (SIGURDSSON; PALSSON; GRIMSSON, 1957;
SIGURDSSON; PALSSON, 1958). Os exames de imunohistoquimica e hibridizac&o in situ
sdo ferramentas de diagnostico Uteis para os casos em que as lesBes histoldgicas sdo
inespecificas e os dados sorolégicos e moleculares estdo ausentes (BIESCAS et al., 2005). A
rota que o virus utiliza para acessar o sistema nervoso € muito provavelmente a corrente
sanguinea, mas 0 mecanismo sobre 0 modo como atravessam a barreira hematoencefalica
ainda ndo foi elucidada (OSKARSSON et al., 2007).

Embora os principais tecidos acometidos pelo processo de replicagdo viral sejam 0s
pulmdes, sistema nervoso central, glandula mamaria a articulagdes, outros tecidos podem ser
comprometidos, tais como os rins, figado e coracdo (BLACKLAWS, 2012). Foram
observadas lesdes renais e cardiacas em animais que manifestaram pelo menos uma das les6es
classicas associadas por LVPR (ANGELOPOULOU; BRELLOU; VLEMMAS, 2006;
MURPHY et al., 2021; EROKSUZ et al., 2022).

2.7 RESPOSTA IMUNE
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2.7.1 Celular

Nas infeccdes virais, células CD4 sdo essenciais tanto para a producédo de anticorpos
como para a manutencdo de células T CD8 para o controle da replicacdo viral,
desempenhando uma importante funcdo na defesa imune contra 0s virus
(TORSTEINSDOTTIR et al., 2007). Porém no caso das infecgdes por LVPR, os linfocitos T
CD4" auxiliares sio necessarios para a replicaco eficiente em macréfagos (ERIKSSON et al.,
1999). No caso do inicio da infecgdo por LVPR, seja em animais assintoméaticos ou nao,
observa-se um aumento de células CD8+ (sangue, leite, liquido sinovial) sem alteracdo no
numero absoluto de células CD4+ o que provoca uma reducdo na proporcao na relacdo de
linfocitos CD4/CD8 (KENNEDY-STOSKOPF; ZINK; NARAYAN, 1989; JOLLY et al.,
1997; VON BODUNGEN et al., 1998; PONTI et al., 2008). Essa diminui¢do na propor¢éo de
linfocitos CD4:CD8 coincide também com a diminuicdo do numero total de células
mononucleares na circulacdo periférica (KENNEDY-STOSKOPF; ZINK; NARAYAN, 1989;
JOLLY et al., 1997). Os macrofagos e células dendriticas sdo importantes para o sistema
imune inato/adaptativo, atuando como células apresentadoras de antigenos para estimulacdo
de células T. Portanto, a infeccdo por LVPR pode interferir com a funcdo dessas células, de
modo a alterar o tipo de resposta imune que é produzido. Isso pode ser a causa de alguns
achados inesperados sobre a resposta imune as LVPR (BLACKLAWS, 2012).

Os estudos posteriores puderam demonstrar como maior precisdao a dinamica da
funcdo de linfdcitos T na infecgcdo por LVPR em funcéo dos estagios de infeccdo e grau de
lesdo tecidual. Um padréo de lesdo linfocitico caracterizado pela predominancia de células T,
especialmente CD8+, representando uma fase inicial ou latente de progressdo lenta, em que o
animal apresenta alguma resisténcia natural a infeccdo. O nimero muito baixo de células B
pode indicar que a resposta imune humoral seria minima neste tipo de lesdo, onde a
imunidade celular desempenharia maior funcdo. No padrédo histiocitico, alta quantidade de
macrofagos misturados com células B sdo observados no local de replicacdo tecidual, ao qual
reflete uma pobre resposta imune ou maior viruléncia da cepa viral, representando estagios
avancados da doenca (POLLEDO et al., 2012a ; POLLEDO et al., 2012b; GAYO et al.,
2017). A ativagéo cronica de linfocitos B esté associada com a presenca de lesdes em animais
infectados (PERRY et al., 1995).

O aumento da proporcdo de linfécito B especifico ao antigeno em lesdes teciduais de

padréo histiocitico ocorre provavelmente como resultado da ativacéo da resposta imune tipo 2
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(Th2), ao passo que a resposta imune tipo 1 (Th1) reflete a proliferacéo de linfécitos T tipo 1,
que promove a funcdo imune mediada por células e previne a progressdo da doenca (JOLLY
et al., 1997; TRUJILLO et al., 2004; REINA et al., 2011). Os resultados indicam que animais
assintomaticos tem uma populacdo dominante de linfocitos Thl, enquanto que animais com
progressao clinica tem uma resposta Th2 (PERRY et al., 1995; CHEEVERS; BEYER;
KNOWLES, 1997; VON BODUNGEN et al., 1998). Células Thl sdo caracterizadas pela
secrecdo de IFN-y e IL-2, enquanto que linfécitos Th2 séo caracterizados pela secrecdo de IL-
4 e outras citocinas que promovem diferenciacdo de células B (CHEEVERS; BEYER;
KNOWLES, 1997).

Macrofagos infectados produzem citocinas que resultam na ativacdo da resposta
inflamatdria. As citocinas produzidas pela resposta inflamatoria auxiliardo no aumento da
replicacdo viral presente nas lesdes inflamatorias que ocorrem durante a patogénese
(BLACKLAWS, 2012). Um dos mais importantes mediadores da imunidade inata contra a
infeccdo por LVPR é o interferon tipo 1 (IFN). A atuacdo do IFN pode contribuir para uma
inibicdo quase completa da replicacéo viral, pois esse mediador interfere com a proliferacéo e
diferenciacdo dos mondcitos (ZINK; NARAYAN, 1989; JUSTE et al., 2000). Porém, como
outro retrovirus, as LVPR sdo pobres indutoras de uma resposta a producdo de IFN 1 de
celulas infectadas (NARAYAN, CORK, 1985).

H& um complexo padrdo de interacdo entre a regulacdo de citocinas e replicacdo viral.
As interacBes entre essas citocinas podem ter uma fungdo critica na patogénese da doenca
(ZHANG et al., 2002; LECHNER et al., 1997). Os principais produtores de citocinas que
estdo associadas com a resposta imunoldgica inicial séo macr6fagos e mondcitos. As citocinas
IFN-y, TNF-o. ¢ GM-CSF (Fator estimulador de colbnias de granuldcitos e macréfagos)
desempenham um funcdo no desenvolvimento da patogénese pela ativacdo de promotores
virais que envolve a regido U3 LTR, levando ao aumento da taxa de replicacdo (MURPHY et
al., 2006; MURPHY et al., 2007; MURPHY et al., 2012). No entanto, a IFN-y atua como
principal citocina envolvida nesse processo. Ela é produzida principalmente por celulas NK e
células CD8+ ativadas e uma das suas principais fungdes é a maturagdo de monadcitos para
macréfagos (TONG-STARKSEN; SEPP; PAGTAKHAN, 1996; MICHIELS et al., 2021). Os
niveis de expressio de mRNA GM-CSF elevado em macrofagos alveolares foi
correlacionado com a presenca de lesbes pulmonares em ovinos acometidos por MVV e
estimulou a replicagdo em macréfagos (ZHANG et al., 2002). Macrofagos ativados via
regulacéo positiva por IFN-y atuam como células apresentadoras de antigeno com aumento da

expressao de MHC de classe Il sobre linfocitos T (PONTI et al., 2008). Portanto, ao invés de
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bloquear a infeccdo, esse processo vem a causar um recrutamento da adigdo de células imunes
inflamatorias ao sitio de replicagdo, resultando na infeccdo de um maior nimero de
macrofagos (BLACKLAWS, 2012; REINA, DE ANDRES, AMORENA, 2013; JARCZAK et
al., 2016).

2.7.2 Humoral

A reatividade humoral é consideravelmente robusta contra varias proteinas estruturais
do virus, no entanto essa resposta imunolégica € caracterizada por uma reduzida capacidade
de neutralizacdo viral, o que contribui para que mecanismos imunopatogénicos favore¢cam o
desenvolvimento de lesdes teciduais (KNOWLES et al.,, 1990; BERTONI et al., 1994;
BERTONI et al., 2000). A gpl135 € o principal antigeno considerado para estimulo da
producdo de anticorpos, porém o0s epitopos imunodominante presentes nessa proteina
possuem mecanismos de escape antigénico, como a presenca de sitios de glicolisacdo
(VALLAS et al., 2000; HAFLIDADOTTIR et al., 2008; OLECH; KUZMAK, 2019),
presenca de acido sidlico (HUSO, NARAYAN; HART, 1988; JOLLY et al., 1989), mdltiplos
pontos de mutacio (ANDRESDOTIRR et al., 2002; ZAHNO; BERTONI, 2018; MENDEZ et
al., 2020), eventos de recombinacio (ANDRESDOTTIR, 2003), insercbes e delecdes
(MARTIN et al., 2019).

O tempo entre a infeccdo e a soroconversdo varia consideravelmente e no geral
depende da rota de infeccdo. Em condicBes experimentais, 0s anticorpos sdo detectados
quatro semanas ap6s a inoculacdo oral ou intravenosa e quatro a oito semanas apds a
inoculagdo intramamaria (EAST et al., 1993). No entanto, tem sido documentado que em
condicdes naturais a soroconversdo pode ser atrasada por muitos meses (HOUWERS; VAN
DER MOLEN, 1987; RIMSTAD et al., 1993; RIMSTAD et al., 1998). Um dos fatores
responsaveis a esse fendmeno envolve a restricdo da replicacao e laténcia viral nos monécitos
na forma de DNA proviral integrado no genoma celular (SOUZA et al., 2015). O titulo de
anticorpos € significativamente mais elevado em caprinos e ovinos com lesdes teciduais do
gue animais assintomaticos (PERRY et al., 1995; RAVAZZOLO et al., 2006; HERRMANN-
HOESING et al., 2009). Isso por sua vez esta relacionado com o isétipo de 1gG, onde animais
com apresentagdo com uma resposta humoral mais direcionada para 1gG1l do que 1gG2
(TRUJILLO et al.,, 2004). A falha no desenvolvimento de anticorpos 1gG2 é um fator
adicional de persisténcia viral, indicando uma disfun¢do imunoldgica que contribui para a

potencializagdo da entrada viral em macrdfagos (BIRD et al., 1995).
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As principais proteinas estruturais que fazem parte da composicao viral permite uma
reatividade antigénica cruzada entre o lentivirus que infectam caprinos e ovinos
(GOGOLEWSKI et al., 1985; PYPER et al., 1986; SALTARELLI et al., 1990). Isso ocorre
pela conversacdo de uma sequéncia de aminoacidos presentes na regido N-terminal dos
epitopos imunodominante (ROSATI et al., 1999). No entanto, diferentes genétipos virais
carregam epitopos especificos em suas principais proteinas estruturais devido a uma variagdo
de aminodacidos que estdo localizados na porcdo C-terminal (ROSATI et al., 2004a; GREGO
et al., 2005; LACERENZA et al., 2006; NOGAROL et al., 2019).

O CA é o primeiro antigeno reconhecido por animais infectados e geralmente
permanece detectada por um longo periodo de tempo (ROSATI et al., 1999). Apesar da
resposta humoral contra p25 aumentar no inicio da infeccdo, os niveis desses anticorpos
podem declinar apdés o surgimento das manifestagdes clinicas (BRINKHOF; VAN
MAANEN, 2007). O epitopo linear do CA é capaz de diferenciar todos os genotipos
atualmente conhecidos de acordo com a variacdo na sequéncia e reatividade humoral
especifica na regido C-terminal da p25 (NOGAROL et al., 2019). Rosati e colaboradores
realizaram um estudo de mapeamento revelando trés epitopos imunodominantes criticos para
a ocorréncia de reatividade cruzada no gene gag (ROSATI et al., 1999; ROSATI et al.,
2004a). Essa subunidade do epitopo compartilha um epitopo N-terminal comum (sequéncia
LNEEAERW) e possuem epitopos distintos na regido C-terminal (grupo A, VRQNPPGPN;
grupo B, RRNNPPPPA) (GREGO et al.,, 2002). A parte C-terminal é variavel entre os
gendtipos, mas é altamente similar entre os genotipos C e E (grupo E, MRQNNPQPP; grupo
C, RRQNPQPA), havendo certo grau de reacdo cruzada entre esses dois genotipos
(NOGAROL et al., 2019).

A reatividade humoral para a proteina da matriz (MA) é detectavel em animais
infectados durante os estagios iniciais da infeccdo, apds o inicio da resposta de anticorpos
especificos anti-CA (HOUWERS; NAUTA, 1989). O mapeamento da subunidade do MA
demonstrou que a sequéncia de aminoacidos de pelo menos um dos epitopos
imunodominantes foi muito diferente entre duas cepas do genétipo A e B, observando uma
variacdo na parte C-terminal em 16 aminodcidos (Gendtipo B, KLLTPEESNKKDFMSL,;
Genotipo A, -N-----TS-RE-A--) Porém, assim como no CA, epitopos de reacdo cruzada
também séo encontrados na proteina MA (GREGO et al., 2005).

A resposta humoral a pl4 é considerada fraca e inconsistente na maioria dos casos,
aparecendo apds a reacao sorologica para p16 (HOUWERS; NAUTA, 1989). Seu principal

epitopo apresentou um alto grau de reacdo cruzada entre cepas do genoétipo A e B (Genotipo
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B, GNGRRGIRVVPSAPPME; Gendtipo A, -N-P---------- L--), o que limita seu uso como
marcador da sorotipagem, devido a menor variabilidade de amino4cidos presentes na sua
porcdo C-terminal (LACERENZA et al., 2008).

Os maiores titulos de anticorpos contra as proteinas do envelope viral estdo associados

com a ocorréncia de artrite (KNOWLES et al., 1990; MCGUIRE et al., 1992; BERTONI et
al., 1994; CZOPOWICZ et al., 2018b). E provavel que a estrutura imunodominante induz um
forte estimulo imune que propicia a formacao de imunocomplexos que favorece a ocorréncia
de lesBes teciduais (BERTONI et al., 1994). Seis epitopos imunodominante (TM1-TM6)
podem ser precisamente definidos na proteina de transmembrana, incluindo uma estrutura
conservada (TM3) correspondente ao epitopo imunodominante do HIV tipo 1 e outras
espécies de lentivirus, que induz uma soroconversdao mais lenta (BERTONI et al., 1994;
BERTONI et al., 2000).
‘ A andlise da resposta humoral a SU revelou que a proteina possui cinco epitopos
imunogénicos (SU1-SU5) que apresentam variabilidade entre si quanto ao tempo de
soroconversao (BERTONI et al., 2000). O epitopo SU5 é formado por aproximadamente 25
aminoacidos, onde os 13 primeiros residuos sdao mais conservados, enquanto que a regido C-
terminal apresenta maior variacdo entre cepas do mesmo subtipo (CARDINAUX et al., 2013;
OLECH; KUZMAK, 2021; MICHIELS et al., 2021). Isso faz com que a resposta ao antigeno
SU5 seja na maioria das vezes especifica para cada subtipo, com baixa ocorréncia de reacao
cruzada (CARROZZA et al., 2009; OLECH et al., 2012), além de apresentar uma forte
reatividade e rapida soroconversdo (MORDASINI et al., 2006).

O espectro de reatividade soroldgica para as proteinas estruturais das LVPR também
depende da espécie hospedeira (RACHID et al., 2013). A resposta humoral mais forte foi
induzida apds infeccdo homologa do que heteréloga em ovinos e caprinos infectados com
gendtipo A e B, respectivamente. Os caprinos sd8o menos susceptiveis a infeccdo pelo
gendtipo A do que os ovinos, enquanto que maiores titulos de anticorpos sdo encontrados em
soros na especie caprina do que ovina, quando ambos sdo infectados pelo genotipo B
(MICHIELS et al., 2021).

2.7.3 Fatores de restrigao viral
As diferencas entre as ragas quanto a soroprevaléncia e carga viral ja foram indicadas

em estudos prévios (CUTLIP et al.,, 1986; HOUWERS; VISSCHER; DEFIZE, 1989;
HERRMANN-HOESING et al.,, 2008), indicando uma base genética envolvida com a
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susceptibilidade a infec¢do. Diversos estudos tém focado na identificagdo de polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) em genes alvos, envolvendo a resisténcia ou susceptibilidade a
doenca, como exemplo, TMEM154, CCR5, TLRs e APOBEC3 (LARRUSKAIN; JUGO,
2013).

