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RESUMO

Os lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV) causam doenga progressiva
multissistémica cronica, com longo periodo de incubagao, que acomete caprinos
e ovinos de todas as racgas e idades. Estes virus podem se manifestar de forma
artritica, respiratéria, mamaria e nervosa ou mesmo atingir varios 0rgaos,
causando perda de peso e debilidade até a morte do animal. A infecgao é
persistente apesar da maioria dos animais infectados ndao desenvolver sintomas
clinicos, com risco de disseminar o virus para outros animais. A principal forma
de transmissdo do virus do virus € através da ingestdo de colostro e/ou leite
proveniente de animais infectados. Pode ocorrer transmissdo horizontal. Os
SRLV infectam células do sistema fagocitico-mononuclear e células dendriticas
in vivo e infectam e replicam em macrofagos e em células derivadas de varios
tecidos in vitro. O cultivo primario de células de membrana sinovial (MS) é
amplamente utilizado para isolamento e replicagdo de SRLV. A capacidade de
divisdo destas células € limitada até atingir seu estado de senescéncia celular.

Objetivando a otimizagédo da produgéo, foi celular feito o reaproveitamento
de explantes das articulagdes metacarpianas de feto caprino soronegativos para
SRLV. Os explantes foram reaproveitados por seis vezes. As células de MS
obtidas mantiveram-se em niveis satisfatérios de produtividade e permissividade
a replicacdo de amostras de SRLV. Estas células de MS foram utilizadas para
estudo da replicagcdo de amostras brasileiras de SRLV BrPe1-01 e BrMg2-03, de
forma comparativa com as amostras padrao CAEV Cork e Maedi-visna K1514.
Nao se obtiveram titulos viral e antigénico significativos das amostras brasileiras
nas varias tentativas de replicagdo das amostras BrPe1-01 e BrMg2-03.

Visando um melhor entendimento da epidemiologia dos SRLV em caprinos
do Estado de Pernambuco, foi feito um levantamento sorolégico nos anos de
2002 e 2003. Foram testados, por técnica de imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), todos os animais de 31 rebanhos do Estado de Pernambuco. Dos 2206
animais testados, 15,3% (n= 338) estavam infectados por SRLV. Os animais

soropositivos estavam distribuidos em 74,2% dos rebanhos (n=23).
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A avaliacdo do perfil lipidico de animais infectados por SRLV sem
sintomatologia clinica, quando comparados aos de animais controle, sob as
mesmas condigdes de manejo e alimentagdo, apresentaram o0s seguintes
resultados: a) Os niveis de colesterol total foram significativamente mais elevados
(p<0.005); b) O colesterol das lipotroteinas de elevada densidade (HDL) estava
levemente aumentado, ndo sendo significativo; c) O colesterol das lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) estava levemente baixo; d) O nivel de
triglicerideo foi similar nos dois grupos; €) O colesterol das lipoproteinas de baixa

densidade (LDL) estava significativamente elevado (p<0.005).
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ABSTRACT

Small Ruminant Lentivirus (SRLV) cause chronic multissistemic
progressive disease, with long incubation time. All breeds and ages of goats and
sheeps are susceptible to infection . The infection manifest as arthritis,
pneumonitis, mammary gland infection and encephalomyelitis or even multiorgan
simultaneously, which determines loss of weight and wasting until death.
Persistent infection may occur, although several infected animals did not show
any clinical signs but potentially spreading the virus in a silent form. The main
route of infection is through ingestion of both milk and colostrum containing SRLV
infected cells. Lateral transmission also occur. In vivo, SRLV exhibits an affinity
for cells of monocyte/macrophage lineage and dendritic cells. In vitro, SRLV
replication and infection occur in cells of monocyte/macrophage lineage and cells
derived from many tissues. The primary membrane synovial culture cells is largely
used for SRLV replication and isolation. The capacity of cell growth of this system
is limited until reach stage of cellular senescence.

In order to amplify cell culture, primary culture of goat synovial membrane
cells, used for SRLV replication, were amplified by reutilization of seronegative
fetus metacarp joints explants raising optimization of cellular production. The
explants of goat synovial membrane resulted in six new series of initial primary
culture. These cells supported satisfactory levels of production and permissive to
SRLV replication. In vitro, based on observation of cytopathic effects BrPe1-01
and BrMg2-03 Brazilian fields isolates of SRLV comparatively with CAEV Cork
and Visna-maedi K1514 showed poorly infectivity. Viral antigens were not
detected in the suspension of cultures in AGID test. Although viral antigens were
detected by enzyme linked immunosorbent assay.

Aiming a better understand of SRLV epidemiological features, a study to
evaluate serological status of meat and dairy goats herds from Pernambuco,
Brazilian Northeast was done. A total of 2206 goat serum were analyzed for
antibodies against SRLV by agar gel immunodifussion (AGID) test. The

percentage

X1X



of animals with positive results was 15,3% (n=338), distributed in 74,2%(n=23) of
the total herd.

The assessment of the influence of CAEV infection in naturally infected
goats on serum neutral lipid and lipoprotein cholesterol in comparison to control
group showed that: a) Total cholesterol concentrations were significantly
(P=0.003) higher in the infected animals; b) High density lipoprotein-cholesterol
were slightly increased but the differences were not significant; c) Very low
density lipoprotein-cholesterol from the infected group were decreased differences
were not significant; d) Triglyceride level from the infected group was similar to
that from control group; and e) Low density lipoprotein-cholesterol was

significantly (P=0.004) increased in the infected animals.
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Palavras-chave: caprinos, lipideos, CAEV, lentivirus de pequenos ruminantes,

sorologia.
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1. INTRODUGCAO

Os lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV) caprine arthritis-encephalitis
virus (CAEV) e maedi-visna causam doenga progressiva multissistémica em
caprinos e ovinos, respectivamente (NARAYAN & CLEMENTS, 1989). Os SRLV
compartilham similaridades genéticas, mecanismo molecular de replicagéo,
morfologia e interacdes bioldgicas em seus hospedeiros (TORSTEINSDOTTIR et
al., 1997; CASTRO, 1998; CALLADO 1999; MORNEX, 2003). Uma propriedade
comum é a persisténcia da infecgdo no organismo mesmo frente a resposta
imunoldgica, devido a restricdo da replicagao viral (GENDELMAN et al., 1985).

Uma caracteristica notavel dos SRLV €& a capacidade de variagao
genética, gracas a alta freqliéncia de mutagdes. A variagdo genética resulta no
aparecimento de subpopulagdes virais heterogéneas conhecidas como
quasispecies (LEROUX et al., 1995; LEROUX et al., 1997a; PASICK, 1998). Este
conceito foi proposto por Eigen et al. (1981) e é definido como “populacéo
complexa de perpetuagao propria de diversas entidades que atuam como uma
unica”. Evidéncias experimentais e argumentos tedricos indicam que a selegéo
opera no grupo dos lentivirus e que quasispecies inteiras sado alvo de selegédo ao
invés do genoma viral individual. A diversidade e evolugao lentiviral resulta da
composicao das sequéncias dos genes que evoluem com diferentes velocidades,
e da complexa interagao virus-hospedeiro (JOLLY & NARAYAN, 1989; MANSKY,
1998; CASTRO, 1998; ANDRESDOTTIR, 2003; KARLSSON et al., 2003). Os
SRLV compreendem varios virus isolados cujos protétipos séo os virus Maedi-
visna K1514 e CAEV Cork (VALAS et al., 1997, CASTRO et al., 1999a, VALAS et
al., 2000).

O agente infeccioso dos SRLV pertence a familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae, género Lentivirus (ADAMS et al., 1980a). Os lentivirus compdem
grupo taxondbmico de patdogenos de interesse veterinario e médico
(LEGASTELOIS et al., 1996) (Tabela 1).