O gene TMEM154 codifica uma proteina de transmembrana 154 precursora de 191
aminoacidos que maturam para uma proteina de 161 amino&cidos, mas sua fungédo biol6gica
ainda ndo é conhecida. Alguns estudos mostram que a substituicdo do aminoacido glutamato
tilosina (E/K) na posicdo 35 pode modular a predisposicdo a infeccdo, em particular o
genotipo KK foram associados com o status soroldgico (HEATON et al., 2012; MOLAEE et
al., 2019; YAMAN et al., 2019) e a carga proviral (ALSHANBARI et al., 2014; JONES et
al., 2022), sugerindo que diferencas especificas entre racas podem existir e influenciam na
susceptibilidade ou resisténcia a doenca. No entanto, outros autores relatam que o gendtipo
KK ndo exerce total protecdo a infeccdo, ndo havendo nenhuma associagdo significativa
(ARCANGELI et al., 2021). Isso pode estar relacionado com a existéncia de outras mutagdes
no gene TMEM154 diferentes da E35K tais como D33N, T44M, 170N ou G38R, porém 0s
envolvimentos desses SNPs individualmente ou juntamente sdo ainda considerados
desconhecidos para susceptibilidade a LVPR (RAMIREZ et al., 2021). Foi observado que
nenhum virus do gendtipo A foi encontrado em ovinos com o gendtipo KK,
independentemente da raca, que é consistente com o fator de protecdo, enquanto que poderia
haver uma potencial susceptibilidade em animais carregando pelo menos um alelo (EE ou
EK) em infec¢des causadas pelo genétipo B e E (MORETTI et al., 2022).

Outro candidato como co-receptor extracelular associado com a infec¢do por MVV é o
DRB1, gene MHC de classe Il que codifica receptor glicoproteico apresentador de antigeno e
gue desempenha a fungéo no reconhecimento de peptideos de patdgenos que sao apresentados
ao linfécito T. Foi associado com menor carga proviral em ovinos com diferentes alelos para
esse gene (HERRMANN-HOESING et al., 2008) e que que uma delecdo de 2bp no gene
ovino DRB1 estd associada com a susceptibilidade de ovinos para infeccdo por MVV
(YAMAN et al., 2021).

A auséncia de infeccdo produtiva ndo é somente devido a falta de receptores
funcionais, uma vez que outros mecanismos de restricdo ap0os a entrada do virus na célula
podem também contribuir para a replicacdo viral. Uma vez dentro da célula, a imunidade
inata pode interferir com a replicacdo, mas o virus desenvolve mecanismos para escape,
multiplicacdo e sobrevivéncia, criando quasisespécies que leva a eventos de

compartimentalizagdo (RAMIREZ et al., 2013). A proteina 5 que contém motivos tripartidos
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(TRIMD), liga-se ao capsideo viral, inibindo as etapas de integracdo e pos-integracao no ciclo
do virus, enquanto que a enzima edicio RNAm de Apolipoproteina, catalitica polipéptido
semelhante 3G (APOBEC3) tem a funcdo de alterar o genoma viral. (GOMEZ-LUCIA,;
BARQUERO; DOMENECH, 2018). Ambas levam a degradacdo proteosomal das proteinas
viriais, compartilhando a apresentagdo antigénica via MHC-1 que poderia resultar numa
producdo humoral e auséncia de replicagio viral (SANJOSE et al., 2016). A maior expressao
de TRIM5 e APOBEC3 foram observadas em animais infectados que apresentavam baixa
carga proviral, sugerindo que a ocorréncia de potenciais polimorfismos sdo responsaveis por
essas diferencas na atividade retroviral (CRESPO et al., 2016).

Outro gene que vem sendo investigado € receptor da quimiocina (CCR5) responsavel
pelo recrutamento imune celular. A super expressao do receptor CCR5 sobre a superficie
celular por aumentar a internalizacdo do virus e sua carga proviral (COLUSSI et al., 2019). A
delecdo de quatro pares de bases (WHITE et al., 2009) e mutagdo no gene CCR5 (COLUSSI
et al., 2019) foram associados com a carga proviral em animais infectados por LVPR. Com
relacdo ao gene CCRS5, nenhuma correlacdo estatistica com a resisténcia ou susceptibilidade
foi observada (ALSHANBARI et al., 2014, ARCANGELI et al.,, 2021; MOLAEE;
ELTANANY; LUHKEN, 2018).

Os receptores Toll-Like (TLRs) e a molécula adaptadora fator de diferenciacdo
mieldide 88 (MYF88) sdo expressos na membrana endosomal de multiplos tipos celulares em
gue atuam no reconhecimento do RNA viral e ativacdo de células imunoldgicas. Os
polimorfismos presentes nos TLRs e MYD88 parecem estar envolvidos com resisténcia
genética para LVPR, de modo que as variagdes genéticas nesses genes podem influenciar na
infeccdo e progressédo da doenca (LARRUSKAIN et al., 2013; SARAFIDOU et al., 2013;
ARCANGELI et al., 2021; OLECH et al., 2021).

2.8. EPIDEMIOLOGIA

Em 2020, a ovinocaprinocultura brasileira apresentou um cendrio de expansao no seu
efetivo, com crescimento de 4,0% (12,1 milhGes de cabecas) e 3,3% (20,6 milhdes de
cabecas) no rebanho caprino e ovino, respectivamente, em relacdo ao efetivo registrado no
ano de 2019. A Regido Nordeste segue liderando esses rebanhos, sendo responsavel por
95,0% do total de caprinos e por 70,6% do total de ovinos do pais (IBGE, 2020). Apesar do
grande potencial de mercado, ainda € comum a ocorréncia significante de doengas

infectocontagiosas que influenciam diretamente na produtividade e desenvolvimento
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econdmico do setor (HAAS; TORRES, 2021). Os estudos completos das caracteristicas
epidemioldgicas, clinico-patoldgicas e abordagens diagndsticas da ocorréncia de doengas
virais em pequenos ruminantes do Brasil ainda séo limitados (CECCO et al., 2023).

Os primeiros registros da ocorréncia sorologica de LVPR no Brasil foram
documentados em caprinos e ovinos do Estado do Rio Grande do Sul. Todos os estudos
tinham como caracteristica principal o histérico de importacdo de animais de paises europeus
que foram adquiridos com o objetivo do melhoramento genético do rebanho local (MOOJEN
et al., 1986; DAL PIZZOL et al., 1989). O primeiro relato de diagnéstico por isolamento viral
também foi realizado no mesmo Estado, onde os isolados foram relacionados com a cepa
CAEV Cork em caprinos que apresentavam artrite (HOTZEL et al., 1993). Provavelmente a
doenca ja estaria ocorrendo mesmo antes das primeiras descri¢des clinicas e soroldgicas, uma
vez que cabras da raca Saanen do Estado de Pernambuco, pertencentes a um rebanho fechado
de animais importados da Inglaterra desde o ano de 1980, foram diagnosticados com a doenca
por isolamento viral (CASTRO et al., 1999b).

A evidéncia soroldgica nos rebanhos do pais demonstra que a enfermidade esta
amplamente disseminada na maioria dos Estados do Brasil, conforme levantamento realizado
nos ultimos dez anos de pesquisa sobre soroprevaléncia em caprinos e ovinos (Figura 2 e 3).
Porém, devido ao fato de que maioria dos inquéritos soroepidemioldgicos € baseada somente
na utilizacdo de um Unico teste, alta taxa de resultados falsos negativos pode ser observada, o

que implica na subestimacéo da prevaléncia da infeccdo no pais (SANTIAGO et al., 2012).

Figura 2 - Soropositividade para lentiviroses de pequenos ruminantes em rebanhos caprinos de
diferentes Estados do Brasil - Ano 2012-2022.
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Fonte: CARVALHO, J.S., 2023
Figura 3 - Soropositividade para lentiviroses de pequenos ruminantes em rebanhos ovinos de
diferentes Estados do Brasil - Ano 2012-2022.
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Os fatores primarios que estdo associados com a maior ocorréncia de LVPR na espécie
caprina estéo relacionados com a exploracéo de ragas puras de aptidao leiteira que s&o criadas
em regime de instalacdo intensivo que contribui para uma maior aglomeracdo de animais
(PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001; PINHEIRO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2016;
ALVES et al.,, 2017; PINHEIRO et al., 2018). A baixa ocorréncia na espécie ovina
provavelmente estar relacionado com a sua aptid@o voltada para a producdo de carne, que na
sua grande maioria sdo criados em regime de criacdo extensivo e sdo abatidos precocemente
(MARTINEZ et al., 2010; SARDI et al., 2012; LIMA et al., 2013b; MELO et al., 2016;
TEIXEIRA et al., 2016; GUILHERME et al., 2017a).

Diversos outros fatores de risco sdo gerados em consequéncia ao padrdo racial do
rebanho, aptiddo, regime de criacdo, controle do trénsito de animais, que serdo detalhados
quando nenhuma medida de controle ¢ empregada. A apresentagdo clinica da doenca no
rebanho quase n&o ocorre em animais muito jovens abaixo de dois anos de idade
(NARAYAN; CORK, 1985), assim como a ocorréncia de soroconversdo em animais
assintomaticos (PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001; KABA et al.,, 2012). Essas
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observagdes estdo relacionadas com o longo periodo de incubacdo da doenga (NARAYAN;
CORK, 1985).

As criagOes de alta densidade pode aumentar a eficiéncia da transmissdo horizontal,
desencadeado pelo maior contato entre os animais, pela eliminacdo de particulas virais no
ambiente por aerossdis e secrecdes respiratorias (EAST et al., 1993; PEREZ et al., 2010;
BARRERO DOMINGUEZ et al., 2017; RIZZO et al., 2018; MICHIELS et al., 2018b).
Consequentemente, as criagdes que adotam um regime de instalacdo intensivo contribuem
para uma maior aglomeracdo de animais e consequentemente aumenta a soroprevaléncia
(LEGINAGOIKA et al., 2006). A transmissdo horizontal é considerada a principal rota de
infeccdo para as cepas do prototipo MVV e a taxa de transmissdo de ovinos confinados pode
ser 1000 vezes mais rapida do que ovinos que sao criados a pasto (ILLIUS et al., 2020). A
baixa soroprevaléncia observada em rebanhos criados extensivamente reforcam as indicacgdes
prévias que a transmissdo lactogénica pelo protétipo MVV ndo é tdo ineficiente quando
comparado com o protétipo CAEV, demonstrando que o confinamento de animais infectados
e ndo infectados no mesmo espago é necessario para a sua manutencdo e propagacdo no
rebanho (BERRIATUA et al., 2003; ALVAREZ et al., 2005; LEGINAGOIKA et al., 2006).

Alguns estudos tém observado que a infeccdo crbnica esta relacionada com a
susceptibilidade a ocorréncia de doencas concomitantes. Existe uma relacdo positiva entre a
ocorréncia de mastite inaparente em cabras e a soropositividade para LVPR, indicando que
pode haver uma relacdo entre a infeccdo cronica e diminuigdo da resisténcia da glandula
mamaria para infeccBes bacterianas (TARIBA et al., 2017). A ineficiéncia na resposta
inflamatdria contra bactérias causadoras de mastite em fémeas infectadas poderia ser devido a
reducdo da atividade de macrofagos causada pela infeccéo viral (SANCHEZ et al., 2001). As
cabras soropositivas de quinta lactagdo em diante podem apresentar treze vezes mais chances
de apresentar bactérias causadoras de mastite no leite (URBANSKA et al., 2021). As doencas
infecciosas de origem respiratdria, como a adenomatose pulmonar, também desempenham
uma acao sinérgica sobre a disseminac¢do da infeccdo por MV no rebanho, pelo nimero
abundante de macrofagos alveolares infectados com particulas virais que sdo eliminados via
secrecdo nasal e tosse (GONZALEZ et al., 1993). Embora as LVPR ndo causem uma
imunossupressdo evidente, o aumento da susceptibilidade a infeccbes respiratorias
oportunistas pode ser resultante de um comprometimento da funcéo linfocitica (BRODIE et
al., 1992).

Deve ser dada atencdo em relacdo a origem dos reprodutores quanto a sua importancia

epidemioldgica pela transmissdo via sémen, pois machos infectados sdo considerados como
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fator de risco para a soropositividade do rebanho (KABA et al., 2013; HASEGAWA et al.,
2017b), principalmente aqueles de maior valor genético e econdmico que sdo usados
frequentemente durante a estacdo reprodutiva para cobrir um grande numero de fémeas
(NASCIMENTO et al.,, 2014). Os criadores também possuem o0 habito de emprestar ou
adquirir reprodutores de outros rebanhos, sem haver a realizacdo de qualquer teste de
diagndstico para as LVPR (SOUSA et al., 2019a).

A criacdo consorciada de caprinos e ovinos onde ocorre a ingestdo de colostro ou leite
e 0 contato entre as duas espécies compartilhando as mesmas instalacbes, sdo fatores
predisponentes para a ocorréncia da transmissdo interespécie (BRULISAUER et al., 2005;
COSTA et al., 2007; SOUZA et al., 2015; RIZZO et al., 2016; LIMA et al., 2018;
CARVALHO et al., 2021). E comum a inclusdo de certo nimero de cabras em cria¢es de
ovinos para o fornecimento de colostro e leite para cordeiros 6rfaos ou cordeiros pertencentes
a ovelhas com mastite (PEREZ et al., 2015). Esse tipo de pratica pode favorecer a ocorréncia
da coinfeccdo de diferentes gendtipos no mesmo rebanho. A maior soropositividade em
caprinos e a infeccdo de pelo genotipo A ocorreu com mais frequéncia (p<0,001) em
propriedades com criacdo mista do que as criacbes em que existia somente a presenca de
caprinos (NARDELLI et al., 2020).

2.9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.9.1 Métodos soroldgicos

As técnicas de exame sorologico disponiveis sdo consideradas como primeira op¢éo
de diagnostico laboratorial para a determinacdo da ocorréncia da enfermidade no rebanho.
Essa escolha é baseada principalmente na sua maior sensibilidade na identificacdo de animais
infectados em comparacdo com as técnicas de diagnostico molecular (GJERSET et al., 2009;
CIRONE et al., 2019). Apesar dos avangos nas técnicas de diagnostico, os métodos
soroldgicos possuem algumas desvantagens devido a sua capacidade limitada de deteccéo de
anticorpos especificos gerados pela variabilidade genética entre as diferentes cepas, o que
pode levar a falhas na deteccdo de todos os animais infectados (OLECH; VALAS;
KUZMAK, 2018). As variacbes individuais na resposta imune também s&o observadas em
animais com auséncia de soroconversao ou que apresentam titulos de anticorpos inferiores do
limite de deteccdo da técnica empregada (HANSON; HYDBRING; OLSSON, 1996;
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CASTRO et al., 2002a; CZOPOWICZ et al., 2017; ALVES et al., 2018; MARINHO et al.,
2018).

As principais ferramentas sorologicas atualmente utilizadas em diversos paises sao o
imunodifusdo em gel &gar, ensaio de imunoadsorcdo enzimatica e o Western Blot. A
associacao de diferentes técnicas soroldgicas aumenta a capacidade de detec¢do de um maior
namero de soropositivos, porém ndo garante a identificacdo de todos os animais infectados,
uma vez que 10% dos animais podem ser falso soronegativo (ECHEVERRIA et al., 2020).
Esses animais falsos negativos possuem padréo linfocitico com baixo titulo de anticorpos
abaixo do limite de detecgdo do teste soroldgico (GAYO et al., 2017). A confiabilidade dos
estudos relacionados ao teste de precisdo depende na maioria das vezes da determinacao
correta do verdadeiro status de satde do rebanho. Isso, por sua vez, depende da qualidade do
teste padrdo ouro elegido para efeito de comparacdo (NOWICKA et al., 2014). Como ndo ha
um padrédo ouro oficialmente definido para sorologia de LVPR, ndo é possivel determinar a
sensibilidade verdadeira dos diferentes testes (AALBERTS et al., 2021), porém todas as
ferramentas soroldgicas sdo extremamente importantes para reducdo da prevaléncia no
rebanho (PETERHANS et al., 2004).

2.9.1.1 Imunodifusdo em gel agar

O IDGA é considerado uma técnica soroldgica relativamente préatica, porém apresenta
sensibilidade reduzida, subestimando o nivel de infeccdo no rebanho (SANTIAGO et al.,
2012; ALVES et al., 2018). Os baixos indices de sensibilidade podem ser explicados
parcialmente pelos mecanismos de interacdo antigeno-anticorpo. Embora os testes
imunoenzimaticos requeiram pelo menos uma ligacdo de epitopo-anticorpo para obtencdo de
um resultado positivo, o IDGA requer multiplas interagdes epitopo-anticorpo por reacéo.
(NASCIMENTO et al., 2014).

E muito valiosa nas situagBes em que ainda ndo existem informacdes sobre a
ocorréncia da enfermidade no rebanho, porém, para um melhor acompanhamento do status
sanitario em avaliagdes futuras, recomenda-se a complementacdo do diagnostico com outras
técnicas sorologicas de maior sensibilidade (LIMA et al., 2013a), uma vez que um rebanho
submetido ao controle pelo uso do mesmo antigeno utilizado no IDGA tende a reduzir a
capacidade de detecgdo soroldgica ao longo do tempo em virtude da retirada de todos os
animais com o virus que expressa a aquela proteina (PINHEIRO et al., 2010). Por apresentar
alta especificidade, o IDGA tem sido atualmente utilizado principalmente como teste
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confirmatdrio do que triagem, garantindo o reconhecimento de potenciais resultados falsos
positivos gerados pelo ELISA (BRINKHOF; VAN MAANEN, 2007; MICHIELS et al.,
2018b).

Os antigenos comumente utilizados sdo a proteina do capsideo (MVV p25 ou CAEV
p28) e da glicoproteina de superficie (gpl35), ambos obtidos do sobrenadante de células
infectadas com certas cepas em cultivo celular (CELER et al., 1998). A combinacdo de
antigenos pode levar ao aumento da sua sensibilidade, uma vez que pode haver flutuacdo da
resposta humoral ao antigeno em funcéo do estagio de infec¢do. A sensibilidade do teste pode
ser elevada com a aplicagdo dos antigenos CA e SU, pois a resposta humoral contra essas
proteinas potencializa a identificacdo de um maior nimero de animais infectados no periodo
inicial e crénico da doenca (ADAMS; GORHAM, 1986).

A conservacdo da sequéncia de aminoacidos dos epitopos imunodominantes da
proteina do capsideo é fator preponderante para a ocorréncia de reacGes cruzadas nos testes
soroldgicos (OLECH; MURAWSKI; KUZMAK, 2019). Os antigenos derivados do genétipo
A apresenta uma melhor deteccdo de anticorpos de reatividade cruzada quando comparado
com antigenos derivados do genoétipo B (GOGOKEWSKI et al., 1985; LACERENZA et al.,
2006; CARROZZA et al., 2009). Embora haja certo grau de reatividade cruzada devido a
regides conservadas entre 0s genotipos, a heterogeneidade do epitopo imunodominante do
capsideo pode afetar a sensibilidade dos testes soroldgicos baseados numa Unica cepa
(GREGO et al., 2002). E observada uma sensibilidade de 35% em ovinos e 75% em caprinos
qguando utiliza somente a p28 do capsideo no kit CAEV (MICHIELS et al., 2018b). A
sensibilidade do IDGA protétipo CAEV foi de 0,91 e IDGA prot6tipo MVV foi de 0,56, para
0s soros homologos e heter6logos, respectivamente (KNOWLES et al., 1994). A comparacao
dos antigenos do protétipo MVV e protétipo CAEV para deteccdo de anticorpos para CAEV
foi realizada usando soro de 120 caprinos. A sensibilidade e especificidade do teste usando
antigeno p25 MVV comparado com antigeno p28 CAEV foi 77,3% e 100%, respectivamente
(ABREU et al., 1998).

2.9.1.2 Ensaio de Imunoadsorcao enzimatica

No ELISA, o processo pode ser automatizado, sendo conveniente para a triagem de
um largo ndmero de amostras no menor intervalo de tempo (CORTEZ-MOREIRA;
OELEMANN; LILENBAUM, 2005). Atualmente, diversos ELISAS estdo comercialmente

disponiveis no mercado e sdo baseados em diferentes antigenos que incluem virus total,
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proteinas recombinantes e peptideos sintéticos (PETERHANS et al., 2004; de ANDRES et al.,
2005). A técnica também é compativel com a utilizacdo de amostra de leite como substituto
do soro sanguineo, sendo uma alternativa apropriada pela facilidade de coleta e reducdo dos
custos. Uma amostra de leite do tanque de resfriamento, por exemplo, poderia ser utilizada
como método de triagem para determinar se a infecgdo estd presente ou ndo no rebanho
(SAMAN et al., 1999; MOTHA; RALSTON, 1994; PLAZA et al., 2009; BRINKHOF et al.,
2010;; POTARNICHE et al., 2021; PERSSON et al., 2022).

A aplicacdo simultanea de mais de um antigeno de diferentes genétipos na mesma
placa, faz com que seu espectro antigénico seja elevado e um maior nimero de animais
soropositivos seja identificado (PETERHANS et al., 2004). As maiores taxas de sensibilidade
sdo encontradas em kits ELISA que utilizam maultiplos antigenos (MICHIELS et al., 2018a).
Devido a essas caracteristicas, 0 método ELISA tende a apresentar melhores beneficios em
comparacdo ao IDGA, pois seus valores medios de sensibilidade e especificidade giram em
torno de 97,1% e 89,5%, respectivamente (LARA et al., 2002; CRUZ et al., 2009b; LIMA et
al., 2013a; NASCIMENTO et al., 2014).

A combinacdo das regides conservadas das proteinas da pl6, p25 e gp45 pode
aumentar o espectro de reatividade soroldgica quando comparado somente com 0 uso da p25
no ELISA (ROSATI et al.,, 1995; ROSATI et al.,, 2004b). A utilizacdo de peptideos
combinados pode ser usada para diagndstico soroldgico de triagem da infec¢do, enquanto que
0 uso de ELISA com apenas um peptideo seria util para sorotipagem (REINA et al., 2009b ;
SANJOSE et al., 2015). A subunidade B permite a discriminacdo entre os gen6tipos A e B;
genotipos A e E; gendtipos B e E (GREGO et al., 2007). Certo grau de reatividade cruzada foi
observado somente entre o genédtipo C e E, pois a sequéncia de aminoacidos da regido C
terminal foi altamente similar. Os resultados confirmaram a habilidade dessa subunidade para
discriminar corretamente a infeccdo viral, mostrando uma alta concordancia entre a
sorotipagem e a genotipagem maior que 97% (NOGAROL et al., 2019).

Assim como a resposta humoral direcionada a regido conservada da subunidade B do
capsideo é gendtipo especifico. A reatividade regido variavel C-terminal do SU5 para cada
subtipo pode também ser usada como ferramenta soroldgica para sorotipagem (CARROZZA
et al., 2009). Além disso, rapida soroconversdao observada para essa regido faz com que esse
epitopo seja considerado forte candidato para diagnostico soroldgico em infecgdes recentes
(BERTONI et al., 2000). A sorotipagem tem entdo sua importdncia para caracterizacdo
antigénica de rebanhos onde a informacdo genética ainda é deficiente, atuando

estrategicamente para estudos epidemioldgicos nos locais em que a ocorréncia das LVPR ja
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foi detectada, porém ainda ndo foi totalmente caracterizada (GLARIA et al., 2012;
NOGAROL et al., 2019).

2.9.1.3 Western Blot

O WB é uma técnica que vem ganhando maior relevancia pelo seu potencial emprego
para o sorodiagndstico rotineiro das LVPR (OLIVEIRA et al., 2008). E um teste baseado em
multiplos antigenos que sao purificados de células da membrana sinovial caprina que foram
previamente infectadas com cepas do subtipo B1 (ZANONI; KRIEG; PETERHANS, 1989;
CARDINAUX et al., 2013). A técnica com essas proteinas virais baseia-se na purificacdo e
desnaturacdo com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), que sdo posteriormente separadas
por peso molecular e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Os soros a serem
testados contra anticorpos anti-LVPR s&o reconhecidos e ligam-se aos antigenos virais
presentes na membrana (PEIXOTO et al.,, 2021).

O WB pode detectar anticorpos numa dilui¢do de até 256 vezes maior que o IDGA e
32 vezes maior que o ELISA (PINHEIRO et al., 2012). Por essa razdo, esse método
sorologico ¢ considerado por alguns autores como “padrido ouro” para a elucidacido de
resultados divergentes e confirmacdo de resultados duvidosos (SAMAN et al., 1999). Dessa
forma, esse teste é mais efetivo para identificar um maior nimero de reacdes positivas, por
sua capacidade de analise simultanea de maltiplas reacdes, fazendo com que sua sensibilidade
seja superior em comparagdo com as técnicas de IDGA e ELISA (RODRIGUES et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2018; AZEVEDO et al., 2019b).

Embora apresente uso potencial para o diagnostico sorolégico das LVPR nos estagios
finais dos programas de controle, ainda ndo sdo técnicas comercialmente disponiveis (MUSSI
et al., 2015). Além disso, suas etapas sdo laboriosas para a realizacdo de grande quantidade de
testes e seus custos séo elevados, inviabilizando a sua elei¢do para procedimentos rotineiros
de diagnostico (SCHAER et al., 2022). E esperada também a ocorréncia de resultados falsos
positivos devido a reagdes cruzadas ndo especificas, ou falsos negativos, ocasionados pela
fraca afinidade de anticorpos para os antigenos de cepas locais circulantes (de ANDRES et
al., 2005). E também esperado um baixo desempenho em caprinos e ovinos infectados por
algumas cepas do genotipo A (CARDINAUX et al., 2013).

2.9.2 Deteccao viral
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2.9.2.1 Reacdo em cadeia da polimerase

Diferente ao que ocorre com 0s testes soroldgicos, a PCR detecta diretamente o virus a
partir da amplificacdo parcial de um segmento especifico do material genético viral. Portanto,
um teste molecular tem sua relevancia na identificacdo de animais infectados que apresentam
auséncia de soroconversio (de ANDRES et al., 2005; CORTEZ-ROMERO et al., 2011;
HASEGAWA et al., 2017b; ARAGAO DE AZEVEDO et al., 2019b). Embora seja de custo
elevado, sua utilizacdo pode aumentar a eficiéncia de um programa de erradicacdo da doenca,
tendo a capacidade de redugdo do nimero de animais falsos soronegativos (MODOLO et al.,
2009). A combinacdo do exame sorolégico e molecular garante a deteccdo de um maior
nimero de animais infectados (REINA et al., 2009a; MARINHO et al., 2018; MUZ et al.,
2013; DOLFINI et al., 2015; GAYO et al. 2019). A aplicacdo do PCR também é importante
ao diagndstico nos estudos de epidemiologia molecular, assim como para a descricdo de
novas variantes genéticas em determinada area geografica (RAMIREZ et al., 2009; LUJAN et
al., 2019; SCHAER et al., 2022).

Os leucdcitos do sangue sdo as principais fontes celulares alvos para amplificacdo do
DNA proviral, devido a sua maior sensibilidade e facilidade de obtencdo da amostra (DE
ANDRES et al., 2005). A falha na amplificacio viral pode ser o resultado de uma baixa carga
proviral ou heterogeneidade viral (PETERHANS et al., 2004; GJERSET et al., 2009;
REGGE; CAY, 2013). Resultados falsos negativos podem ocorrer devido ao ndmero
insuficiente de células infectadas que permanecem abaixo do limite de deteccdo do ensaio
(GONZALES et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

O genoma viral que esta integrado no interior dos monécitos representam 1-10% das
células sanguineas totais e apenas 10% dos mondcitos sdao normalmente infectados com pelo
menos uma copia do virus, comprometendo a deteccdo por PCR (LUJAN et al., 2019). Esse
fendmeno esta relacionado pela associacdo da auséncia de lesdes provocadas pelo processo de
replicacéo viral nos locais especificos (BRODIE et al., 1993; RAVAZZOLO et al., 2006) e a
reducdo significativa na proporcdo de mondcitos em animais infectados assintomaticos
(KENNEDY-STOSKOPF; ZINK; NARAYAN, 1989; JOLLY et al., 1997). E provavel que o
aumento do volume de sangue coletado possa garantir uma maior concentracdo de monaocitos
na amostra e consequentemente elevar a sensibilidade do PCR (GONZALES et al., 2013).

A alta diversidade das sequéncias ao longo do genoma é uma limitacdo consideravel
para a eficiéncia do PCR, uma vez que os primers definidos nem sempre sdo perfeitamente
complementares a sequéncia alvo (ELTAHIR et al., 2006; SANJOSE et al., 2015). A



57

eficiéncia do PCR esta diretamente relacionada com especificidade dos primers construidos e
escolha da regido alvo do virus que serd amplificada (MARINHO et al., 2016), optando-se
para as regides mais conservadas que estdo localizadas nos genes gag e pol
(LEGINAGOIKOA et al., 2009; MENDIOLA et al., 2019). A variabilidade do ensaio PCR
para detecgdo viral em animais infectados pode estar relacionada com mutagoes localizadas
no sitio de ligagdo dos primers (SANJOSE et al., 2015). Em vista das diferengas geogréficas
nas sequencias gendmicas das LVPR, os primers devem ser selecionados preferencialmente
com referéncia a populacéo de cepas locais (LEROUX et al., 1997).

Os métodos por real time foram desenvolvidos, porém sua grande maioria é baseada
especificamente para uma Unica cepa (MICHIELS et al., 2018a; DE REGGE; CAY; 2013; LI
et al., 2013; HERMANN-HOESING et al., 2007; BRINKHOF et al., 2008; ZHANG et al.,
2000; GUDMUNDSSON et al.,, 2003; BRAJON et al., 2012; KUHAR; BARLIC-
MAGANJA; GROM; 2013; RAVAZZOLO et al., 2006; PETERSON et al., 2008). Os
esforcos para mitigar os problemas relacionados com a alta heterogeneidade genética das
LVPR envolvem a utilizacdo de primers degenerados (RUTKOSKI et al., 2001; DOLFINI et
al., 2015; ELTAHIR et al., 2006) associados com PCR nested ou semi-nested (PETERHANS
et al., 2004; ALVAREZ et al., 2006; BARLOUGH et al., 1994; CELER et al., 2000;
ELTAHIR et al., 2006; MODOLO et al., 2009; GREGO et al.,, 2007; GREGORY et al.,
2009b). Os primers degenerados compreendem uma mistura de oligonucleotideos que tem
como alvo a sua ligacdo em variantes multiplas, objetivando amplificar uma ampla quantidade
de cepas virais diversas (CHASSALEVRIS et al., 2020).

2.9.2.2 Isolamento viral em cultivo celular

As LVPR podem ser replicadas in vitro em monocamada de fibroblastos derivados de
células da membrana sinovial caprina ou plexo coroide de embrides ou fetos, onde as cepas
podem demonstrar distintos efeitos citopaticos e padrbes de crescimento (NARAYAN et al.,
1980; CHEBLOUNE et al.,, 1996a). A habilidade de replicacdo in vitro também foi
comprovada em células do musculo liso cardiaco (LEROUX et al., 1995), células da
granulosa (LAMARA et al., 2001), células da membrana nictante (AZEVEDO et al., 2015),
células do corddo umbilical (DIAS et al., 2016; MARTINS et al., 2017), células
epidimimérias (LAMARA et al., 2013) e do bago (COLLITI et al., 2019).

Dependendo da capacidade e habilidade de inducéo de efeito citopatico, as cepas de

LVPR podem ser classificadas fenotipicamente em rapid/high (litico) ou slow/low (persistente
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ou ndo litico) (QUERAT et al., 1984). As cepas liticas replicam-se rapidamente, induzindo a
formacdo de sincicial, lise celular e alcancando altos titulos, ao passo que 0s virus que sdo
classificados como néo liticos apresentam baixo potencial citopético, pois crescem lentamente
e apresentam baixos titulos (PISONI et al., 2007a ; RAMIREZ et al., 2013).