Tabela 1. Etiologias e principais patologias das infecgdes por lentivirus

Hospedeiro Virus Enfermidade
Ungulados
Pequenos maedi-visna e Pneumonia intersticial difusa, encefalomielite,
ruminantes CAEV artrite, mamite e emagrecimento.
Bovinos BIV Linfadenopatia e linfocitose.
JDV Emagrecimento, febre, anorexia, linfadenopatia
e anemia.
Equideos EIAV Pneumonia intersticial difusa, encefalite, febre,
emagrecimento e anemia.
Primatas
Macacos SIv Imunodeficiéncia, infec¢des oportunistas,
sindrome neuroldgica, pneumonia intersticial
difusa e artrite.
Homem HIV Imunodeficiéncia, infecgdes oportunistas,
linfadenopatia, sindrome neuroldgica e
pneumonia intersticial difusa.
Carnivoros
Felideos FIV Imunodeficiéncia, infecgdes oportunistas,

linfadenopatia, sindrome neuroldgica e

emagrecimento

"CAEV - caprine arthritis-encephalitis virus: BIV — bovine immunodeficiency virus;

JDV — jembrana disease virus; EIAV — equine infectious anaemia virus; SIV —

simian immunodeficiency virus; HIV — human immunodeficiency virus; FIV — feline
immunodeficiency virus. Dados obtidos de LEGASTELOIS et al. (1996).



1.1. Histoérico

Maedi-visna, denominada nos Estados Unidos (EUA) como pneumonia
progressiva ovina, foi a primeira infecgdo causada por lentivirus reconhecida
internacionalmente como doenga. Esta doenca também foi o primeiro membro de
uma nova categoria de doengas infecciosas lentas, descrita por SIGURDSSON,
1954. As primeiras descrigdes de doenca com sintomatologia semelhante a da
Maedi-visna foram feitas na Africa do Sul (MITCHELL, 1915) e nos EUA
(MARSH, 1923), e receberam atengao por parte dos pesquisadores e criadores
apos uma epidemia de pneumonia progressiva (maedi) e paralisia (visna) em
ovinos islandeses, entre 1939 e 1952, cuja origem se deve a importagédo de
ovinos Karakul da Alemanha em 1931 (SIGURDSSON, 1954). A designacéao
Maedi-visna foi escolhida para homenagear o trabalho de pesquisadores
islandeses (THORMAR, 1965; THORMAR & HELGADOTTIR, 1965; STRAUB,
1970): Maedi (significa dispnéia) e visna (significa desorientagcéo). Inicialmente
Maedi-visna foi reconhecida como duas entidades distintas. Quando as primeiras
amostras de virus foram isoladas de ovinos afetados com visna (SIGURDSSON
et al., 1960) e maedi (SIGURDARDOTTIR & THORMAR, 1964) observaram-se
similaridades entre eles.

STUNZI et al. (1964) descrevem, pela primeira vez, caprinos adultos com
artrite crénica na Suica. No mesmo ano, RAJYA & SINGH (1964) descreveram
alteragdes patoldgicas respiratérias semelhantes as de Maedi em caprinos na
india. Mais tarde, NAKAGAWA et al. (1971) relataram alteragdes histopatoldgicas
de poliartrite crbnica em cabrito no Japdo. Inicialmente, a Artrite Encefalite
Caprina foi caracterizada por artrite progressiva em animais adultos e
encefalomielite desmielinizante em cabritos de menos de 6 meses (CORK et al.,
1974). Posteriormente, o indicio de que a doenga era causada por um virus foi
confirmado (WEINHOLD et al., 1974; HAJELA et al., 1975).

No Brasil, as primeiras descricbes de SRLV foram feitas no Rio Grande do
Sul, com a identificacdo de caprinos (MOOJEN et al.,1986) e ovinos
(RAVAZZOLO et al., 1995; SOTOMAIOR & MILCZEWSKI, 1997) soropositivos e



confirmagéo pelo isolamento do virus em caprinos (HOTZEL et al, 1993;
CASTRO et al., 1999c) e ovinos (MILCZEWSKI et al., 1997).

1.2. Aspectos Gerais

1.2.1. Estrutura da particula lentiviral

Morfologicamente, os virions dos SRLV sao esféricos, apresentando 80 a
100 nm de didametro. O envelope viral é composto de fosfolipideos e esta
associado covalentemente as glicoproteinas de superficie (SU) e
transmembranaria (TM) que contém determinantes biolégicos importantes
(NARAYAN et al., 1984; HOUWERS & NAUTA, 1989; VALAS et al., 2000;
ADEBAYO et al.,, 2002; BLAZEK et al., 2004). Eles apresentam uma grande
quantidade de acido sidlico na superficie do virus (HUSO et al., 1988). As
proteinas internas sao a da matriz (MA), a do capsideo (CA) e a nucleo-proteina
(NP). O capsideo contém o genoma lentiviral com duas moléculas idénticas de
RNA com polaridade positiva e apresentam nas extremidades 3’ e 5" duas curtas
sequéncias repetidas (R) idénticas com mesma orientagdo e uma sequéncia em
cada extremidade, denominadas unica 5 (U5) e unica 3 (U3), que contém
elementos requeridos para integragdo e iniciagdo da transcrigdo reversa
(COBRINIK et al., 1991). Apos a transcricao reversa, o DNA proviral resultante
apresenta duas regides terminais nao-codificantes (terminal longo repetido ou
‘LTR”- long terminal repeat), responsaveis pelo tropismo celular e tecidual
(GABUZDA et al., 1989; SUTTON et al., 1997; AGNARSDOTTIR et al., 2000). A
informagéo genética contida entre estas duas regides extremas contém os genes
codificantes para as proteinas estruturais: gag (codifica as proteinas internas, néo
glicosiladas), env (codifica as proteinas do envelope) e enzimas virais (pol)
(PEPIN et al., 1998; CALLADO et al., 2001). O genoma lentiviral também contém

113

varias pequenas fases abertas de leitura (“open reading frames” ou ORFs) vif,
rev e tat que codificam proteinas regulatérias (CLEMENTS & PAYNE, 1994). O

gene vif € essencial para infectividade de SRLV (SEROUDE et al., 2001). Uma



proteina codificada por este gene protege o genoma viral de mutagao em niveis
elevados (KRISTBJORNSDOTTIR et al., 2004). Outra proteina codificada pelo
gene rev é essencial para a replicacdo eficiente da amostra CAEV Cork
(SCHOBORG et al., 1994).

1.2.2. Replicagao

O ciclo de replicagao dos lentivirus (Figura 1) consiste de passos definidos,
que requerem muitos elementos genéticos cis e frans (GUDMUNDSSON et al.,
2003). O primeiro evento do cilco de replicagéo viral € a adsor¢do. Para que haja
adsorcdo, faz-se necessario a presenca do receptor especifico para SRLV.
Entretanto, a natureza exata do receptor celular para os SRLV ainda nao esta
bem definida. In vitro, através da ligagdo do complexo anticorpo-virus ao receptor
Fc das imunoglobulinas, anticorpos neutralizantes faciltam a ligacédo e
penetragcao do virus visna em macréfagos (JOLLY et al., 1989). Foi reconhecida
como ligante do virus maedi-visna, uma proteina de 50 kDa presente na
superficie das células de membrana sinovial caprina e do plexo cordide ovino
(CRANE et al.,, 1991). Estudos tém revelado que para o CAEV pode ser um
antigeno MHC classe Il (DALZIEL et al., 1991) ou um componente ou complexo

membranario que interagem com SU do virus (HULLINGER et al., 1993).
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Figura 1: Ciclo de replicagao dos Retrovirus (adaptado de Coffin, 1996).

Apods a adsorgéo, o genoma lentiviral € liberado no citoplasma onde o RNA
€ dissociado das proteinas pela agao de enzimas lisossémicas e é transcrito em
DNA proviral pela agdo da transcriptase reversa (HAASE et al., 1974). O DNA
proviral se torna fita dupla e a enzima integrase viral, através de ligacdes
covalentes, ligam o genoma viral ao DNA cromossomal do hospedeiro. Em
seguida ocorre a transcricdo do DNA proviral e sintese do RNA viral. Os fatores
celulares de transcricdo sdo os produtos dos genes c-fos e c-jun expressos
durante ativagao celular. Estes fatores sdo capazes de se fixar nos sitios AP-1 do
LTR lentiviral e ativar a transcrigdo (SHIH et al., 1992). O RNA viral é exportado
com o auxilio de uma ou mais proteinas regulatérias virais. Estas também
participam da replicacdo dos RNAs gendémico e RNAm viral, que traduzira as
proteinas precursoras constituintes do virion (VIGNE et al., 1982). As etapas
finais do ciclo de replicagdo sdo a montagem, o processamento proteolitico dos
polipeptideos precursores e o brotamento das particulas virais (CLEMENTS &
PAYNE, 1994).