As cepas patogénicas sdo facilmente cultivadas em células fibroblastos, mas o
isolamento de cepas ndo patogénicas pode requerer diferentes abordagens (CARDINAUX et
al., 2013; COLLITI et al., 2019; De la LUZ-ARMENDARIZ et al., 2021). Um exemplo é a
cepa Roccaverano (gendétipo E) que foi primeiramente isolada a partir de tecido esplénico e
mamario, onde a adaptacdo para células fetais (membrana sinovial e plexo coroide) foi
improdutiva (REINA et al., 2008), provavelmente devido a sua restricdo de tropismo de
macrofagos (JUGANARU et al. 2011). A auséncia de replicacdo viral in vitro em células
heter6logas também ja foi relatada em células do plexo coroide ovino infectadas com cepa do
gendtipo B e fibroblasto caprino infectado com o subtipo A4 (CHEBLOUNE et al., 19964;
DEUBELBEISS et al., 2014).

A replicacdo viral em cultivo celular é também um processo lento e algumas vezes, o
diagnostico € prejudicado quando ndo ocorre efeito citopatico (JUSTE et al., 1998). Os
elevados custos inerentes a sua execucao, a demanda por laboratérios especializados e equipe
qualificada sdo considerados obstaculos para que essa forma diagnostica ndo seja utilizada
rotineiramente (KALOGIANNI et al., 2021).

2.10 ESTRATEGIAS DE CONTROLE

A enfermidade se distribui facilmente de um animal para o outro e ndo existe terapia
curativa ou vacinagdo preventiva para quebrar a cadeia de infeccdo. Portanto, o seu controle
baseia-se na ado¢do periodica de testes soroldgicos e segregacdo ou abate de animais
soropositivos (CRUZ et al., 2009b; GUILHERME et al., 2017a; RODRIGUES et al., 2018).
Nas regides onde tem pouca informacdo sobre a circulagcdo de cepas de LVPR, a melhor
estratégia para a identificacdo de um maior nimero de animais infectados é realizacdo de pelo
menos dois testes de diagndstico em paralelo (DE MIGUEL et al., 2021; RAMIREZ et al.,
2021). O programa de controle necessita de uma vigilancia periddica continua, de modo que a
interrupcdo do controle sorologico certamente levaria novamente ao aumento progressivo da
soroprevaléncia (PEREZ et al., 2013).

Nas etapas finais onde a soroprevaléncia seja considerada residual, a aplicacdo de

técnicas sorologicas ou moleculares de maior sensibilidade podera alcancar a erradicacdo
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(PEREZ et al., 2013). A completa erradicacdo da doenca ndo pode ser alcancada sem uma
segregacdo definitiva de ovinos e caprinos pela separagdo fisica dos animais infectados e
saudaveis (SHAH et al., 2004a; LEROUX; CRUZ; MORNEX, 2010; TAVELLA et al.,
2017). A manutencao de ambas as espécies compartilhando as mesmas instalagdes pode levar
a uma maior facilidade de transmissdo viral através da descarga nasal e por aerossdis
(TAVELLA et al., 2021). As medidas de controle ainda ndo sdo requeridas por lei na maioria
dos paises, e sua implementacdo depende de esforco conjunto dos criadores e da iniciativa
governamental local (REINA et al., 2009a). Devido aos seus impactos econdmicos, muitos
paises adotaram oficialmente programas de controle e erradicagdo, como por exemplo, a
Suica (SHAH et al., 2004a; THOMANN et al., 2017; De MARTIN et al., 2019), Holanda
(HOUWERS; SCHAAKE; DE BOER, 1984; HOUWERS et al., 1987; AALBERTS et al.,
2021), Itdlia (TAVELLA et al., 2017; CIRONE et al., 2019), Bélgica (MICHIELS et al.,
2018a), Finlandia (SIHVONEN et al., 2000) e Gra Bretanha (SYNGE; RITCHIE, 2010).

A Suica, por exemplo, apresentava uma prevaléncia para cepas do genétipo B que era
de 83% em 1989. O pais iniciou um programa voluntario de erradicacéo na espécie caprina
no inicio dos anos de 1990. Os animais soropositivos eram abatidos e o rebanho ao qual o
animal pertencia era colocado em quarentena e realizado trés testes sorol6gicos negativos
consecutivos para alcancar o status livre para o gen6tipo B (SHAH et al., 2004a). Houve o
desaparecimento de casos clinicos, sugerindo que a campanha de erradica¢do tenha sido
alcancada na populacdo caprina com uma prevaléncia atual de 0,38% e 2,77% para prot6tipo
CAEV e MVV, respectivamente (THOMANN et al., 2017). Em contrapartida, as LVPR
continuam a circular na Suica, apesar de um longo e laborioso trabalho de campanha de
erradicacdo, onde os subtipos A3 e A4 ainda estdo circulando em caprinos e ovinos do pais
(BLATTI-CARDINAUX et al., 2016b). Essa soroprevaléncia residual pode ser eliminada pela
aplicacdo de técnicas soroldgicas ou moleculares de maior sensibilidade a fim de que seja
alcancada a erradicacdo total nas duas espécies (PEREZ et al., 2013).

As LVPR estdo na lista de doengas de notificacdo obrigatéria preconizadas pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e no Brasil, as medidas estdo regulamentadas
através da Instrugcdo Normativa n°50 de 24 de setembro de 2013 (BRASIL, 2013). O
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) também langou o Programa de
Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) (BRASIL, 2004a), que contempla um Plano Nacional de
Vigilancia e Controle de Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (PNVCLVPR). O programa é
de caréater voluntario que engloba medidas de biosseguranga, como normas para o transito de

animais, participacdo em feiras agropecuarias e medidas para certificacdo de propriedades
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livres, ao qual preconiza o IDGA como diagndstico sorologico de triagem e 0 WB e PCR em
casos duvidosos ou para certificacdo (BRASIL, 2004b). A producdo de sémen comercial é
regulamentada pela Instrucdo Normativa n°1 de 22 de janeiro de 2014. Para ingresso de
machos reprodutores em Centrais de Coleta e Processamento de Sémen, 0s mesmos devem
apresentar resultado negativo pelo IDGA na sua chegada e reteste pelo menos uma vez ao ano
(BRASIL, 2014).

No Brasil, alguns estudos foram realizados objetivando a padronizacéo e avaliacdo da
aplicabilidade de ELISAs, porém até o presente momento, ainda ndo existem Kits
comercialmente disponiveis no mercado (CASTRO et al., 1999c; DANTAS et al., 2008;
CRUZ et al., 2009b; TORRES et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014; RODRIGUES et al.,
2014). Somente um kit IDGA comercial (Biovetech®, Recife, PE) esta acessivel aos criadores
para o diagndstico soroldgico da doenca no rebanho (MUSSI et al., 2015). Fatores ligados aos
custos de producdo do antigeno e ao teste podem estar diretamente envolvidos quanto a
disponibilidade de outras ferramentas de diagnostico. De acordo com a avaliagdo econémica
feita no Brasil, os custos para producdo de antigeno foram de US$ 30,53/mL (IDGA) e US$
110,25/mL (ELISA indireto), enquanto que os valores de custo de producdo estimados para
cada teste foram de US$ 0,93 e US$ 1,59 para IDGA e ELISA, respectivamente. O valor final
do teste esta intimamente relacionado com os custos relacionados com a producdo dos
antigenos e a complexidade de execucdo da técnica (PINHEIRO et al., 2006).

O alto custo de importacdo de ELISAs comerciais e a possivel variagdo genética na
regido imunodominante do virus poderia potencialmente induzir a resultados falsos negativos,
fazendo com que testes desenvolvidos a nivel regional sejam provavelmente mais indicados
para detectar infeccdo de cepas circulantes (PICOTTO et al., 2021). Devido a extensa
heterogeneidade entre 0s gendtipos, levando-se em consideracdo as cepas circulantes, o
sucesso do programa de controle é principalmente determinado pela selecdo correta do teste
diagnéstico adequado ao rebanho local (RAVAZZOLO; COSTA, 2017; NOGAROL et al.,
2019; DE MIGUEL et al., 2021).

A limitada adesdo de muitos criadores ao programa pode estd relacionada com a
desinformacdo de criadores quanto ao conhecimento da enfermidade (NASCIMENTO-
PENIDO et al., 2017), assim como também aos custos associados que estéo envolvidos com a
realizacdo dos testes sorologicos (MICHIELS et al., 2018b). Outro importante aspecto € a
disponibilidade laboratorial com precos acessiveis para grande maioria dos criadores do pais
(MUSSI et al., 2015). As instituigdes de ensino e pesquisa na maioria das vezes ndo tem a

capacidade de execucgdo de exames em larga escala e os poucos laboratérios privados cobram
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valores elevados por exame realizado (SANTIAGO et al., 2012). E necessario que 0s
criadores incentivem por meio das associacdes a promoverem discussfes sobre o tema,
convidando pesquisadores da area, a fim de elaborarem propostas de planos regionais de
controle (GUILHERME et al., 2017b).

Em rebanhos com baixo nivel de infeccdo, o abate dos animais soropositivos é
recomendavel, uma vez que ndo acarretaria grandes prejuizos econdmicos, pois essa medida
atuaria ndo somente no controle, como também no alcance da erradicacdo (MAZZINGHY et
al., 2016). Nas condicdes de alta soroprevaléncia, a remocao de todos os animais infectados
seria economicamente inviavel, adotando nesse caso o descarte de animais com a forma
clinica da doenca e segregacao fisica em dois rebanhos de status soropositivo e soronegativo
(PEREZ et al., 2010; CZOPOWICZ et al., 2018b). Os animais com a forma clinica sdo
altamente eficientes na eliminacdo viral devido a alta carga viral que apresentam e a sua
remocao contribui para a restricdo da propagacgédo no rebanho (CRESPO et al., 2016). A mais
completa segregacdo representa o menor nivel de transmissao, o que recomenda uma distancia
minima de pelo menos dois metros (ADAMS et al., 1983). Um menor nimero de animais
infectados foi alcancado quando os animais infectados e ndo infectados foram separados em
diferentes apriscos (PERETZ; BUGNARD; CALAVAS, 1994).

A separacdo imediata do neonato ao nascimento antes da ingestdo natural do colostro,
é recomendada por muitos autores como uma estratégia fundamental para a interrupcéo da
transmisséo lactogénica (DE BOER; TERPSTRA; HOUWERS, 1979; ADAMS et al., 1983;
ELLIS; ROBINSON; WILCOX, 1983; MACKENZIE et al., 1987; PERETZ; BUGNARD;
CALAVAS, 1994). O fornecimento de colostro e leite materno apds o seu aquecimento a
56°C por sessenta minutos garante a inativacdo do virus (ADAMS et al., 1983). No entanto,
temperaturas acima de 59°C tende a desnaturar as imunoglobulinas, podendo até mesmo
resultar em diarreia osmotica em cabritos e cordeiros (ROWE; EAST, 1997). O potencial uso
do dodecil sulfato de sédio (SDS) como possivel inativador quimico antiviral em diferentes
concentragfes no colostro e leite foi avaliada, porém os resultados foram inefetivos e houve
complicagdes gastrointestinais ap0s 0 seu consumo por cabritos (SOUSA et al., 2018;
SOUSA et al., 2019b).

O fornecimento de colostro e leite bovino pode ser uma alternativa, podendo ser
observado somente um retardo transitério no crescimento durante a fase de aleitamento,
porém isso € totalmente compensado apds alcancar a maturidade sexual (NALBERT et al.,
2019a; 2019b). Um estudo que teve como objetivo a avaliagdo da influencia do método de

controle baseado no desmame precoce do recém-nascido e aleitamento com colostro/leite de
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vaca resultou na reducdo da taxa de soroprevaléncia de 75,0% para 26,4% no periodo de
cincos anos, com declinio anual de 9,8% (KABA et al., 2011).A separacdo imediata ao
nascimento e o aleitamento artificial sdo medidas muitas vezes dificeis de serem
implementadas na fazenda, uma vez que na maioria dos casos, as propriedades ndo tém méo
de obra suficiente para realizar esse trabalho (PEREZ et al., 2013; ALCINDO et al., 2020).

Os reprodutores utilizados durante a estacdo reprodutiva devem apresentar ejaculados
livres para LVPR por PCR, pois um Unico macho com sorologia falso negativa poderia ser
responsavel pela transmissao viral via sémen a um grande numero de fémeas no rebanho
(PAULA et al., 2009). Embora seja esperado que machos positivos pelo PCR a partir da
fracdo leucocitaria seja também PCR positivos no sémen (ALI AL AHMAD et al., 2008b), a
deteccdo somente do DNA proviral apenas em mondcitos sanguineos ndao é um método
confiavel para certificacdo de machos com sémen livre de particulas virais (CRUZ et al.,
2009a). A realizacdo de apenas um teste por PCR no sémen pode néo ser totalmente confiavel
devido ao fendmeno de intermiténcia viral que ocorre em animais infectados (PETERSON et
al., 2008; HASEGAWA et al., 2017b).

A auséncia de deteccdo de DNA proviral e/ou anticorpos especificos no sangue e soro,
respectivamente, ndo garante a selecdo de fémeas com trato genital livre para LVPR,
oferecendo potencial risco de transmissao pelas técnicas reprodutivas (CORTEZ-ROMERO et
al., 2011; CAVALCANTE et al., 2015). A transferéncia de embrides pode ser seguramente
utilizada para produzir cabritos e cordeiros livres de infeccdo quando procedimentos
mecanicos e enzimaticos sdo aplicados para remover as células do cumulus que circundam os
odcitos (CORTEZ ROMERO et al., 2006; ALI AL AHMAD et al., 2008a; ALI AL AHMAD
et al., 2012a). Esse procedimento garante a capacidade de preservacdo do material genético
pelo congelamento de embriBes provenientes de machos e fémeas infectadas e consideradas
de alto valor zootécnico (VAINAS et al., 2006).

A transmissdo intrauterina é considerada como um evento raro em comparagdo com as
outras formas de transmissé@o, conforme demonstrado nos estudos que apresentaram taxas de
1%-11% (EAST et al., 1993; BRODIE et al., 1994; ALVES et al., 2020). Outra maneira de
transmissdo compreende a ingestédo de fluidos fetais ou sangue materno no momento em que o
neonato passa através do trato genital da fémea durante o parto (CUTLIP; LEHMKUHL,;
JACKSON, 1981; ELLIS; ROBINSON; WILCOX, 1983; KALOGIANNI et al., 2020).
Embora seja de baixa ocorréncia, os achados destacam a importancia no estabelecimento de
controle e deteccdo precoce da infeccdo, mesmo em recém-nascidos que foram separados de

suas maes ao nascimento e que ndo ingeriram colostro (SANCHEZ et al., 2016). O
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iIsolamento de cabritos e cordeiros imediatamente ao nascimento e a retirada dos animais
positivos pela técnica do PCR, possivelmente seria fundamental para o controle efetivo dessa
forma de transmissdo (ALVES et al., 2020).

Todas as fémeas soronegativas devem ser ordenhadas primeiramente antes das
soropositivas entrarem na sala de ordenha e todo equipamento deve ser desinfectado (EAST et
al., 1993; ROWE; EAST, 1997). Essa medida ndo garante a total prevengédo da transmisséo,
pois existe a possibilidade da presenca de animais infectados que ainda ndo foram
soroconvertidos e que, portanto, podem atuar como uma fonte de infeccdo para o rebanho
(ALCINDO et al., 2020). Para evitar a transmissdo por fomites contaminados com sangue, é
também recomendada a esterilizacdo de todo o material utilizado nas praticas sanitarias que
envolvem a vacinacao, descorna, castracdo, tosquia, caudectomia e identificacdo de animais
com alicate brincador (BROUGHTON-NEISWANGER et al., 2010; CASTRO; MODOLO,
2016).

As moléculas da resposta imune inata responsavel pelo reconhecimento e degradacdo
dos motifs virais podem abrir novos métodos de estudo para a avaliacdo da sua possivel acdo
preventiva contra as LVPR (REINA; DE ANDRES; AMORENA, 2013). A introducdo e
desenvolvimento de esquemas de sele¢do de reproducdo assistida por marcadores genéticos
podera também oferecer futuramente uma estratégia inovadora para controle da infeccdo
(COLUSSI et al., 2019; MOLAEE et al., 2019; ARCANGELI et al., 2021). Embora os
resultados preliminares sejam promissores, ainda € necessaria a realizacdo de estudos
complementares, como por exemplo, averiguar se as associacBes encontradas entre a
resisténcia genética de algumas racas também ocorre com a exposicdo a diferentes cepas
virulentas (YAMAN et al.,, 2019). E necessario avaliar se o melhoramento genético a
resisténcia a infeccdo por LVPR poderia acarretar possiveis impactos negativos sobre as

caracteristicas produtivas para esse tipo de selecdo (JONES et al., 2022).

2.11 ESTUDOS DE CARACTERIZACAO GENETICA E ANTIGENICA NO BRASIL

Apesar do numero significativo de estudos soroepidemioldgicos, ainda existem poucas
pesquisas sobre a caracterizacdo molecular das cepas de LVPR isoladas em caprinos e ovinos
no Brasil (AZEVEDO et al., 2019a). A primeira evidéncia de similaridade genética dos
isolados classicos do prototipo MVV na espécie caprina foi descrita no ano de 1999 a partir
de uma sequéncia derivada da regido pol, vif e tat de um animal que apresentava desconforto

respiratorio (CASTRO et al., 1999a). Outro isolado originado de um caprino com artrite



64

crénica no Rio Grande do Sul apresentou um perfil heterogéneo formando um grupo a parte,
demonstrando maior grau de similaridade com as sequencias do genotipo A do que o gendtipo
B (MARCHESIN; MOOJEN; RAVAZZOLO, 1998).

Na Regido Nordeste, apds amplificacdo da sequéncia parcial do gene gag de quatro
isolados de caprinos naturalmente infectados (BR/CNPC-G1, BR/CNPC-G2, BR/ICNPC-G3 e
BR/CNPC-G4), as sequencias tinham similaridade genética com outros dois isolados
brasileiros (CAEVBrUFRGS e CAEVBR-MG), todos eles pertencentes ao subtipo Bl
(FEITOSA et al., 2010). Na Regido Sul do Brasil, estudos de andlise filogenética foram
realizados em trés caprinos do Rio Grande do Sul e o primeiro um ovino do estado do Parana,
apos amplificacdo parcial do gene gag e pol (RAVAZZOLO et al., 2001). O estudo da regido
Sudeste, sequéncias parciais do gene gag (BR-UFMG/PL1, BR-UFMG/PL2 e BR-
UFMG/PL3) de caprinos naturalmente infectados e oriundos de rebanho do Estado de Minas
Gerais, também apresentavam em média 91% de homologia com a sequéncia CAEV Cork
(subtipo B1) (LIMA et al., 2004), porém ndo havendo formacdo de subgrupo homogéneo com
os isolados de caprinos (C18, C47 e C767) do Rio Grande do Sul (RAVAZZOLO et al.,
2001). Os isolados estavam claramente relacionados com o protétipo CAEV Cork (subtipo
B1), sendo portanto agrupados no subtipo B1 e apresentando baixa divergéncia entre as cepas
da Franca e Suica (SHAH et al., 2004a; PISONI; QUASSO; MORONI, 2005). No Brasil, os
caprinos foram importados de diferentes regides geograficas da Europa e América do Norte, o
que possibilita a ocorréncia de amostras virais de diferentes origens, justificando a nao
formacdo de um grupo homogéneo de amostras brasileiras (LIMA et al., 2004).

Em estudo mais recente, abrangendo diversas regides do pais e com numero
significativo de amostras analisadas, foi possivel registrar a atual situacao epidemioldgica da
infeccdo de LVPR no rebanho brasileiro. Pelo sequenciamento parcial dos genes gag e env, a
caracterizacdo genética evidenciou principalmente a presenca do subtipo B1 nos rebanhos
caprinos, apesar de ter sido encontrado também pela primeira vez no Brasil dois ovinos com o
subtipo B1, oriundos de um rebanho de criagdo mista no Estado do Maranh&o (BRAZ, 2013).
A transmissdo interespécie também foi demonstrada em cordeiros de ovelhas infectadas
experimentalmente com o subtipo B1 da cepa CAEV-Cork pela ingestdo de colostro e leite e
pelo contato direto (LIMA et al., 2018). Adicionalmente encontrou-se o gendétipo A em
isolados de caprinos, evidenciando a transmisséo interespécie. A analise de aminoacidos da
regido V4/V5 da SU também identificou eventos de recombinacdo ou coinfec¢do em trés

caprinos oriundos dos Estados de Pernambuco, Minas Gerais e Paraiba (BRAZ, 2013).
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Estudos de caracterizacdo antigénica também contribuiram na identificagdo de
potenciais subtipos circulando no rebanho brasileiro. Pela utilizacdo de ELISA recombinante
(SUL/GAG/SU5 e SU1/SUS) baseado nos subtipos B1 e Al3, foi possivel determinar a
ocorréncia do subtipo A13 em sete caprinos pertencentes a rebanhos dos Estados do
Maranhdo, Ceard, Piaui e Bahia. Enquanto que trés ovinos do mesmo rebanho e oriundos de
criagdo consorciada no Maranhdo foram identificados do subtipo B1 (BRAZ, 2013). Em
estudo transversal com 96 amostras de soro ovino pertencentes aos rebanhos do Estado de Séo
Paulo e Rio de Janeiro, 12 animais foram positivos para pelo menos um dos subtipos Al, A3,
A4 e B1 detectados por caracterizagdo antigénica utilizando ELISA SU5 (GREGORY et al.,
2020). No estudo com rebanho caprino do Estado de S&o Paulo, a deteccéo de coinfeccdo pela
sorotipagem foi evidente em 15 animais (subtipos A3/A4, Al/Bl, Al/A3, A1/A3/Bl e
A1/A3/A4/B1) com a utilizacdo do mesmo teste sorolégico mencionado anteriormente
(CARVALHO et al., 2020). Os presentes resultados demonstraram a diversidade genética e
antigénica de SRLV em rebanhos no Brasil e confirma a necessidade de considerar todos 0s
gendtipos virais nos antigenos utilizados em testes sorolégicos (BRAZ, 2013).

Estudos posteriores com novas informacfes sobre as variantes de LVPR no Brasil
foram descritas em dois caprinos que apresentavam mastite intersticial endurativa em rebanho
do Estado de S&o Paulo. Pela andlise da sequéncia parcial do gene pol (238bp), os isolados
foram denominados como C-like, havendo a possibilidade de circulacdo do gendtipo C no
rebanho brasileiro, onde até entdo ainda ndo tido sido descrita no pais. Como o fragmento foi
relativamente curto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a hipGtese com o
sequenciamento de outros genes (HASEGAWA et al., 2016). Foi relatado também pela
primeira vez no Brasil a sequéncia completa dos genes gag e pol de isolados pertencentes ao
subtipo B1 em caprinos naturalmente infectados (AZEVEDO et al., 2019a).

A primeira descricdo dos achados clinicos, patologicos e moleculares de LVPR em
ovinos no Brasil ocorreu em rebanho da raca Texel na regido de Porto Alegre, Estado do Rio
Grande do Sul, que eram criados em pastejo de sistema semi-intensivo destinado a producao
de cordeiros para corte. Os animais apresentaram a forma nervosa e respiratéria da doenga
(CECCO et al, 2022), onde anteriormente tinha sido identificada somente por
imunohistoquimica a partir de amostras de pulmdes (ARAUJO et al., 2004) e por PCR lavado
broncoalveolar (MARTINS et al., 2014; MARINHO et al., 2016), em ovinos destinados de
abatedouros de Fortaleza que ndo apresentavam manifestacGes respiratorias. O presente
estudo levanta a hipdtese que os isolados estdo relacionados com cepas da América do Norte e

possivelmente classificadas no subtipo A2 (CECCO et al., 2022).
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Apesar dos estudos intensos sobre as LVPR ao longo dos anos, ainda persistem
demandas por pesquisas aplicadas ao aprimoramento das técnicas de diagnostico, a fim de
possibilitar uma maior identificacdo de focos de infeccdo nos rebanhos brasileiros
(GREGORY et al., 2011; CRUZ et al., 2009b). Estudos que possam diferenciar a importancia
clinica de cada variante viral também poderdo auxiliar para uma melhor definicdo da
epidemiologia da doenga (HASEGAWA et al., 2016). A variabilidade viral das cepas
circulantes a nivel regional poderd contribuir para o aperfeicoamento das ferramentas de
diagnostico. Os estudos futuros sobre a caracterizagdo molecular dessas amostras virais
isoladas auxiliara ao aprimoramento de testes com maior grau de acurcia diagnostica
(FEITOSA et al., 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar um estudo sorologico e molecular baseado na ocorréncia dos diferentes
gendtipos de LVPR nos rebanhos de caprinos e ovinos do Brasil e correlacionar com 0s
achados clinicos e epidemiol6gicos.

3.2 ESPECIFICOS

a) Realizar a triagem sorolégica dos animais pela aplicacdo do IDGA e ELISA;

b) Amplificar as regifes alvo de interesse através do PCR hemi-nested e nested;

c) Sequenciar parcialmente o gene gag e pol de LVPR;

d) Analisar filogeneticamente as sequéncias de nucleotideos;

e) Identificar novas variantes virais circulantes nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil

f) Identificar fatores de riscos ligados as caracteristicas de manejo com as estratégias de
controle da doenca;

g) Associar a identificacdo de novos subtipos com as manifestacGes clinicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO DO ESTUDO

A populacdo estudada foi composta de caprinos e ovinos de 21 propriedades
localizadas nos Estados de S&o Paulo e Pernambuco. As propriedades de Sdo Paulo estavam
localizadas nos municipios de Ibitna, Jacarei, Valinhos e Mogi das Cruzes. Os municipios do
Estado de Pernambuco visitados foram Gravat4, Pombos, Sairé, Recife, Garanhuns,
Venturosa, Caruaru, Camaragibe, Feira Nova, Bezerros, Igarassu e Sanharo (Figura 5 e 6). A
amostragem foi do tipo ndo probabilistico por conveniéncia de acordo com THRUSFIELD
(2004).

Figura 4 - Representacdo geogréfica dos municipios do Estado de Pernambuco que foram incluidos

no estudo

Figura 5 - Representacdo geografica dos municipios do Estado de Sdo Paulo que foram incluidos no
estudo.
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Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Os animais foram selecionados aleatoriamente, seguindo a composicéo aproximada do
rebanho: 70% de fémeas adultas, 20% de jovens (entre seis a doze meses de idade) e todos 0s
reprodutores, considerando-se 20 como numero minimo de amostras por criatorio. As
amostras de sangue foram coletadas de 472 caprinos e 236 ovinos por venopuncao da jugular
com agulhas descartaveis acopladas em adaptadores apropriados em tubos com EDTA
(10mL) e sem anticoagulante (10mL). As amostras coletadas em tubos sem anticoagulante
foram centrifugadas por 10 min a 1.500 g e o soro transferido para microtubos de
polipropileno de 1,5 mL e congelados a -20°C até a realizacdo dos testes laboratoriais. Os
leucdcitos de sangue periférico foram isolados do sangue total por centrifugacdo a 15009 por
15 minutos. A capa leucocitéria foi coletada e submetida a hemolise osmotica utilizando agua
fria em solucdo NaCl 4,5%. Apds 20 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, 0s
leucdcitos foram recuperados por centrifugacdo a 600g por 10 minutos e realizacdo de duas
lavagens em PBS (OLECH; VALAS; KUZMAK, 2018). O sobrenadante foi descartado e o
pelet ressuspendido em 200uL de PBS e congelado a -20°C até a realizacdo da etapa de

extracdo do DNA proviral.

4.3 EXAME FiSICO E APLICACAO DO QUESTIONARIO

Em cada propriedade foram selecionados 20 animais para realizacdo do exame clinico,
seguindo os métodos descritos por Dirksen et al. (1993), para avaliacdo do estado geral,
parametros vitais e exame fisico do sistema respiratério, nervoso central, locomotor e
glandula mamaria. As informacfes de cada animal foram transferidas para ficha clinica
conforme modelo apresentado no Apéndice 2. As propriedades foram submetidas a aplicacéo
de questionario composto por perguntas fechadas voltadas para a busca de informacoes
relacionadas com presenca ou auséncia de algumas praticas ou condi¢des que atuem como

possiveis fatores de risco para a ocorréncia da doenca (Apéndice 1).

4.4 METODOLOGIA LABORATORIAL

4.4.1 Exame soroldgico
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4.4.1.11DGA

As amostras de soro (n=396) coletadas no Estado de Pernambuco foram testadas para
deteccdo de anticorpos anti-p25, utilizando kit comercial de IDGA (Biovetech Industria e
Comeércio de Produtos Biotecnoldgicos LTDA, Recife, PE, Brasil). A técnica baseia-se na
migracdo radial dupla do antigeno e anticorpos através de agarose a 1% em tampdo de base
borato. Para a preparacdo do gel de agarose, foi aquecido o frasco com gel fornecido em forno
de micro-ondas até sua total liquefagdo. Foram distribuidos 14mL em placa de Petri de 90mm
de didmetro. Apds resfriamento do gel, a placa foi entdo perfurada de maneira a formar sete
pogos com auxilio de molde em forma hexagonal. No poco central foi adicionado o antigeno e
0s seis pocos periféricos foram distribuidos de maneira alternada, os soros controle positivo e
0S soros a serem testados. Os pocos destinados ao soro controle e ao antigeno tém 3mm de
diametro, enquanto que o0s soros a serem testados ttm 5mm, todos equidistantes a 2mm.
Seguindo as recomendacdes do fabricante, os reagentes foram distribuidos nos seis pogos de
maneira alternada, sendo 30uL de soro teste, 10uL do soro controle positivo e 10uL do
antigeno no poco central. Apds essa etapa, as placas de Petri permaneceram em atmosfera
Umida a temperatura entre 20°C e 25°C por 48 horas. Para visualizacdo das linhas de
precipitacdo, as placas foram observadas sobre fundo escuro preto, sob luz indireta. A
realizacdo da técnica foi realizada no Laboratdrio de Viroses do Departamento de Medicina

Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

4.4.1.2 ELISA indireto

As amostras de soro (n=312) coletadas no Estado de Sdo Paulo foram avaliadas pelo
kit ELISA comercial Eradikit Screening (Eradikit™ SRLV Screening Kit, IN3 Diagnostics,
Torino, Italia). A placa de screening é baseada em antigenos multiepitopos pela sensibilizacéo
com trés peptideos recombinantes das proteinas da matriz (MA), capsideo (CA) e proteina de
transmembrana (TM) dos gendtipos A e B. Foram selecionadas 29 amostras positivas pelo
Eradikit Screening para serem analisadas pelo Eradikit Genotyping (Eradikit™ SRLV
Genotyping kit, IN3 Diagnostics, Torino, Italia). A placa do Eradikit Genotyping €
sensibilizada somente com a subunidade recombinante do CA e tem como objetivo
discriminar e classificar as amostras nos genétipos A, B ou E.

Ambos os testes (Eradikit Screening e Eradikit Genotyping) foram realizados conforme

instrugdes do manual técnico do fabricante em placas com 96 pocos. Pipetou-se 5uL do
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controle positivo, controle negativo e soro sanguineo em cada poco da placa coberto por
antigeno. Em seguida, foram adicionados 300uL do tampdo de diluicdo e a placa foi incubada
por 60 minutos a temperatura de 37°C. Apoés a etapa da incubacdo, a placa foi lavada com
solucdo de lavagem por trés vezes. A solucdo de lavagem foi desprezada e o excesso retirado
com toalha de papel. Adicionou-se 100uL do conjugado em cada po¢o e sem seguida a placa
foi novamente incubada por 60 minutos a temperatura de 37°C. Posteriormente, a placa foi
novamente lavada com a solucdo de lavagem por trés vezes. A solucdo de lavagem foi
desprezada e 0 excesso retirado com toalha de papel. Adicionou-se 100uL do substrato em
cada pogo e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 20 minutos, protegida da luz.
Na etapa final, foi adicionado 100uL da solucdo de parada nos respectivos pogos.
Imediatamente a placa foi lida em leitor de ELISA (Biotek EIx808) em densidade optica de
405nm. Todas as etapas foram feitas no Laboratério de Pesquisa Clinica do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade de S&o
Paulo.

Validacdo e interpretacdo do ELISA Eradikit Screening:
1. A média de densidade optica (OD) do controle positivo deve ser >0,4;
2. A razdo entre a média de densidade optica do controle positivo e negativo deve ser >3;
3. Célculo da porcentagem de reatividade (R%);
R%= (OD da amostra-OD do controle positivo) / (OD do controle positivo - OD do
controle negativo) *100

4. Amostras com reatividade sorologica >40% sdo consideradas positivas.

Validacdo e interpretacdo do ELISA Eradikit Genotyping:

1. A densidade 6ptica da amostra € >0,4%;

2. O valor da densidade optica do antigeno mais reativo € >40% do que o valor da
densidade Optica dos outros antigenos;

3. Se ambas as condic¢Bes acima sdo preenchidas, o antigeno que a amostra apresentar
maior reatividade corresponde ao gendtipo infectante. Por outro lado, o gendtipo

permanece indeterminado.