Os lentivirus replicam em células terminalmente diferenciadas e ativadas,
expressando IL-2 (NARAYAN et al., 1992). Nas células do sitema fagocitico-
mononuclear, a transcricdo do genoma ocorre quando os mondcitos maturam
para macréfagos (GENDELMAN et al., 1986). Este fendmeno é conhecido como
replicagao restrita e permite que o virus permanega indetectavel nos mondcitos
por tempo prolongado (ZINK et al., 1990). In vitro, em contraste com replicagdo

lenta que ocorre in vivo, o ciclo de replicacdo é completado em algumas horas.

1.2.3. Propriedades

Os SRLV compartilham algumas caracteristicas que promovem a
persisténcia da infeccao em seus hospedeiros. Inicialmente, o DNA proviral se
integra no genoma celular, apos a transcricdo reversa do RNA viral nas células
infectadas, permitindo que o virus escape dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e preserve o seu material genético. A segunda caracteristica que
permite a persisténcia da infeccado € o tropismo e replicacdo em células do
sistema imunoldgico, normalmente responsaveis pela eliminagdo das células
infectadas, sem causar lise celular (NARAYAN et al., 1983; JOLLY et al., 1997;
SINGH et al., 1999). Terceiro, a restricdo da replicagao viral, com pouca ou quase
nenhuma particula viral, permite que as células infectadas pelo virus escapem do
sistema imunologico (CHEBLOUNE et al., 1996; NARAYAN et al, 1997,
CALLADO et al., 1999). Além disso, esses virus acumulam alta taxa de mutacéo
durante o processo de replicagao resultante de falha na enzima transcriptase
reversa em corrigir sequéncia de nucleotideo (GAZIT et al., 1992; MANSKY,
1998), resultando em variantes antigénicos (KNOWLES et al., 1990; CHEEVERS
et al., 1993; LICHTENSTEIGER et al., 1993) e replicagdo destes variantes
antigénicos na presencga de anticorpos neutralizantes (McGUIRE et al., 1988;
CHEEVERS et al., 1991; SKRABAN et al., 1999). Esta variacdo ocorre
principalmente no gene env (BRAUN et al., 1987; KNOWLES et al., 1991;
LEROUX et al., 1997a; CASTRO et al., 1999a; SKRABAN et al., 1999; VALAS et
al., 2000) e ORFs.



1.2.4 Epidemiologia

Os SRLV apresentam distribuicdo cosmopolita, com prevaléncia mais
elevada nos paises com exploragao tecnificada da ovino-caprinocultura. A
infeccdo por SRLV acomete animais de ambos os sexos, varias ragas e idades.
Existem relatos de maior prevaléncia em algumas ragas ovinas e caprinas e em
animais do sexo masculino (CUTLIP et al., 1988; ROWE & EAST, 1997). Um fator
importante € o tempo de exposi¢cdo para soroconversido, pois se tém observado
que a frequéncia de soropositivos € maior em ovinos e caprinos mais velhos
(HOUWERS & van der MOLEN, 1987; ROWE et al., 1991; SARAIVA NETO et al.,
1995). No entanto, em rebanhos com alta taxa de infecgdo a soroprevaléncia
pode ser elevada entre os animais jovens (EAST et al., 1987)

O reservatério e a fonte de infeccdo dos SRLV sao os animais infectados.
A via digestiva € a principal via de transmissdo através da ingestdo de colostro e
leite contaminados (ADAMS et al., 1983; GUIGUEN et al., 1990; PERETZ et al.,
1993). Estudos revelaram que células epiteliais obtidas do leite sdo permissivas a
replicacdo de SRLV, sugerindo que estas células podem ser importantes para a
disseminagao da infeccdo (LERONDELLE et al., 1999; MSELLI-LAKHAL et al.,
1999). Para ovinos, a principal via de transmissdo €& a via respiratoria
(BERRIATUA et al., 2003; STRAUB, 2004). Contudo, a transmissao pode ocorrer
também pelas fezes, saliva, secreg¢des respiratéria e urogenital e, ainda, leite
contaminado dos copos das ordenhadeiras mecanicas (PERETZ et al., 1993).
Estudos recentes reportam a detecgdo de SRLV na terceira palpebra, sugerindo
sua possivel participagado na transmissao da infeccdo (CAPUCCHIO et al., 2003).
No que diz respeito a transmissao vertical tem sido isolado SRLV de cordeiros
obtidos por cesariana (CUTLIP et al., 1981), ja foi detectado DNA proviral em
leucécitos de cordeiros antes da ingestdo de colostro (BRODIE et al.,, 1994) e
soroconversao de cabritos separados da mae imediatamente apds o parto e que
receberam colostro e leite de vaca pasteurizados (EAST et al, 1993). Ja a
transmissao venérea, € possivel uma vez que foi detectado RNA viral no sémen
de: a) carneiros naturalmente infectados (CHASTANG et al, comunicacdo
pessoal); b) carneiros experimentalmente infectados por SRLV e Brucella ovis (de
la CONCHA- BERMEJILLO et al., 1996); c) caprinos experimentalmente



infectados (TRAVASSOS et al., 1998), d) caprinos naturalmente infectados, e e)
carneiros (TRAVASSOS et al., 1999). Outro achado que corrobora com a
possibilidade de transmissdo venérea é que in vitro CAEV replica eficientemente
em células da granulosa caprina, sugerindo que estas células possam servir de
reservatorio do virus durante a fase subclinica (LAMARA et al., 2001).

A transmissdo entre caprinos e ovinos e vice-versa foi demonstrada
experimentalmente (BANKS et al, 1983; OLIVER et al., 1985; DICKSON &
ELLIS, 1989). Estudos filogenéticos confirmaram a existéncia de transmissao
entre caprinos e ovinos (ZANONI et al., 1998; CASTRO et al., 1999a; SHAH et
al., 2004). A transmissao para outros bovideos também ja foi demonstrada
(GUIGUEN et al., 2000; MORIN et al., 2003). Entretanto, tem sido sugerido que
organismo do hospedeiro n&o-natural é capaz de eliminar a infec¢cdo pois a
inoculacdo experimental de bezerros resultou em infeccdo produtiva durante
quatro meses. Apos este periodo, houve uma cura espontanea da infecgao por
SRLV (MORIN et al., 2003).