4.4.2 Exame molecular
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4.4.2.1 Extragdo de DNA proviral

A extracdo do DNA foi realizada utilizando kit comercial MagMAX™ CORE Nucleic
Acid Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA), seguindo as instrugdes
do fabricante. Brevemente, as placas referentes as solugbes de lavagem 1 e 2 foram
preparadas com a adicdo de 500ul de cada reagente em placas de 96 pogos. A solucdo de
Bead/proteinase K foi preparada por meio da adicdo de 20ul/amostra de MagMAX™ CORE
Magnetic Beads e 10ul de MagMAX™ CORE proteinase K em tudo estéril de 50 mL. A
solugdo de lise/ligagao foi preparada por meio da adicdo de 350ul/amostra de MagMAX™
CORE Lysis Solution e 350ul/amostra de MagMAX™ CORE Binding Solution em tubo
estéril de 50 mL. Apds estas etapas, a placa de amostras foi preparada por meio da adicdo de
200ul de cada amostra nos pocos correspondentes e 30l da suspencao bead/proteinase K em
cada pogo. A placa de amostra foi vigorosamente agitada por dois minutos. Entdo, 700ul da
solugdo de lise/ligacdo foi adicionada ao poco. Posteriormente, a placa de eluicdo foi
preparada por meio da adi¢dao de 90ul de MagMAX™ CORE Elution Buffer em cada poco de
uma placa padrdo. Cada placa foi colocada no equipamento de extracdo e o protocolo

apropriado foi selecionado.

4.4.2.2 Amplificacdo do DNA proviral por PCR

4.4.2.2.1 Hemi nested PCR 1.3kb gag-pol e nested PCR 0.8kb gag-pol

O DNA foi primeiramente analisado por um PCR hemi-nested projetado para
amplificar 1.3 kb gag-pol, e as amostras com resultados negativos foram testadas pelo PCR
nested projetado para amplificar 0.8 kb (Tabela 2). O primeiro PCR foi preparado num
volume de reacdo de 25ul, usando 1pug da amostra de DNA, 300nM dos primers GAG F1 e
POL R1, 200uM de cada dNTP e 1U do HotStarTag DNA polimerase (Invitrogen™
Platinum™ II Taq Hot-Start DNA Polymerase). O perfil de amplificagéo foi de 95°C por 15
minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, 72° por 2 minutos e extensao
final de 72° por 10 minutos. O segundo PCR foi realizado quase nas mesmas condicdes
descritas acima, usando 4l do primeiro produto do PCR, mas adicionando 1jg da amostra de
DNA e utilizando 45 ciclos para amplificagdo e anelamento a 60°C por 1 minuto. Os primers
GAG F2 e POL R2 foram usados para 0 PCR nested ou GAG F1 e POL R2 para PCR hemi-

nested (GREGO et al., 2007). Uma amostra de PCR positivo também foi submetida para uma
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segunda rodada de PCR para amplificar o fragmento do gene pol, como descrito por Shah et
al. (2004a).

4.4.2.2.2 Nested PCR 1.2kb pol

A amplificagdo com os primers P28-P32 foi realizada da sequinte maneira: ativagéo da
enzima Taq HotStart DNA polimerase a 95°C por 15 minutos, 45 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos.
Para o PCR nested, a condigdes de ciclo foram as seguintes: 95°C por 15 minutos, seguidos
por 45 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 1 minuto,
seguido pela etapa de extensdo a 72°C por 2 minutos. O volume final de reacdo consistiu 25l
de Taq HotStart DNA polimerase (Invitrogen), 2ul de cada primer (0,4uM), 16uL de agua
deionizada livre de DNA/RNA e 2uL do DNA. Todos os produtos do PCR foram
visualizados por eletroforese a 1% de gel de agarose na presenca de tamp&o TBE (Tris Borato
0,09M; EDTA 0,002M; pH 8,0) e corados com brometo de etidio (1ug/mL). As amostras
foram coradas com 2pl de tamp&o Blue Juice™ 10X (Invitrogen) antes de serem aplicadas no
gel. Um marcador de peso molecular de 100pb, controle negativo e positivo foram
adicionados no gel. Ap6s a corrida eletroforética a 90V por 30 minutos, o gel foi observado
em luz ultravioleta com o auxilio de transluminador de luz ultravioleta. As etapas de extracdo
do DNA e realizacdo do PCR foram feitas no Laboratério de Pesquisa Clinica do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -

Universidade de S&o Paulo.

Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados nas reacdes de hemi nested-PCR (1.3kb gag-pol)
e nested-PCR (0.8 kb gag-pol e 1.2kb pol).

Posicéo Tamanho

Gene  Primers Sequéncia 5’ 3’ Senso PCR
CAEV cork (bp)
GAGF1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG F 1 513-536
POLR1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA R 1 1852-1830
gag- GAGFl1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG F 2 513-536
pol POLR2  GCGGACGGCASCACACG R 2 1842-1826 1300
GAGF2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG F 3 1010-1032
POLR2 GCGGACGGCASCACACG R 3 1842-1826 800



pol

P28
P32
P29
P35

CATGAAGAGG GGACAAATCA GCA
TACCTGDGTT GGTCCYWGCC ACT
GGTGCCTGGA CATAAAGGGA TTC
GCCACTCTCC TGRATGTCCT CT

F
R
F

R

N NP

73

3535-3557
4909-4832
3741-3763
4894-4915

1200

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

Figura 6 - Eletroferograma de gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, apresentando

produtos da amplificagdo do DNA proviral do PCR nested do gene gag-pol das LVPR de amostra de

sangue. M: marcador molecular (ladder 100pb); C+ (controle positivo); C- (controle negativo); 1:

amostra positiva; 2: amostra negativa.

M C+ G

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

<— 800pb

Figura 7 - Eletroferograma de gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, apresentando

produtos da amplificagdo do DNA proviral do PCR hemi-nested do gene gag-pol das LVPR de

amostra de sangue. M: marcador molecular (ladder 100pb); C+ (controle positivo); C- (controle

negativo); 1: amostra positiva; 2: amostra negativa.

< 1300pb
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Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

Figura 8 - Eletroferograma de gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, apresentando
produtos da amplificagdo do DNA proviral do PCR nested do gene pol das LVPR de amostra de
sangue. M: marcador molecular (ladder 100pb); C+ (controle positivo); C- (controle negativo); 1 e 2:

amostras negativas; 3: amostra positiva.

M C+ c- 1 2 3

<— 1200pb

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

4.4.3 Sequenciamento Sanger

As bandas especificas em gel de agarose provenientes das PCRs foram purificadas
com QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Mississauga, ON), seguindo as recomendac@es do
fabricante. Para reacdo de sequenciamento foi utilizado kit BigDye®Terminator v3.1
CycleSequencing (Applied Biosystems®), segundo instrucdes do fabricante: O volume da
reacdo de sequenciamento foi de 6pL, contendo 2uL de Big Dye Terminator (APPLIED
Biosystems), 2uL de Save Money [5M] (APPLIED Biosystems), 1uL de oligonucleotideo
(primer) [10pmol], 5uL de DNA purificado (200-300ng) e 1uL de agua livre de DNAse e
RNAse. Para cada reacdo, utilizou-se um oligonucleotideo, ou seja, foi feita uma reacao para
o oligonucleotideo no sentindo 5°-3° (senso) e outra reagdo para o oligonucleotideo 3’-5’
(anti-senso). A etapa de amplificacdo foi feita em termociclador (Mastercycler ep gradient —
Eppendorf). As amostras foram primeiramente desnaturadas a 96°C por 1 minuto e
submetidas a 30 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo composto de trés temperaturas:
desnaturacdo a 96°C (15 segundos), anelamento a 50°C (15 segundos), extensdo a 60°C (04
minutos) e mantida a 4°C até a retirada da placa do equipamento. A placa foi mantidade em

refrigeracdo e embalada em papel aluminio para protecdo da luz. A ultima etapa de
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purificacdo foi feita com kit BigDye X-Terminator (Applied Biosystems®), segundo as
instrugdes do fabricante para a retirada de impurezas e excessos de dideoxinucleotideos
terminadores ndo incorporados. Para cada 10uL da amostra foram utilizados 45uL do tampéo
da reacdo SAM Solution e 10uL do reagente X-Terminator®. Apés adicdo dos reagentes, a
placa ficou em agitagcéo a 2500 rpm por 30 minutos. A placa foi centrifugada a 1000 rpm por
2 minutos e 20pL do sobrenadante foi transferido para uma placa de sequenciamento
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems®), armazenados a 4°C em
refrigerador, protegido da luz com papel aluminio, até 0 momento da corrida em analisador
genético. As reacdes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador Applied
Biosystems 3500 genetic analyzer (Applied Biosystem, Fister City, CA, USA). Todas as
amostras foram sequenciadas bidirecionalmente. A realizacdo das técnicas foi efetuada no
Laboratorio de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biologicas —

Universidade de S&o Paulo.

4.4.4 Andlise filogenética

Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas com cepas de referéncia obtidas no
Genbank usando ClustalW incluido no programa MEGA 7.0. Rearranjos manuais do
alinhamento, incluindo exclusédo de gaps e ajuste do tamanho. As sequéncias editadas foram
analisadas e comparadas com os isolados disponiveis no Genbank. A arvore filogenética foi
construida usando o método Neighbour-Joining (SAITOU; NEI, 1987), implementadas em
MEGA 7.0 (TAMURA et al. 2011) com distancia Tamura-Nei e distribuicdo gamma-1
(TAMURA; NEI, 1993). Os limites de confianca das topologias dos filogramas foram
determinados pela analise de 1000 replicatas de bootstraps (FELSENSTEIN, 1985).

O ndmero de acesso no GenBank das sequéncias previamente publicadas e utilizadas
nestes estudo foram as seguintes: Rocaverano (EU293537), Seui (GQ381130), Fonni
(JF502416), Volterra (JF502417), 1GA (322109), 1t0042.2017 (MH374288), Ov496
(FJ195346), 1t0017.2017 (MG554413), H4.2 (MN784761), FESC-752 (HMZ210570),
Philippine (LC002526), CAEV CORK (M33677), CAEV (NC_001463), Shandong
(KT749878), Shaanxi (KT749879), Gansu (AY900630), Shanxi (GU210138), Sichuan
(KT214469), guizhou (KT749880), gs-35V (KT749881), Jordl (KT898826), 1t0009. 2017
(MG554409), 1tVda.2017 (MH374291), SRLV-S4 (AY530292), SNCR5560 (AY454175), 2-
159 (JX469607), 1t0038.2017 (MH374287), G4668 (AY445885), 96221 (KT453988), s7385
(KT453989), s7631 (KY453990), SAOMVV (OLVCG), P1OLV (AF479638), 697



76

(HQ848062), USMARC-200303013-1 (KY358787), USMARC-199906011-2 (KY358788),
Finland (AM084209), kv1772 (VLVGAGA), LV1-1 (VLVCGA) e k1514 (VLVLV1A).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de maior relevancia clinica e epidemioldgica obtidos pelo questionario
foram analisados por analise descritiva a partir das frequéncias absolutas e relativas. A
associacdo entre potenciais fatores de risco e soropositividade foi avaliada em duas etapas. A
andlise univariada foi obtida pelo teste qui-quadrado de Pearson, e quando necessario, 0 Exato
de Fisher, considerado como varidvel dependente para a infeccdo por LVPR, o resultado
reagente ou ndo reagente pelo IDGA e/ou ELISA indireto. As varidveis com p<0,2
(HOSMER; LEMESHOW, 1989) e com auséncia de colinearidade foram incluidas no modelo
de regresséo logistica multivariada, utilizando a abordagem stepwise forward, usando critério
matematico. As variaveis com valor de p<0,05 sdo consideradas significantes e todas as

analises foram realizadas pelo Software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 22.0.
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5 RESULTADOS

De acordo com o resultado dos testes soroldgicos, observou-se uma ocorréncia geral
de infeccdo por LVPR de 17,1% (121/708) nos rebanhos de pequenos ruminantes do Estado
de S&o Paulo e Pernambuco. Do total de propriedades analisadas, 47,6% (10/21) apresentaram
pelo menos um animal soropositivo. Quando observado o resultado do IDGA isoladamente,
18,6% dos caprinos (32/172) e 0,9% (02/224) dos ovinos apresentaram anticorpos anti-LVPR.
No diagnostico soroldgico pelo ELISA Eradikit Screening, 34,6% (86/248) dos caprinos e
1,5% (01/64) dos ovinos foram soropositivos, respectivamente (Tabela 3). No resultado da
sorotipagem pelo Eradikit Genotyping, 21 (72,4%) amostras de soro foram classificadas no

gendtipo B e 8 (27,6%) foram indeterminadas.

Tabela 3 - Nmero total de caprinos e ovinos soropositivos para LVPR pelo IDGA e ELISA Eradikit
Screening em rebanhos caprinos e ovinos do Estado de Pernambuco e Sao Paulo, Brasil.

_ IDGA ELISA Eradikit Screening
Espécie __ _
Total Positivo (%) Total Positivo (%)
Caprinos 172 32 (18,6) 248 86 (34,6)
Ovinos 224 2(0,9) 64 01 (1,5)
Total 396 34 (8,6) 312 87 (27,9)

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

No resultado da analise univariada referente ao questionario, as variaveis tamanho da
propriedade, regime de criacdo, criagdo consorciada e desinfeccdo de utensilios
perfurocortantes foram associadas (p<0,2) com a soropositividade para as LVPR (Tabela 4).

Tabela 4 - Analise univariavel para os fatores de risco associados a infec¢do por LVPR em caprinos e

ovinos do Estado de Sao Paulo e Pernambuco.

Variavel Categoria Total de Soropositivos p
animais (%)
Abaixo de 10ha 256 56 (21,9)
. Entre 10-50ha 268 56 (21,0)
Tamanho da propriedade Entre 50-250ha 122 03 (2.4) 0,035
Acima de 250 62 06 (9,6)
. - Semi-intensivo 200 28 (14,0
Regime de criagdo FINensiv (14,0 0,003

Intensivo 434 92 (21,2)



Criacédo consorciada

Desinfeccdo de utensilios

Empréstimo do reprodutor

Extensivo

Sim

Nao

Sim
Nao
Sim
Nao

74

344
364

504
204

33
675

01 (1,3)

81 (23,5)
40 (11,0)

64 (12,7)
57 (26,5)

1(3,0)
120 (1,8)

78

0,0001

0,0001

0,058

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

O resultado da anlise univariada referente ao exame fisico dos animais (Tabela 5), a

variavel espécie, raca, aumento de linfonodo, dispneia, respiracdo, auscultacdo e artrite

apresentaram associacdo (p<0,2) com a infec¢do por LVPR.

Tabela 5 - Analise univariavel para os fatores de risco associados a infec¢gdo por LVPR em caprinos e

ovinos do Estado de Sao Paulo e Pernambuco.

Variavel Categoria Total de Soropositivos p
animais (%)
L Caprinos 229 54 (23,6)
Especie Ovinos 175 04 (228 0001
Macho 55 05 (9,1)
2
Sexo Femea 349 19 140) 0%
<12 meses 47 08 (17,0)
Idade >12 meses 357 16 (129) 044
SRD 91 03 (3,3)
Saanen 138 38 (27,5)
Anglonubiano 09 04 (44,4)
Toggenburg 09 01(11,1)
Parda Alpina 07 04 (57,1)
Moxot6 01 00 (0,0)
1
Raga Boer 12 0183 0%
Savana 01 00 (0,0)
Canindé 01 00 (0,0)
Dorper 45 00 (0,0)
White Dorper 18 01 (5,5)
Santa Inés 30 00 (0,0)




Secrecdo nasal

Respiracao

Auscultacao

Artrite

Claudicacéo

Aumento linfonodo

Lacaune
Somalis
Cariri
Morada Nova
Rabo Largo

Sim
Nao

Costal
Costoabdominal

Som
traqueobrdnquico
Crepitacao fina
Crepitacao
grossa

Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao

21
10
04
06
01

03
401

01
403

398

05

01

21

383

02
402

41
363

02 (9,5)
00 (0,0)
00 (0,0)
00 (0,0)
00 (0,0)

01 (33,3)
53 (13,2)

01 (100,0)
53 (13,1)

50 (12,6)
04 (80,0)
00 (0,0)
13 (62,0)

41 (10,7)

01 (50,0)
53 (13,2)

24 (58,5)
30 (8,3)

79

0,375

0,04

0,003

0,0001

0,213

0,0001

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

Na tabela 6, observa-se que na andlise de regressdo logistica multivariada, a criacdo
IC95%= 3,67-11,01; p= 0,001), a raca Saanen (OR=8,37;
IC95%=2,45-28,61; p=0,001), presenca de animais com artrite (OR=6,60; 1C95%= 2,43-
17,84; p=0,0001) foram identificadas como fatores de risco associados com a ocorréncia de

consorciada (OR= 6,35;

LVPR, enquanto que a pratica de desinfeccdo de utensilios perfurocortantes (OR=0,145;

1C95%-= 0,084-0,249; p=0,001) foram considerados como fatores de protecdo para a doenca.