1.3. Aspectos clinicos e anatomo-histopatolégicos

1.3.1. Patogénese

Apods a introdugdo de SRLV no organismo animal, o virus infecta células
do sistema fagocitico-mononuclear, produzindo infec¢ao persistente. A regulacao
da expressao viral durante a diferenciacdo dos mondcitos € passo essencial para
a patogénese pois as manifestagdes clinicas estdo localizadas nos tecidos que
expressdo SRLV (LAIRMORE et al., 1987). A resposta imunoldgica celular e
humoral sdo de intensidade variada e nao protege contra a infec¢ao (CHEEVERS
et al., 1993; BERTONI et al., 1994). Estudos sequenciais tém revelado que a
primeira resposta, detectada em torno da terceira semana apds a infecgéo, é
principalmente dirigida a proteina do capsideo; para as demais proteinas (nucleo-
proteina, matriz, transmembranaria e de superficie), sdo produzidos anticorpos
por volta da quinta semana (de la CONCHA-BERMEJILLO et al., 1995;
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ADEBAYO et al., 2002). Os anticorpos neutralizantes s&o produzidos
tardiamente, em quantidade insuficiente, e sdo de baixa afinidade, de forma que
nao conseguem interromper o ciclo de replicagdo viral (NARAYAN et al., 1984;
KENNEDY-STOSKOPF & NARAYAN, 1986; CHEEVERS et al., 1993; BERTONI
et al., 1994; BERTONI et al., 2000). Neste aspecto, CAEV difere de Maedi-visna
pois, este induz prontamente a produgéo de anticorpos neutralizantes (NARAYAN
et al., 1997). Ja os anticorpos passivos adquiridos pela ingestdo de colostro ou
leite infectados persistem em niveis detectaveis no soro de cabritos por pelo
menos seis meses (ADAMS et al., 1983; MacKENZIE et al., 1987; CUTLIP et al.,
1988). A destruicdo de células infectadas é realizada pelos linfocitos T CD4"
(REYBURN et al., 1992b) e T CD8" (LICHTENSTEIGER et al., 1993;
BLACKLAWS et al., 1994) que proliferam durante a infecgdo. Entretanto, estes
linfocitos ndo s&o capazes de destruir as células que ndo expressam o provirus
(células latentemente infectadas), havendo produgdo de anticorpos e citocinas
que participam do desenvolvimento das alteragbes imunopatolégicas que
ocorrem nos o6rgaos-alvo (DeMARTINI et al., 1993; LEGASTELOIS et al., 1996;
BERTONI et al. 2000). A presenga do virus desregula a expressao de citocinas
nos macréfagos (ADEYEMO et al., 1997; LECHNER et al., 1997). As alteracoes
imunopatologicas resultam da modificagdo da atividade ou produgédo de citocinas
como IL-1 e TNF pelos mondcitos (WERLING et al., 1994). Foram detectados
niveis elevados de IFN no liquido sinovial de caprinos naturalmente infectados
por SRLV (YILMA et al., 1988) e a expressao de TNFa em caprinos com artrite
causada por SRLV (LECHNER et al, 1996). O IFN é responsavel pelo
desenvolvimento da resposta linfoproliferativa por induzir a expressao de
antigenos (ZINK et al., 1987), acelerando a entrada de células nos locais de
injuria, e ao mesmo tempo, ampliando o numero de células para a replicagéo viral
(LAIRMORE et al.,, 1988a). O IFN-y, uma citocina secretada pelas células T e
Células NK em resposta a infecgao viral, estimula a ativacdo do LTR do CAEV,
podendo contribuir para a conversao da replicacdo na forma latente para niveis
elevados de replicagdo nos animais infectados (TONG-STARKSEN et al., 1996).
Outras alteragdes incluem: inversdo da razdo CD4'/CD8" no sangue
periférico e 6érgao-alvo (JOLLY et al., 1997); diminuicdo do numero de
plasmaécitos e diminuigdo dos niveis de IFN-2. Estudos in vitro indicam que ocorre

diminuicdo da atividade celular supressora induzida pela concanavalina (ELLIS &
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DeMARTINI, 1985; KENNEDY-STOSKOPF et al., 1989); alteragdo das
propriedades celulares quanto a aderéncia, fagocitose bacteriana, bem como na
expressado de moléculas que medeiam a aderéncia (fibronectina) e apresentacéo
de antigenos (MHC classes | e 1l) (MONLEON et al., 1997); e reducédo na
proporcdo de mondcitos no sangue periférico de animais infectados (JOLLY et
al., 1997). A frequéncia e a severidade das lesbes podem estar associadas a
fatores do genoma do hospedeiro (RUFF & LAZARY, 1988; DOLF & RUFF, 1994;
de la CONCHA-BERMEJILLO et al., 1995) e da amostra viral (CHEEVERS et al.,
1988; LAIRMORE et al., 1988b). Em adicédo, Infecgbes oportunistas podem
induzir a secrecao de fatores celulares que modulem a replicagao viral e a
manifestacdo da infecgdo como doenga clinicamente aparente (ELLIS et al.,
1994; LUJAN et al., 1994).

1.3.2. Formas de apresentagao

O periodo de incubacao, em geral, é determinado pelo grau de replicagao
do virus. A ocorréncia de infecgdo aguda esta associada com replicagdo rapida e
producdo de elevada quantidade de particulas virais. O mais comum é que a
doenca seja crénica, associada com replicagao lenta e de expressao restrita. A
maioria dos animais infectados com SRLV ndo desenvolve sintomas clinicos,
apesar da infeccédo ter ocorrido principalmente nos primeiros meses de vida,
através da ingestéo de colostro ou leite de cabras infectadas (HOUWERS & VAN
der MOLEN, 1987; ROWE et al, 1991; SARAIVA NETO et al., 1995;
ARSENAULT et al., 2003a e b). Portanto, a infeccdo caracteriza-se por alta
prevaléncia de animais soropositivos, aparentemente saudaveis.

O desenvolvimento de manifestacdo clinica se restringe a tecidos nos
quais os macroéfagos infectados expressam SRLV (LAIRMORE et al., 1987). Os
SRLV podem causar infecgao multissistémica, afetando mais severamente as
SNC, articulagdes, pulmdes e glandulas mamarias, resultando em quatro
condigdes clinicas, que ocorrem isoladas ou simultaneamente: encefalomielite,
artrite, pneumonia intersticial e mastite (KENNEDY-STOSKOPF et al., 1985;

PERETZ et al., 1993). A freqiiéncia e intensidade das lesdes causadas pela
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infecgdo por SRLV sao diferentes, porém as lesbes apresentam basicamente as
mesmas caracteristicas em caprinos e ovinos (NARAYAN & CORK, 1985).

A forma artritica € geralmente observada em animais adultos cujos
sintomas inclui a ocorréncia de higromas com varios graus de claudicagao, sendo
a articulagdo carpica a mais frequentemente envolvida (Figura 2).
Microscopicamente, as lesdes consistem de hipertrofia da vilosidade da
membrana com angiogénese e infiltracdo de células mononucleares e alteragdes
degenerativas com necrose da vilosidade da membrana com perda da
vascularizagao e infiltrados mononucleares (ADAMS et al., 1980b; WOODWARD
et al., 1982; NARAYAN et al., 1992; PEREIRA, 1995).

Figura 2: Cabra soropositiva apresentando artrite.

A encefalite, geralmente observada em cabritos de 2 a 4 meses, € a forma
menos comum de apresentacao da doenca e é evidenciada pela ataxia que pode
progredir para paraparesia ou tetraparesia ou paralisia, tremores, opistétono,
torcicolo com movimentos de pedalagem (CORK et al., 1974) (Figura 3). Os
animais permanecem afebris e apresentam apetite normal. As lesbes

microscopicas sa&o meningo-encefalomielite e desmielinizacdo (CORK &
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NARAYAN, 1980; NORMAN & SMITH, 1983; GONZALEZ et al., 1987; CUTLIP et
al., 1988).

A forma pulmonar é mais importante para ovinos, sendo a pneumonia
intersticial raramente observada em caprinos. Os sintomas sio tosse, dispnéia,
taquipnéia e som umido a auscultagdo. Durante as necrdpsias observa-se que os
pulmdes de animais infectados pesam duas a trés vezes mais que 0s normais e
apresentam aderéncias pleurais com focos cinzas na superficie pleural, que
correspondem as areas de linfoproliferagdo (NARAYAN & CORK, 1985; CUTLIP
et al., 1988; PERETZ et al., 1993; PREZIUSO et al., 2003), sendo a carga de
virus e a antigenemia correlacionadas com a intensidade da pneumonia (BRODIE
et al., 1992a). As lesbes tipicas obedecem a graus de desenvolvimento
diferenciados, iniciando-se por pneumonia intersticial que evolui para pneumonia
broncointersticial (PEREIRA, 1995), com caracteristica proliferagdo de células
linféides nos pulmdes e lifonodos (OLIVER et al., 1981; ELLIS & DeMARTINI,
1985).

Figura 3: Cabrito soropositivo apresentando quadro neurolégico.

A mastite fibrosa é observada no periodo do puerpério e € caracterizada
pelo endurecimento da glandula mamaria pelo depédsito de tecido conjuntivo
fiboroso e agalactia decorrente da expressdo viral dependente do estado

fisiolégico do ubere (Figura 4). Entretanto, tem sido reportado que a qualidade do
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leite ndo é alterada, mas a produgdo diminui (NORD & ADNOY, 1997).
Microscopicamente, as lesdes consistem em hiperplasia linféide folicular ao redor
dos ductos lactiferos, infiltracdo intersticial de células mononucleares e fibrose
(LERONDELLE et al., 1989).

Outras evidéncias da doenga clinicas incluem: emaciagéo, dispnéia e
desenvolvimento de infecgbes oportunistas (DeMARTINI et al., 1993; MORNEX
et al., 1994), emagrecimento progressivo e pélos ericados (CRAWFORD &
ADAMS, 1981). Em adicdo as lesdes descritas, outros achados patolégicos séo:
mineralizagao, principalmente da sindvia, arterite, pericardite, pleurite, depdsitos
amildides, nefrite intersticial ndo supurativa e marcada infiltragao linfocitica do
intestino, rins, pulmdes, glandulas tiredides (CRAWFORD et al., 1980; ZINK et al.,
1990) e utero (ALI, 1987).

Figura 4: Cabra soropositiva com mastite.

1.3.3 Lentivirose x Perfil lipidico

O perfil lipidico tem sido usado para predizer problemas periparto,

diagnostico de doengas metabdlicas e avaliar o estado nutricional dos animais.
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Para melhor conhecimento da fisiopatologia das lentiviroses tem sido proposto o
estudo sobre o metabolismo lipidico. No homem, o metabolismo lipidico tem sido
alvo de atencdo em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (MEYER et al., 1998; HADIGAN et al., 1999; YANOVSKI et al.,
1999), nesses pacientes tém sido observadas alteragcbes metabdlicas. Em
individuos infectados pelo virus HIV as lipoproteinas (responsaveis pelo
transporte dos lipideos na circulagdo) diferem em tamanho, densidade e
composi¢cado quimica (lipidica e protéica). O colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) foi positivamente correlacionado com albuminemia (NUNEZ &
CHRISTEFF, 1994). Em comparagao com individuos controle de mesma faixa
etaria, pacientes com imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e os portadores do virus
HIV, porém sem evidéncias clinicas de imunodeficiéncia, apresentam reducdes
nos niveis de colesterol total, colesterol das lipoproteinas de alta densidade
(HDL-C), colesterol das LDL (LDL-C), apolipoproteinas A-lI e B-100. A infecgao
desenvolvida por pacientes com AIDS é caracterizada por perda de peso e
hipertrigliceridemia, bem como aumento de acidos graxos livres (GRUNFELD et
al., 1992; FEINGOLD et al., 1993). Contudo, pacientes portadores do virus HIV,
porém sem evidéncias clinicas de AIDS, nao apresentam aumento nas
concentragbes plasmaticas de triglicerideos e acidos graxos livres; porém, em
individuos portadores de HIV apresentando diarréia e sintomas da mal-absorgao
(BENHAMOU et al.,, 1994), foi encontrada redugao significativa nos niveis de
colesterol e triglicerideos plasmaticos. As alteracbes bioquimicas reportadas
parecem estar associadas com o estagio clinico mais avangado da doenga. Em
trabalho com pacientes em varios estagios da doencga, foi demonstrado que a
alteracao no perfil dos acidos graxos plasmaticos consiste na redugao de acidos
graxos poliinsaturados de 18-C (linoleico e linolénico) e aumento de acido
araquidénico (20-C); os mais baixos niveis de acidos graxos poliinsaturados
foram encontrados no subgrupo de pacientes no estagio mais avancado da
doenga (AGOSTONI et al., 1998 ). Por outro lado, ndo se conhece as alteragdes
metabdlicas nos animais infectados por SRLV, principalmente no que diz respeito
ao metabolismo lipidico de animais infectados com ou sem o desenvolvimento

das alteragdes clinicas caracteristicas dessa infecgéo viral.

16



1.4. Diagnéstico

Os testes sorolégicos sao a forma mais pratica de diagndstico de SRLV,
sendo a imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) (CUTLIP et al., 1977; ADAMS &
GORHAM, 1986; SIMARD & BRISCOE, 1990; KNOWLES et al., 1994; ABREU et
al., 1998; CELER Jr et al., 1998; SIHVONEN et al., 2000) e o enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) (SCHROEDER et al.,, 1985; ARCHAMBAULT et
al., 1988; CELER Jr et al., 1998) os mais comumente utilizados. Os ensaios
imunoenzimaticos (EIE) tém sido desenvolvidos devido a maior sensibilidade e
possibilidade de quantificagdo e automacdo. Eles utilizam antigenos CAEV
(SCHROEDER et al., 1985; ARCHAMBAULT et al., 1988; HECKERT et al., 1992;
CASTRO et al., 1999b; HERMANN et al., 2003 a, b), Maedi-visna (HOUWERS et
al., 1982; VITU et al., 1982; HOUWERS & SHAAKE, 1987; ZANONI et al., 1989,
1994; CELER Jr et al., 1998; FEVEREIRO et al., 1999) ou purificados como, por
exemplo, proteina interna ou transmembranaria recombinante do CAEV
(RIMSTAD et al., 1994; ALFONSO CLAVIJO & THORSEN, 1995) ou Maedi-visna
(REYBURN et al., 1992a; KWANG & CUTLIP, 1992; ROSATI et al., 1994;
KWANG et al., 1995; KEEN et al., 1995 e 1996; POWER et al., 1995; BOSHOFF
et al., 1997). O uso de EIE para pesquisa de anticorpos no leite ou colostro
demonstrou ndo haver grandes vantagens quanto a sensibilidade e deteccao
mais precoce da infecgdo em relagao aos testes com soro (MOTHA & RALSTON,
1994).

A sensibilidade e a confiabilidade de um teste sorolégico n&do dependem
apenas do tipo de teste utilizado, mas também sao influenciadas pela
metodologia adotada para o preparo do antigeno, escolhas da amostra virais e
pelo conteudo dos componentes virais mais importantes. A baixa sensibilidade do
IDGA pode ser parcialmente explicada pelo mecanismo de interagcdo anticorpo-
epitopo. A precipitacdo em IDGA requer multiplas interacbes epitopo-anticorpo
enquanto o ELISA requer a ligagdo de apenas um epitopo pelo anticorpo para a
obtencdo de resultado positivo. As diferengcas na sensibilidade entre os dois
testes pode ser resultado da flutuagdo da resposta imune contra as proteinas gag
e env com a progressao da doenga (HOUWERS & NAUTA, 1989).
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Outros testes também utilizados sao: imunofluorescéncia (REISCHAK,
2000), Western blotting e imunoprecipitacdo (GOGOLEWSKI et al., 1985;
KNOWLES, 1997). Estes ultimos sdo recomendados para detecg¢ao qualitativa de
anticorpos contra as principais proteinas virais.

O diagnéstico da infecgao pelo isolamento e identificacdo do agente néo é
rotineiramente empregado por ser demorado, dispendioso e pode resultar em
falso negativo. As culturas primarias de células de membrana sinovial sdo as
mais usadas para o isolamento e caracterizagdo biolégica (CRAWFORD et al.,
1980; NARAYAN et al., 1980). Os SRLV sao capazes de infectar e replicar em
células terminalmente diferenciadas que nao estejam se dividindo (NARAYAN et
al., 1982). A restricdo a replicagdo viral que ocorre in vivo € superada in vitro,
permitindo que o virus associado a célula inicie sua producédo extracelular de
particulas virais. A formacao de efeito citopatico pode ocorrer em alguns dias,
semanas ou requerer meses apos o cultivo (CRAWFORD et al., 1980). O efeito
citopatico consiste na formagao de sincicio com morte celular (DAHLBERG et al.,
1981; KLEVJER-ANDERSON & CHEEVERS, 1981; GENDELMAN et al., 1997),
resultado da interagdo entre as glicoproteinas do envelope viral e a membrana
celular (BOLNDIN, 1989).

Uma alternativa para a detecgdo de SRLV nos estagios iniciais da infeccéo
ou identificagdo de animais com sorologia dubia ou ainda, devido a restricdo da
replicacéo € a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR tém sido utilizada
com iniciadores derivados das sequéncias dos genes gag ou pol, para deteccao
de DNA proviral ou RNA viral em leucécitos, células do leite, lavado bronquio-
alveolares, liquidos sinoviais e células obtidas por tripsinizacdo de monocamadas
ou explantes (REDDY et al., 1993; RIMSTAD et al., 1993; BARLOUGH et al.,
1994; LEROUX et al., 1995 e 1997b; CHEBLOUNE et al., 1996; RUSSO et al.,
1997; CASTRO et al., 1999c; ZHANG et al., 2000). Para aumentar a quantidade
de produto amplificado, tem-se usado a nested PCR (BARLOUGH et al., 1994;
LEROUX et al., 1995). Recentemente, foi testada a combinagédo da PCR com a
medida da transferéncia de energia por ressonancia flourescente que permitiu a
criacdo de ensaio ultra-sensivel, capaz de detectar menos que quantidades
zeptomolar de sequéncias de acido nucléico (GUDMUNDSSON et al., 2003).
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1.5. Estudo de amostras brasileiras de SRLV

No final da década de 90 foi relatado o isolamento e a caracterizagao
biolégica e molecular de varias amostras de SRLV de caprinos dos Estados de
Minas Gerais (amostras BrMg1-01, BrMg1-02, BrMg2-01, BrMg2-02 e BrMg2-03)
e Pernambuco (BrPe1-01), que revelou a existéncia de dois fendtipos em cultivo
celular e dois grupos filogenéticos principais (CASTRO et al., 1999a). Quando do
isolamento primario, as amostras BrMg1-01 e BrMg1-02 apresentaram
comportamento indicativo de persistente e as amostras BrMg2-01, BrMg2-02,
BrMg2-03 e BrPe1-01 de liticas (CASTRO et al., 1999c). O sequenciamento de
parte do genoma e a analise filogenética possibilitaram a classificagdo de trés
amostras (BrMg1-01, BrMg1-02 e BrMg2-03) como filogeneticamente mais
proxima da amostra caprina CAEV Cork; a amostra BrPe1-01 foi classificada
como filogeneticamente mais proxima da amostra ovina maedi-visna K1514
(CASTRO et al, 1999a). Anteriormente ja haviam sido isoladas em ovinos
amostras virais mais proxima de CAEV Cork (LEROUX et al., 1995; LEROUX et
al., 1997a).

A ocorréncia de transmissao viral entre caprinos e ovinos e vice-versa ja
havia sido anteriormente reportada em condi¢gdes experimentais (BANKS et al.,
1983; OLIVER et al., 1985; DICKSON & ELLIS, 1989). Contudo, a existéncia de
caprino infectado naturalmente com maedi-visna foi descrita pela primeira vez por
CASTRO et al. (1999a). Estudos envolvendo o sequénciamento dos clones
obtidos revelou que as amostras provenientes do rebanho do Estado de Minas
Gerais foram significativamente variaveis, enquanto a amostra pernambucana
BrPe1-01 foi a unica que nao apresentou variagdo nucleotidica, indicativo de
amostra mais estavel (CASTRO et al., 1999a).

A amostra BrPe1-01 foi isolada de caprino da raga Saanen com
desconforto respiratério, parcialmente debilitado e sem alteracbes articulares,
proveniente de um rebanho fechado, importado da Inglaterra na década de 80.
Ao exame pos-mortem foram observadas areas discretamente marmédreas na
regido dos lobos diafragmaticos dos pulmdes, que ao corte se aprofundavam pelo
parénquima. Ao exame microscopico observou-se discreta pneumonia intersticial,

caracterizada por infiltracdo linfocitica difusa (CASTRO et al, 1999c). A

19



caracterizacao preliminar da infecgao de células de membrana sinovial caprinas e
ovinas pelas amostras BrPe1-01 e BrMg2-03 indicou que houve restricdo da
replicacéo (CALLADO et al., 1999).

Tendo em vista a importancia econémica da ovino-caprinocultura para a
regido Nordeste do Brasil e o impacto das lentiviroses para a exploracdo desta
atividade (GUNN et al., 1998; ARSENAULT et al., 2003a), os estudos sobre
SRLV no Brasil, ainda escassos sao importantes e necessitam de maior atencao
por parte dos cientistas. Neste sentido, a maioria dos estudos realizados tem
relatado inquéritos soroldgicos em 15/27 Estados brasileiros (Tabela 2) e
isolamentos virais (HOTZEL et al., 1993; ABREU 1996; CASTRO et al., 1999c),
0s quais tém revelado prevaléncia da infecgdo em cerca de 30% nas criagdes
leiteiras especializadas. As perdas associadas a infec¢do por SRLV incluem
reducoes de: 38% na eficacia reprodutiva, de 5,6% no peso ao nascer, de 23, 7%
na taxa de crescimento, de 22,5% na producgao de leite e de 7,2% no periodo de
lactacdo (GREENWOOD, 1995; ARSENAULT et al., 2003a). Além disso, ocorrem
prejuizos financeiros decorrentes das perdas associadas a desvalorizagéo

comercial de criatérios positivos e custos com os programas de controle.
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Tabela 2. Distribuigdo da infecgdo por SRLV no Brasil

Estados Referéncia

Rio Grande do sul MOOJE et al., 1986; DAL PI1ZZOL et al., 1989;

Bahia FITERMAN, 1988; ASSIS & GOUVEIA, 1994;
ALMEIDA et al., 2001, EDELWEIS et al., 2001

Ceara PINHEIRO et al., 1994; ASSIS & GOUVEIA, 1994;
ALVES & PINHEIRO, 1997, MELO & FRANKE,
1997

Sao Paulo GARCIA et al., 1992; SIMIONI LEITE et al., 2003

Minas Gerais ASSIS & GOUVEIA, 1994; DEZAN, 1996; CASTRO
et al., 1999c

Rio de Janeiro ASSIS & GOUVEIA, 1994; CUNHA &
NASCIMENTO, 1995

Pernambuco CASTRO et al., 1994; SARAIVA NETO et al., 1995;

CASTRO et al., 1999c; CASTRO et al., 2000;
CALLADO et al., 2003; FALCAO et al., 2003,
OLIVEIRA et al., 2003

Maranhao ALVES & PINHEIRO, 1997

Para RAMOS et al., 1996

Piaui PINHEIRO et al., 1996

Parana SOTOMAIOR & MILCZEWSKI, 1997

Rio Grande do Norte SILVA et al., 2001 e 2003

Paraiba SOUZA & ALVES, 1999; CASTRO et al., 2000
Sergipe MELO et al., 2003

Goias SANTIN et al., 2002
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2. OBJETIVOS

1. Otimizar o processo de cultura celular através da re-utilizacao de
explantes de membrana sinovial dos carpos de fetos, possibilitando diversos
reinicios de células nas primeiras passagens oriundos de uma mesma fonte que

servira para replicagdo viral.

2. Avaliar a infeccdo de células de membrana sinovial pelas amostras
BrPe1-01 e BrMg2-03 de SRLV.

3. Investigar a soroprevaléncia de SRLV em caprinos leiteiros no Estado

de Pernambuco.

4. Estudar o perfil lipidico de cabras leiteiras infectadas por SRLV e que

nao apresentam sintomas clinicos.
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REAPROVEITAMENTO DE EXPLANTES DE MEMBRANA SINOVIAL
CAPRINA NA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DESTINADA A PESQUISA
DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES (SRLV).

CALLADO, AK.C.", CASTRO, R.S.3, NASCIMENTO, S.A.3, FALCAO, L.S.P.
C.A2 TINE, E.3, BENEVIDES, R* LIMA, V.L.M.2

' Laboratério de Apoio Animal do MARA — LAPA/RECIFE.. Recife, PE.

2Universidade Federal de Pernambuco — Departamento de Bioquimica. Recife-PE.

® Universidade Federal Rural de Pernambuco — Departamento de Medicina Veterinaria.
Recife-PE.

* Médica Veterinaria.