Tabela 6 - Analise de regressdo logistica dos fatores de riscos associados a infecgdo por

LVPR em rebanhos caprinos e ovinos do Estado de Pernambuco e Séo Paulo.

Fator de risco

Descricao

IC 95%

p

Criagdo de caprinos e ovinos

Sim

6,35

3,67-11,01

0,001



Desinfec¢do de utensilios Sim 0,145
Raca Saanen 8,37
Artrite Sim 6,60

0,084-0,249
2,45-28,61
2,43-17,84

80

0,001
0,001
0,0001

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca 95%; p<0,05.
Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

De 121 amostras soropositivas, 42 foram positivas pela técnica de PCR (04 para 1.3 kb

gag-pol, 31 para 0.8 kb gag-pol e 07 para pol 1.2 kb). No resultado da analise do

sequenciamento, foi determinada a classificacdo genotipica em 05 das 42 amostras PCR

positiva, onde quatro isolados de caprinos foram identificados como subtipo B1 (B4, B9, B13

e B19) e um isolado ovino agrupado no genétipo A (B23), com 86% de similaridade com os

isolados do subtipo Al (Tabela 7).

Tabela 7 - Destaque dos principais achados obtidos pela analise filogenética das sequéncias

brasileiras de LVPR identificadas na espécie caprina e ovina do Estado de Sao Paulo.

L Criagao o Forma Fragmento
Identificacho  Estado ) Espécie Raca . ) Grupo
consorciada clinica sequenciado
B4 Sé&o Paulo Néo Caprina  Saanen N&o 774nt B1
B9 Sé&o Paulo Néo Caprina  Saanen Néao 787nt Bl
B13 Sé&o Paulo Néo Caprina  Saanen Né&o 787nt Bl
B19 Sé&o Paulo Néo Caprina  Saanen Né&o 787nt Bl
B23 Séo Paulo Né&o Ovina  Suffolk  Respiratdria 765nt A

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023

Nas figuras 9 e 10 estdo apresentados o alinhamento de deducdo de aminoacidos das amostras

de LVVPR da regido do gene gag-pol e a arvore filogenética, respectivamente.
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Figura 9 - Alinhamento de deducdo de aminoacidos das amostras de LVPR da regido do gene gag-

pol. As amostras B4, B9, B13, B19 e B23 foram alinhadas com as sequéncias de referéncias CAEV-
Co (M33677.1) e K1515 (M10608.1), além do isolado brasileiro BRMG_CNPC (MH936674.1). (.)

homologia.

Fonte: CARVALHO, J.S.; 2023
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Figura 10 - Arvore filogenética da sequéncia de nucleotideos de amostras brasileiras de LVPR de
caprinos e ovinos. A arvore foi construida pelo método Neighbour-Joining, com valores de bootstrap
baseados em 1000 replicatas. Os isolados brasileiros agruparam no subtipo B1 (isolados de caprinos
B4, B9, B13 e B1) e gendtipo A (isolado ovino B23).
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6 DISCUSSAO

Foi observada uma ocorréncia geral de infeccdo para LVPR de 17,1% (121/708) nos
rebanhos de pequenos ruminantes do Estado de S&o Paulo e Pernambuco, sendo 25,0%
(118/472) dos caprinos e 1,3% (03/236) dos ovinos foram soropositivos. Os trés ovinos
soropositivos eram duas fémeas da raga Lacaune e um macho White Dorper, oriundos de
rebanhos criados em sistema de manejo intensivo e semintensivo, respectivamente. A baixa
ocorréncia de infeccdo encontrada em ovinos foi semelhante com os estudos soroldgicos
anteriormente realizados no Brasil, que estd possivelmente relacionada com fatores
epidemiolégicos que envolvem a criagdo de animais com aptiddo para corte, predominancia
do sistema extensivo e abate precoce (SARDI et al., 2012; LIMA et al., 2013b; MELO et al.,
2016; GUILHERME et al., 2017a). O baixo nimero de ovinos soropositivos também pode
estar relacionado com a predominéncia de ragas nativas (Somalis, Rabo Largo, Santa Inés e
Morada Nova) e animais sem padrdo racial definido (MARTINEZ et al., 2010; MARTINEZ
etal., 2011), o que pode explicar os resultados do presente estudo.

Em relacdo ao numero de animais soropositivos por Estado, 22,6% (62/274) eram de
Sdo Paulo e 13,6% (59/434) de Pernambuco. Do total de propriedades analisadas, 47,6%
(10/21) foram identificadas como focos, apresentando pelo menos um animal soropositivo, e
estavam localizadas nos municipios de Jacarei, Valinhos, Mogi das Cruzes (Sdo Paulo),
Pombos, Sairé, Garanhuns, Venturosa e Sanhar6 (Pernambuco). Os dois Estados ja
apresentaram trabalhos onde todos os rebanhos caprinos que foram investigados apresentaram
pelo menos um animal soropositivo (LEITE et al., 2004; ALVES et al., 2017), demonstrando
dessa forma que o numero elevado de rebanhos infectados no presente estudo reflete a ampla
distribuicdo do agente viral.

O teste de IDGA possibilita a deteccdo de anticorpos contra a proteina do capsideo,
respectivamente, enquanto que o ELISA Eradikit Screening é composto por peptideos
recombinantes das proteinas pl6 (MA), p25 (CA) e gp46 (TM). As maiores taxas de
sensibilidade sdo encontradas em kits ELISA que usam mudltiplos antigenos (MICHIELS et
al., 2018b), podendo explicar as variagdes encontradas quanto a percentagem de
soropositividade entre os dois testes empregados. Embora o ELISA Eradikit Screening tenha
apresentado uma maior capacidade de deteccdo de animais infectados quando comparado ao
IDGA, é importante considerar que o alto custo de importacéo e a possivel variagdo genética
das cepas locais circulantes sejam possiveis fatores negativos para o seu uso em larga escala

para o diagndstico sorologico de rebanhos caprinos e ovinos do Brasil.
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No ELISA Eradikit Genotyping, 21 (72,4%) amostras de soro foram classificadas
como gendtipo B e 8 (27,6%) foram indeterminadas. A sorotipagem ocorre pela reatividade
especifica contra o epitopo linear imunodominante do capsideo que tem a capacidade de
discriminar os genotipos A, B e E (GREGO et al., 2002; REINA et al., 2009b; de ANDRES et
al., 2013). A presencga de amostras consideradas indeterminadas pode estar relacionada com a
baixa resposta humoral contra o epitopo imunodominante do capsideo, pois sua sensibilidade
é reduzida devido a auséncia dos epitopos da TM a MA que estdo contidos na placa do
Eradikit Screening (ACEVEDO JIMENEZ et al., 2021). A caracterizagdo antigénica dos
subtipos Al, A3, A4, Al3 e B1 pela reatividade soroldgica ao epitopo SU5 foi identificada
em rebanhos ovinos e caprinos dos Estados do Maranhdo, Ceard, Piaui, Bahia, Sdo Paulo e
Rio de Janeiro (BRAZ et al., 2022; CARVALHO et al., 2020; GREGORY et al., 2020). A
sorotipagem tem sua importancia estratégica como ferramenta epidemiol6gica para o seu uso
em locais onde a ocorréncia de LVPR ja foi detectada nos rebanhos, mas informacéo genética
ainda é deficiente (NOGAROL et al., 2019).

Os resultados do presente estudo indicaram que a criagdo consorciada foi considerada
como fator de risco (OR= 6,35; 1C95%= 3,67-11,01; p= 0,001) para a transmissdo a
transmissao viral. . O contato entre as duas espécies representa um importante fator de risco
para a transmissé@o viral (SHAH et al., 2004a; BRULISAUER et al., 2005; OLECH et al.,
2009; LAGO et al., 2012; NARDELLI et al., 2020). A primeira evidéncia de transmissao
natural interespécie foi relatada em ambas as direcbes em caprinos e ovinos da Suica
infectados pelo subtipo A4 (SHAH et al., 2004b). No Brasil, a ocorréncia do subtipo B1 em
dois ovinos foi relatada pela primeira vez em rebanho oriundo de criagdo mista no Estado do
Maranhdo (BRAZ et al., 2022).

Os rebanhos que eram constituidos pela raca Saanen apresentaram 8,37 vezes mais
chances de apresentarem animais soropositivos quando comparado com animais SRD
(1C95%=2,45-28,61; p=0,001). Os caprinos e ovinos sem padréo racial definido sdo menos
susceptiveis a infeccdo do que animais de ragas puras (MELO; FRANK, 1997; PINHEIRO;
GOUVEIA; ALVES, 2001; CASTRO et al., 2002b; PINHEIRO et al., 2004; SILVA et al.,
2017; ALVES et al., 2017; SOARES et al., 2020). As racas caprinas puras especializadas na
producdo de producdo de leite também apresentam maior grau de infeccdo por LVPR
(PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001; PINHEIRO et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2016).
Em estudo epidemioldgico de rebanhos caprinos de leite do Estado de Pernambuco e Bahia,

foi observado que cabras consideradas de raca pura de maior producéo leiteira tiveram maior
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probabilidade de infecgéo para LVPR (OR=12,52; 1C95%=3,37-46,46; p=0,0002) (SOUZA et
al., 2021).

A presenca de animais com artrite também foi identificado como fator de risco
associado com a ocorréncia de LVPR no rebanho (OR=6,60; 1C95%= 2,43-17,84; p=0,0001).
Em pesquisa realizada com criadores de caprinos da Pol6nia em que foram questionados
sobre a ocorréncia de aumento de volume no carpo, a probabilidade de observar caprinos com
artrite carpal foi significativamente relacionada com a soroprevaléncia no rebanho
(OR=1,058; IC 95%: 1,037-1,078; p<0,001). Porém o momento em que o criador comeca a
observar foi consideravelmente atrasado comparado com a disseminagdo da infec¢do no
rebanho (CZOPOWICZ et al., 2018a). E importante ressaltar que a presenca de artrite nos
caprinos pode ser oriunda de traumatismos e outras enfermidades infecciosas, como a
micoplasmose.e clamidiose (PINHEIRO et al., 2004). Um achado interessante € que 0s
estudos demonstram que nenhum dos caprinos apresentou simultaneamente anticorpos para
ambas as doengas, sugerindo ndo haver correlacdo entre elas. Os animais que foram
sororeagentes para Mycoplasma agalactiae ndo foram soropositivas para CAEV (PEIXOTO
etal., 2018; DAMASCENO et al., 2020).

A prética de desinfeccdo de utensilios perfurocortantes foi considerada como fator de
protecdo para a doenca (odds ratio=0,145; 1C95%= 0,084-0,249; p=0,001). Embora haja uma
escassez de estudos referentes a transmisséo viral de LVPR por fomites contaminados com
sangue, Lara et al. (2003) avaliaram a ocorréncia de transmissao pela inoculacdo de tatuadores
infectados com particulas virais em caprinos tatuados com 0 mesmo equipamento,
demonstrando que todos os animais soroconverteram em 60 dias ap0s a inoculagdo. Em
rebanhos caprinos do Estado de Sergipe também foi evidente que propriedades que ndo fazem
0 uso de agulhas estéreis foram mais susceptiveis a infeccdo (OR=3,38; 1C95%=1,47-7,75;
p=0,004) (RIZZO et al., 2018). E altamente recomendada a desinfeccio de todo o material
utilizado nas préticas sanitarias voltadas para a vacinacdo, descorna, castracdo, tosquia,
caudectomia e marcacao dos animais com tatuadores (BROUGHTON-NEISWANGER et al.,
2010).

De 121 amostras soropositivas, 42 foram positivas ao PCR PCR (04 para 1.3 kb gag-
pol, 31 para 0.8 kb gag-pol e 07 para pol 1.2 kb). A amplificacdo por PCR das sequéncias de
DNA proviral € geralmente menos sensivel que os métodos sorolégicos, mesmo quando as
estratégias de nested e real time sdo utilizados (BRINKHOF et al., 2010; de ANDRES et al.,
2005; RAMIREZ et al., 2013; SANTRY et al., 2013; SHAH et al., 2004a). As falhas na

amplificagdo pode estar relacionada com a ocorréncia de cepas geneticamente variaveis que
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contém incompatibilidades no sitio de ligagdo de primers (L’HOMME et al., 2015), o que
pode explicar a baixa concordancia entre o resultado do PCR e o teste sorolégico. O PCR
hemi nested 1.3 kb gag-pol e o PCR nested 0.8 kb gag-pol foi levemente modificado por Shah
et al. (2004a). Esse conjunto de primers degenerados € capaz de amplificar regides
conservadas dos genotipos A, B e E (GREGO et al., 2007).

A falha de deteccdo do DNA por PCR em animais soropositivos esta correlacionada
com a auséncia de lesdes, o que reflete numa progressao mais lenta da doenca nesses animais
(BRODIE et al., 1992). A alta carga proviral em amostras de sangue esta ligada a um intenso
quadro clinico patoldgico da doenca, indicando haver uma associa¢do positiva entre a carga
proviral e o grau de lesbes nos tecidos afetados pelas LVPR (RAVAZZOLO et al., 2006;
HERRMANN-HOESING et al., 2009; CHASSALEVRIS et al., 2020; OLECH; KYCKO;
KUZMAK, 2022). A necessidade da realizagdo do cultivo celular antes da realizacdo do PCR
pode ser usada estrategicamente em animais soropositivos assintomaticos que apresentam
baixa carga proviral (BRODIE et al., 1992). A obtencéo de fragmentos da polpa vermelha do
baco por biopsia € um método para expandir a possibilidade de isolamento viral em animais
qgue apresentam baixa carga viral. Esse orgdo é considerado como principal alvo de
persisténcia das LVPR, pois a polpa vermelha possui alta reserva de macréfagos residentes e
também é o principal alvo de replicacdo in vivo. Essa técnica foi efetiva para a caracterizagdo
do genoma total apds isolamento em cultivo celular, onde os isolados foram sequenciados
pela tecnologia NGS (Next Generation Sequencing) (COLLITI et al., 2019).

No presente estudo, 04 amostras sequenciadas da espécie caprina foram classificadas
como subtipo B1, e um isolado ovino foi agrupado no gendétipo A, com 86% de similaridade
com os isolados do subtipo Al e historico de alteracdes respiratdrias, tais como como tosse,
dispneia e crepitacdo pulmonar. Para confirmacéo do subtipo Al, torna-se necessaria a analise
de fragmentos maiores do outras regides do gene gag e pol, utilizando outros conjuntos de
primers recomendados por Shah et al. (2004a). Os cinco isolados que foram sequenciados e
genotipados (B4, B9, B13, B19 e B23) néo perteciam ao grupo de amostras que foram submetidas a
sorotipagem pelo ELISA Eradikit Genotyping. O gendétipo A e B ja foram identificados em
rebanhos ovinos e caprinos do Brasil, respectivamente (FEITOSA et al., 2010; LIMA et al.,
2004; RAVAZOLLO et al., 2001; BRAZ et al., 2022). O genotipo A foi relatado em caprino
naturalmente infectado que apresentava desconforto respiratdrio e que pertencia a um rebanho
localizado no Estado de Pernambuco (CASTRO et al., 1999). Também foi demonstrada pela

primeira vez a evidéncia da ocorréncia do subtipo B1 em ovinos adultos oriundos de um
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rebanho de criagdo mista no Estado do Maranh&o, demonstrando a possibilidade de
transmissao interespécie nos rebanhos brasileiros (BRAZ et al., 2002).