Resumo:

As culturas celulares sao rotineiramente utilizadas para a producdo de
proteinas para diagnostico ou para fins terapéuticos. O cultivo primario de células
da membrana sinovial € amplamente utilizado para isolamento, identificacao,
propagacao, titulacdo e deteccdo de anticorpos neutralizantes de lentivirus de
pequenos ruminantes. Entretanto, estas células apresentam limitada capacidade
de divisdo in vitro. Este trabalho descreve o reaproveitamento de explantes de
membrana sinovial caprina para obtencdo de sucessivas culturas primarias de
células de membrana sinovial na primeira passagem oriundas de explantes de
um unico animal. Os explantes puderam ser reaproveitados e utilizados por seis
vezes. Todas as seis culturas de células primarias obtidas mantiveram-se em
niveis satisfatdrios de produtividade e permissividade a replicacdo de amostras

de lentivirus de pequenos ruminantes por mais de 25 subcultivos.

Palavras-chave: CAEV, membrana sinovial, replicagao viral, cultura primaria.
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1. Introdugao

Os pequenos ruminantes podem ser infectados por um grupo de lentivirus,
genericamente denominados de Lentivirus de Pequenos Ruminantes (SRLV),
que compreende varios isolados distribuidos, basicamente, em dois grupos
filogenéticos, cujos prototipos sdo os virus Maedi-Visna (MVV) e Artrite-encefalite
Caprina (CAEV), que causam doengas degenerativas progressivas lentas,
ocasionando importantes perdas econdmicas (Castro et al. 1999).

Os SRLV infectam células do sistema fagocitico-mononuclear in vivo. Por
outro lado, in vitro o virus se reproduz em células da membrana sinovial
(Crawford et al., 1980; Dahlberg et al., 1981; Klevjer-Anderson & Cheevers, 1981;
Cheublone et al., 1996), macréfagos, plexo cordide, pulmédo, rim (Klevjer-
Anderson & Cheevers, 1981), cornea (Barban et al., 1984; Kirkland & Batty,
1987), células do musculo liso adértico (Leroux et al., 1995) e células epiteliais da
glandula mamaria (Mselli-Lakhal, 1999).

As culturas celulares sdo rotineiramente utilizadas na biotecnologia para,
dentre outras coisas, produgao de proteinas para diagnostico. O cultivo primario
de células da membrana sinovial € amplamente utilizado para isolamento,
identificacdo, propagacao, titulagdo e detecgdo de anticorpos neutralizantes de
SRLV (Crawford et al., 1980; Cheublone et al., 1996; Abreu et al., 1998; Callado
et al., 1999; Castro et al., 1999). Além disto, as culturas de células de membrana
sinovial tém sido amplamente utilizadas para ampliacdo de estoques virais com
potencial uso para a produg¢do de vacinas (Zhang et al., 2003). Entretanto, estas
células apresentam limitada capacidade de divisdo em cultura e apods
aproximadamente 25 passagens atingem estado de senescéncia celular ou de
nao-proliferacdo, sendo necessaria a obtengdo de novos fetos para reinicio das
culturas celulares. Ja foram desenvolvidas células fibroblasticas imortalizadas
permissiveis a replicagdo de SRLV (Teixeira et al., 1997), entretanto, estas
células ainda nao estio disponiveis para comercializagao.

Este trabalho teve como objetivo a otimizagdo do aproveitamento de
explantes de membrana sinovial de fetos caprinos para ampliagdo do numero de

culturas primarias.
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2. Material e métodos

As células de membrana sinovial (MS) foram obtidas de fetos caprinos
soronegativo para SRLV (Abreu et al., 1998; Callado et al., 1999). As culturas de
explantes foram estabelecidas como segue: articulagdes intercarpais de ambos
os membros foram assepticamente abertas e a membrana sinovial obtida com
minimo tecido periarticular, através de dissecacdo cuidadosa. As membranas
foram umedecidas com Meio Essencial Minimo [MEM-Eagle com penicilina,
estreptomicina e anfotericina B], acrescido de 20% de soro fetal bovino (SFB),

seccionadas em fragmentos de 0,5 a 1,0 mm de didmetro e colocados em
garrafas de cultivo de 25 cm2, incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de COa2.

Apds aproximadamente 30 minutos, foi adicionado 2,0 mL de MEM, suficientes
para cobrir os explantes. Passados cinco dias, quando foram evidenciados
adesao e crescimento celular, os fragmentos foram removidos e transferidos para
outra garrafa. A remocgéo dos fragmentos e a transferéncia dos explantes foram
sucessivamente realizadas. As células foram rotineiramente subcultivadas apos
tripsinizagdes (associacao tripsina a 0,2% e acido etileno diamino tetracético a
0,02% em PBS), com intervalo de sete dias, na propor¢ao de 1:3 e mantidas em
MEM acrescido de 10% de SFB.

A sensibilidade das células da membrana sinovial a infec¢ao por lentivirus
foi estabelecida utilizando duas amostras de SRLV: CAEV Cork (Cork et al.,
1974) e Maedi-Visna K1514 (Sigurdsson et al., 1960). As monocamadas de MS
Caprina subconfluentes foram inicialmente infectadas com 1ml (por garrafa de 75

cm?) da suspensao original, estocada em N2 liquido, diluida 1:5. Apds 1 hora a

37 °C o inoculo foi removido e substituido por 25 mL de MEM contendo 2% de
SFB. As células foram avaliadas diariamente para observacdo do aparecimento
de sincicio durante 30 dias, apds o qual as garrafas foram coradas para avaliagéo
qualitativa, com base no efeito citopatico, da replicacao viral. Os sobrenadantes
das culturas infectadas foram colhidos com intervalo de 7 dias.

Para a produgéo de antigeno para o teste de imunodifusdo em gel de Agar
(IDGA) apos o descongelamento foi feito um pool de sobrenadante das

monocamadas infectadas com a mesma amostra. O sobrenadante foi
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centrifugado a 3.300 x g durante 30 minutos, removido e dialisado em membrana
de dialise de 33 X 21 mm (INLAB-Ind. Bras.) contra PEG 8.000 (10%) em PBS, a
4 °C, durante 48 a 72 h, até concentra-lo cerca de 50 vezes, quando foi colhido
e estocadoa 4 °C .

Para o teste de IDGA, o gel de agar foi dissolvido e adicionado 16 mL em
placas de Petri de plastico, com 90 mm de diametro. Apds a solidificagdo, o gel
foi perfurado com um molde em forma de roseta, de maneira a formar sete pocos
de oito mm de didmetro e trés mm de distancia entre as bordas, sendo um central
onde foi colocado soro padrao positivo, e seis periféricos onde foram colocados
os antigenos teste e de referéncia alternadamente. A leitura foi realizada com 72
horas. Considerou-se como reacao positiva aquela que formou uma linha de
precipitacdo entre o pogo do antigeno e o do soro teste e negativos a auséncia

dessa linha.

3. Resultados e discussao

A obtencdo de monocamadas de células a partir do aproveitamento dos

explantes de MS dos carpos de 4 fetos caprinos forneceu 8 garrafas para inicio

de cultura celular primaria de 25 cm’ de area de cultivo por feto. A metodologia
convencionalmente utilizada (Crawford et al., 1980; Dahlberg et al., 1981; Klevjer-
Anderson & Cheevers, 1981; Abreu, 1998; Castro et al., 1999; Callado et al.,

1999) permite a obtencédo de apenas 2 garrafas de cultura celular de 25 cm’ de
area de cultivo por cada um dos dois carpos do feto, pois apds o
estabelecimento da nova monocamada os fragmentos dos explantes eram
removidos e descartados. O melhor rendimento da metodologia com o
aproveitamento dos explantes é de significativa importancia considerando-se as
dificuldades na obtengdo de fetos no matadouro, no processamento, na
manutengdo e no congelamento de células primarias além dos riscos da
introducdo de agentes infecciosos na manipulagdo de material proveniente de

matadouro.
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Um fator limitante para o melhor rendimento da producao celular através
do aproveitamento dos explantes foi o tamanho dos fragmentos. Os fragmentos
menores foram perdidos durante a remogéao e transferéncias sucessivas.

O cultivo in vitro de células animais no estagio embrionario ou adulto
oriundas de um amplo espectro de tecidos pode ser realizado por um periodo de
tempo variavel (Burleson et al., 1992). O cultivo de células aderentes é formado
pela fixacdo das células a superficie de contato, estabelecendo uma camada
continua que cobre toda a superficie de cultivo, em geral, com a espessura de
uma célula, denominada monocamada. O cultivo pode afetar as caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas devido as condigdes usadas para estabelecer e
manter as culturas. Portanto, as células estabelecidas resultam da populacdo de
células que se adaptaram melhor as condi¢des de cultivo.

Quanto ao numero de passagens, sabe-se que células em alta passagem
podem reduzir a eficiéncia na replicagdo viral. O desejavel é a utilizagdo das
células em baixa passagem (4 a 8 passagens) para a produgdo de particulas
virais. Os explantes foram removidos e transferidos para outra garrafa por seis
vezes, obtendo-se, desta forma, células primarias em diferentes passagens no
mesmo intervalo de tempo, possibilitando a sua utilizagdo para replicagdo viral
ainda nas primeiras passagens, mesmo apods cerca de 50 dias pds-coleta dos
fetos no matadouro.

As células obtidas otimizacdo do aproveitamento dos explantes foram
rotineiramente subcultivadas por mais de 25 vezes apoOs tripsinizagdes e
mantiveram-se em niveis satisfatérios de vitalidade e produtividade. Resultados
similares de vitalidade e produtividade celular foram descritos por Abreu et al
(1998) e Callado et al. (1999). O restabelecimento de nova monocamada a cada
5 dias foi obtido com suspensdo de células de 5 x 10° células/mL.. As células
foram permissivas a replicagdo de SRLV em todas as 25 passagens. A avaliagéo
da replicacao viral baseada na pesquisa de efeito citopatico revelou a presenca
de sincicios com mais de trinta nucleos, como previamente descrito (Abreu et al.,
1998; Callado et al., 1999; Castro et al., 1999) (Figura 1). O sobrenadante destas
culturas foi coletado até que as monocamadas fossem destruidas, com
rendimento de 4 coletas no intervalo de 7 dias. As culturas infectas se
mantiveram por trinta dias, aproximadamente, como previamente descrito (Abreu,

1998). O sobrenadante produzido foi utilizado para a producdo de antigenos
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virais para o teste de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) e ensaios
imunoenzimaticos. Os antigenos produzidos foram eficientes no reconhecimento

de soros padrdes forte e fracamente positivos.

Figura 1 — Monocamadas de membrana sinovial caprina coradas pelo
corante de Giemsa (100 x): A — Monocamada nao infectada. B — Monocamada

infectada.
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Resumo

Foi relatado o isolamento e a caracterizagado bioldgica e molecular de
amostras brasileiras de SRLV de caprinos dos Estados de Minas Gerais (BrMg2-
03) e Pernambuco (BrPE1-01) com o mesmo fendtipo em cultivo celular e grupos
filogenético diferentes. Para aprofundar o conhecimento destas diferengas foi
feito estudo para caracterizacdo da infecgdo de células de membrana sinovial
(MS) caprina e ovina pelas amostras BrPe1-01 e BrMg2-03, de forma
comparativa com as amostras CAEV Cork e Maedi-Visna K1514. N&o se obteve
efeito citopatico compativel com os inicialmente descritos nas varias tentativas de
replicacao, utilizando-se suspensao originalmente diluida, sem diluicdo posterior,
com passagem intervalada de sete dias ou mesmo apds 60 dias em cultivo com
células homodlogas ou heterdlogas. As amostras BrPe1-01 e BrMg2-03
produziram efeito citopatico tipico, porém pouco intenso. Nao foram detectados
antigenos através do teste de IDGA. Entretanto, no teste de ELISA revelou a
presenca de antigenos. Estes resultados sugerem que pode ter havido restrigao

na replicacao viral no sistema celular utilizado.

Palavras-chave: lentivirus de pequenos ruminantes, cultivo, replicacao restrita.
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1. Introdugao

Os SRLV pertencentes a familia Retroviridae, causam doenga progressiva
multissistémica, afetando principalmente pulmdes, articulacdes, ubere e sistema
nervoso central de caprinos e ovinos (Narayan et al., 1997). Uma propriedade
comum dos SRLV é a persisténcia no animal mesmo na presenca de resposta
imunoldgica, devido a restricdo da replicagao viral. In vivo, a infecgdo por SRLV
esta restrita a células do sistema fagocitico mononuclear (Gendelman et al.,
1986). Células dendriticas também sao infectadas e sao responsaveis pelo
transporte do virus até os linfonodos, onde estas sao responsaveis pela infeccao
de macrofagos, na presenga de linfocitos T (Eriksson et al., 1999). A restri¢cao in
vivo geralmente € superada in vitro pela explantacado de tecidos dos érgaos-alvo
de animais infectados, que permite o inicio da replicagao viral, liberacdo de
particulas para o meio extracelular e inducdo de efeito citopatico nas células
infectadas (Crawford et al., 1980). Entretanto, restricdo a replicagdo lentiviral
também pode ser observada em culturas celulares (Klevjer-Anderson and
Cheevers, 1981; Barban et al., 1984).

A presenca de SRLV tem sido registrada em diferentes paises (OIE/FAO,
1996) inclusive no Brasil, onde existem estudos relatando seu isolamento e
identificacdo (Hotzel et al, 1993; Moojen et al., 1995; Abreu, 1998; Milczewski et
al., 1997; Castro et al., 1999c), bem como estudos filogenéticos, que
demonstraram a existéncia de trés amostras caprina (BrMg1-01, BrMg1-02 e
BrMg2-03), filogeneticamente mais proximas de CAEV Cork e uma amostra
(BrPe1-01) mais proxima de Maedi-Visna K1514 (Castro et al., 1999a).

2. Material e métodos

2.1. Cultura celular

As células de membrana sinovial (MS) foram obtidas de fetos caprino e
ovino soronegativos para SRLV (Abreu et al., 1998). As culturas de explantes
foram estabelecidas como segue: articulagbes intercarpais de ambos os
membros foram assepticamente abertas e a membrana sinovial obtida com

minimo tecido periarticular, através de dissecacdo cuidadosa. As membranas
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foram umedecidas com Meio Essencial Minimo [MEM-Eagle com penicilina,
estreptomicina e anfotericina B], acrescido de 20% de soro fetal bovino (SFB),
seccionadas em fragmentos de 0,5 a 1,0 mm de didmetro e colocados em
garrafas de cultivo de 25 cm?, incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de COs..
Apods aproximadamente 30 minutos, foi adicionado 2 mL de MEM, suficientes
para cobrir os explantes. Passados sete dias, quando foram evidenciados adesao
e crescimento celular, os fragmentos foram removidos e transferidos para outra
garrafa, com produgéo final de trés garrafas de 25 cm?. Apds 14 dias de cultivo,
as células foram rotineiramente subcultivadas apoés tripsinizagbes (solugao
tripsina a 0,2% e acido etileno diamino tetracético a 0,05%), com intervalo de sete
dias, na proporcao de 1:3 e mantidas em MEM acrescido de 10% de SFB. Estas
células foram usadas até 15 subculturas. A concentracao celular foi determinada,

em hemocitometro, pela contagem das células.

2.2. Infecgéo das células por virus

A sensibilidade das células da membrana sinovial a infeccédo por lentivirus
foi estabelecida utilizando 4 amostras de SRLV: a) CAEV Cork: obtida a partir de
cultura de explante de timo de caprino que tinha sido inoculado a 6 semanas com
suspensao cerebral proveniente de caprino afetado naturalmente (Cork et al.,
1974).; b) Maedi-Visna K1514: originalmente obtida de ovino com Visna induzida
experimentalmente na Islandia (Sigurdsson et al., 1960); c) BrPe1-01: isolada a
partir de explante de MS de caprino com desconforto respiratério proveniente do
Estado de Pernambuco (Castro et al., 1999a); e d) BrMg2-03: isolada a partir de
explante de MS de caprino com artrite proveniente do Estado de