Os resultados do presente estudo comprovaram a ampla disseminacdo de focos de
infeccdo para LVPR nos Estados de Pernambuco e Sdo Paulo, além da necessidade da
aplicacdo de ferramentas laboratoriais de maior precisdo para a caracterizagdo de gendtipos
circulantes em rebanhos caprinos e ovinos do Brasil, uma vez que essa etapa é fundamental
para a selecdo de antigenos para os testes de diagnostico sorologico e aperfeicoamento das

estratégias de controle da doenca.
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7 CONCLUSOES

Foi observada uma ocorréncia geral de infeccdo para LVPR de 17,1% (121/708) e quase
metade dos rebanhos investigados (47,6%; 10/21) apresentaram pelo menos um animal
soropositivo, 0 que caracteriza a ampla distribuicdo de focos de infeccdo em propriedades do
Estado de S&o Paulo e Pernambuco.

A baixa deteccdo de ovinos soropositivos (1,3%; 03/236) quando comparado com
caprinos (25,0%; 118/472) pode estar relacionada com fatores ligados ao sistema de criagéo e
aptiddo, uma vez que animais criadores em regime de criacdo intensivo e destinados a

producdo de leite apresentam maior probabilidade de ocorréncia de soropositividade.

Embora o nimero de animais submetidos a sorotipagem pelo Eradikit Genotyping tenha
sido baixo, ressalta-se a importancia e a necessidade da sua aplicacdo em larga escala nos
rebanhos de caprinos e ovinos do Brasil, pois ainda ha pouco conhecimento genético dos

gendtipos/subtipos circulantes nas diferentes areas geograficas do pais.

Os resultados do presente estudo indicaram que a criagdo consorciada, a criacdo da raca
Saanen e presenca de animais com artrite foram consideradas como fatores de risco para a
ocorréncia de LVPR no rebanho, enguanto que a pratica de desinfeccdo de utensilios
perfurocortantes foi considerada como fator de protecdo para a doenca. O conhecimento
desses fatores predisponentes e adocdo de praticas de manejo adequadas sdo pontos
fundamentais para o controle das LVPR nos rebanhos.

De 121 amostras soropositivas, apenas 42 foram positivas pelo PCR, o que pode ser
explicado por falhas na amplificagdo viral devido & ocorréncia de cepas geneticamente
variaveis que contém incompatibilidades no sitio de ligacdo de primers e a baixa carga

proviral em animais assintomaticos.

O subtipo B1 foi identificado em quatro caprinos assintomaticas e um isolado foi
agrupado no gendtipo A em ovinos gque apresentava historico de desconforto respiratério. Para
confirmacdo do subtipo Al, torna-se necessaria a analise de fragmentos de outras regiGes do

gene gag e pol.
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APENDICE
A - Questionério

PROPRIETARIO:

PROPRIEDADE:

MUNICIPIO: ESTADO:

ID. DA PROPRIEDADE: DATA:

1. PROPRIEDADE E REBANHO:

1.1 Tamanho da propriedade (ha):

( )Menorquel0 ( )Del0a50 ( )Deb50a250

( )Acimade250 ( ) N&o soube informar

1.2 Sistema de criacao:

( ) Extensivo ( ) Semi-intensivo () Intensivo

1.3 Finalidade da criacéo:

( )Corte ( )Leite ( ) Mista

1.4 Tipo de exploracao:

( )Cria ( ) Recria/lengorda ( ) Reproducdo ( ) Subsisténcia
1.5 Criagdo mista (caprinos e ovinos):

( )Sim ( )Nao

1.6 Presenca de bovinos:

( )Sim ( )Néo

1.7 Compartilham as mesmas instalaces (bebedouro, comedouro, saleiro, aprisco,
pasto)?

( )Sim ( )Né&o

1.8 Tamanho do rebanho:

( )At¥50 ( )Entre50e100 ( ) Acimade 100

1.9 Raca

( )Santalnés ( ) Dorper ( ) Morada Nova

( )Moxotd6 ( ) Saanen ( ) Parda Alpina

( )Canindé ( )Boer ( ) Anglonubiano

( ) Sem racga definida ( ) Outra:




1.10 Identificagcdo dos animais (brinco, tatuagem):
( )Sim ( )Néo

1.11 Registro geneal6gico dos animais:

( )Sim ( )Né&o

1.12 Acompanhamento técnico:

( )Sim ( )Néo

1.13 Participagcdo em exposicao:

( )Sim ( )Né&o

1.13 Realiza algum exame na compra de animais:
( )Sim ( )N& Quais:
1.14 Sorologia para lentiviroses de pequenos ruminantes no rebanho:
( )Sim ( )Né&o

1.15 Sorologia periodica e sacrificio dos positivos:

( )Sim ( )Néo

1.16 Sorologia periodica e separagdo dos positivos:

( )Sim ( )Né&o

1.17 Pastejo com outros criadores:

( )Sim ( )Né&o

1.18 Distancia entre propriedades:

( )<500 metros ( ) <500 metros

1.19 Origem dos animais

( ) Local ( ) Local e outros municipios ( ) Local e outros estados e paises
1.20 Possui aprisco:

( )Sim ( )Néo

1.21 Tipo de aprisco:

( ) Ch&obatido ( ) Cimento ( ) Piso ripado

1.22 Bebedouros comuns para jovens e adultos:

( )Sim ( )Néo

1.23 Comedouros comuns para jovens e adultos:

() Sim () Néo

1.24 Producéo diaria de leite caprino:

() Abaixo de 20 litros () Entre 20 e 40 litros () Acima de 40 litros
1.26 Tipo de ordenha:
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( ) Manual ( ) Mecénica

1.27 Local da ordenha:

( )Sala ( )Baia ( )Curral

1.28 Numero de ordenhas por dia:

( YUma ( )Duas ( ) Maisde duas

1.29 Realiza linha de ordenha em cabras leiteiras:
( )Sim ( )Néo

1.30 Limpeza das méos e tetos com agua:

( )Sim ( )Né&o

1.31 Usa caneca de fundo escuro:

( )Sim ( )Néo

2. ALIMENTACAO

2.1 Uso de feno:

( )Sim ( )N&o Qual:
2.2 Uso de silagem:

( )Sim ( )Nao Qual:

2.3 Uso de capineira:
( )Sim ( )N&  Qual:

2.4 Uso de cana-de-acUcar:
( )Sim ( ) Nao

2.5 Uso de concentrado:

( )Sim ( )N&do Qual:
2.6 Usa palma forrageira:
( )Sim ( ) Nao

2.7 Usa banco de proteina (gliricidea, leucena):
( )Sim ( )Néo

2.8 Suplementacéo diferenciada por categoria:
( )Sim ( ) Nao

2.9 Utiliza creep feeding:

( )Sim ( )Néo

2.10 Utilizada pastagem nativa:
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( )Sim ( )Néo Qual:

2.11 Utiliza pastagem cultivada:
( )Sim ( )Néo Qual:
2.12 Sistema de pastejo continuo:

( )Sim ( )Né&o

2.13 Sistema de pastejo rotacional:
( )Sim ( )Néo

2.14 Mineralizagéo:

() Sim () Néo Qual:

3. SANIDADE

3.1 Realiza vermifugacao:

( )Naofaz ( )Umavezaoano ( ) Duasvezesaoano ( ) Trés vezes ao ano ou
mais

3.2 Realizagéo vacinacao:

( )N&ovacina ( )Raiva ( ) Aftosa

( ) Clostridioses  OQutra:

3.3 Existem documentos sanitario na compra do animal:
( )Sim ( )Néo

3.4 Realiza quarentena:

( ) Ndo ( )Umasemana ( ) Quinze dias

( ) Trintadias ( ) Acima de trinta dias

3.5 Isolamento dos doentes:

() Sim () Néo

3.6 Separacdo imediata das crias ap0s 0 nascimento:

( )Sim ( )Né&o

3.7 Separacdo de animais jovens e adultos:

( )Sim ( )Né&o

3.8 Banco de colostro:

() Sim () Néo

3.9 Banco de colostro de cabras e ovelhas comprovadamente negativas:
() Sim () Néo
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3.10 Fornecimento de colostro e/ou leite bovino:

() Sim () Néo

3.11 Oferece colostro e/ou leite caprino para cordeiros?
() Sim () Néo

3.12 Fornecimento de colostro termicamente tratado e leite pasteurizado:
( ) Sim () Naéo

3.13 Epoca de desmame

( )40dias ( )60dias ( )90 dias ou mais

3.14 Realiza corte e desinfeccdo do umbigo:

( ) Sim () Naéo

3.15 Descarte de seringas e agulhas:

() Sim () Néo

3.16 Esteriliza material de aplicacdo de medicamentos:
( ) Sim () Néo

3.17 Desinfeccdo de utensilios comuns (tatuadores e teteiras das ordenhas:
() Sim () Néo

3.18 Limpeza das instalag0es:

( ) Diariamente () Semanalmente () Mensalmente  ( ) Trimestral ()
Semestral

( )Anual ( )Néo

3.19 Desinfecta as instalagdes:

( )Nado ( )Caiacdo ( ) Produtos quimicos

( ) Vassoura de fogo + produtos quimicos

( ) Caiacdo + produtos quimicos

3.20 Uso de cal na entrada de bretes e apriscos:

() Sim () Nao

3.21 Destino dos animais mortos:

( ) Deixanopasto ( )Queima ( )Enterra

( ) Necropsia ( ) Queima e enterra

3.22 Uso de esterqueira:

() Sim () Néo

4. MANEJO REPRODUTIVO
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4.1 Reprodutor:

( )Comprado ( )Emprestado ( ) Do rebanho

4.2 Monta controlada (cobertura com reprodutor soronegativo e matriz soronegativa
e/ou cobertura com reprodutor soropositivo com matriz soropositiva)

() Sim () Néo

4.3 Emprestimo de reprodutores entre produtores:

( ) Sim () Naéo

4.4 Inseminagéo artificial:

() Sim () Néo

4.5 Transferéncia de embrides:

( ) Sim () Naéo

4.6 Realiza estacédo de monta:

() Sim () Néo

4.7 Usa rufido:

( ) Sim () Naéo

4.8 Presenca de machos com as fémeas durante o dia todo:

() Sim () Néo

4.9 Acasalamentos consanguineos:

( ) Sim () Naéo

4.10 Destino dos produtos de aborto:

() Consumido por animais () Queimado ( ) Enterrado ( ) Queimado + enterrado
() Outros (meio ambiente) () N&o soube informar

4.11 Destinos dos produtos dos restos placentarios:

() Consumido por outros animais () Queimado

( ) Enterrado () Outros (meio ambiente) () Queimado + enterrado () N&o soube
informar

4.12 Presenga de animais com disturbios reprodutivos na propriedade:

( ) Abortamento ( ) Repeticdo decio ( ) Retencgdo de placenta ( ) Né&o

4.13 Destino dos animais com disturbio reprodutivo:

( )Abate ( )Comeércio ( ) Tratamento com antibiotico ( )Tratamento + abate (
) Abate + comércio

4.14 Idade dos animais que apresentaram algum distarbio reprodutivo:

( )<lano ( )Entrele3anos ( )>3anos
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4.15 Animais que apresentam distUrbios reprodutivos permanecem junto com outros
animais:

( ) Sim () Naéo

4.16 Utiliza piquetes de paricao:

() Sim () Néo

5. PROPRIETARIO

5.1 Tipo de gestéo:

( ) Contratada ( ) Familiar ( ) Mista

5.2 Cursos de capacitagao:

() Sim () Nao

5.3 Participa de alguma associacao/cooperativa de criadores de caprinos e ovinos:

( ) Sim () Néo

5.4 Tem conhecimento das lentiviroses de pequenos ruminantes:

() Sim () Néo

5.5 Tempo de criagdo de caprinos:

( )Menosdeumano ( )la3anos ( )3ab5anos ( )Maisdeb5 anos

5.6 Tempo de criacdo de ovinos:

( )Menosdeumano ( )la3anos ( )3ab5anos ( )Maisdeb5 anos

5.7 Principais enfermidades observadas em caprinos e ovinos segundo opinido dos
produtores:

( )Abscessos/linfadenite caseaosa () Aborto

( )Ectoparasitas ( )Diéarréia/anemia/edema facial ( )Ectima contagioso (
)Mastite/alteracbes mamarias  ( )Ceratoconjuntivite ( )Pododermatite

( )Miiase

5.8 Observacdo dos seguintes sinais clinicos observados em caprinos e ovinos segundo
opinido dos produtores:

() Secrecdo nasal ( ) Tosse ( ) Ruido respiratorio () Aumento de volume nas
articulacGes

( ) Manqueira ( ) Desordens neuroldgicas () Endurecimento da glandula mamaria

() Emagrecimento
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B - Ficha clinica do sistema respiratorio, nervoso, locomotor e glandula mamaria

ESTADO GERAL
GRAU DESIDRATAGCAO. Ausente [JLeve QModerada [JGrave O | ESCORE CORPORAL 132 O3 ¥ O350
LINFONODOS. Sem alteragdo 3 Parotideo & Mandibular 2 Pré-escapular Pré-crurall
MUCOSAS. Réseas B3 Palidas &3  Hiperémicas [ Ictéricas CiandticasCJ
FC: bpm | FR mpm | T: °C [ MR: min. [ TPC: seg.

EXAME FISICO DO SISTEMA RESPIRATORIO

DISPNEIA. Ausente O3 Inspiratéria 3 Expiratéria 23 Mista 3

Sim 3 ~ Ausente B3 Seroso 3 Mucoso B3
TOSSE. SECREGAQ NASAL. Catarral 3 Purulento &3 Hemorragico

Nzo 3

~ ] DOR EXPIRADO. Sem alteracio 3 Acetona B33
u (i (0]

LESAO NARINA. Ndo E3Sim Améndoa 3 Puatrido 3 Outros:

TRAQUEIA. Inspecio:

FOSSA NASAIS. Percusséo: Palpacéo:
Auscultagdo:
TIPO RESPIRATORIO. Costoabdominal 3 Costal O3 Abdominal O
P. SONORA. Claro & Submacico & Macicol2d Timpanico 3 | P. DOLOROSA. Sim B Nio O3

AUSCULTACAO. Sem alteragbesE3  Crepitacio fina 3  Crepitagio grossaZ}  Sibilo 3
Inspiragdo interrompida 3 Ronco 3 Siléncio pulmonar 3 Outro:

Lado esquerdo Lado direito

\\ ~
\

EXAME FISICO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

COMPORTAMENTO/NIVEL DE CONSCIENCIA. Ativo [ Apético J Depressdo [  Excitagdo

POSTURA. Estagdo [J Decubito & Outra:

PARESIA OU PARALISIA. Nao EFlacida CEspasticalCentralPeriféricall MonoparesialE) Paraparesia TetraparesialZ)

CONTRACAO MUSCULAR. Normal 3 Ténica 3 Clénicas B3 Mioclonias 3 Convulsées 3 Trismo mandibular Bruxismo 3

CAPACIDADE DE COORDENACAO. Andar normal [ Ataxia T3 Dismetria Movimentos compulsivos

ALTERACAO EM PAR DE NERVO CRANIANO. Ndo [Jolfatorio [FOptico [FOculomotor [JTroclear O Trigémeo Abducerg)
Facial B3  VestibulococlearE3 Glossofaringeo &  Vago B3 AcessérioE  Hipoglosso 3

SENSIBILIDADE SUPERFICIAL. Normal B2 Hipersensibilidade 2 Insensibilidade J Segmento da coluna:

EXAME FISICO DO SISTEMA LOCOMOTOR

AUMENTO DE VOLUME ARTICULAR DO CARPO. Sim 3 Nio [ Unilateral 3 Bilateral 3

AUMENTO DE VOLUME ARTICULAR DO TARSO. Sim &3 N&do [ Unilateral 3 Bilateral3

PRESENCA DE CLAUDICACAO. Nao 3 De apoio [ | De elevagdo ) Mista
GRAU DE CLAUDICACAO. Leve Moderada 3 Pronunciada 23 Grave 3 Extremamente grave 3
SENSIBILIDADE APRESSAO.Ndo [ Leve [ Moderada O Grave (]

TESTE DE FLEXAO, EXTENSAO E TORCAO. Mobilidade normal B  Diminuidal3 Ausente 3 Crepitaciol]




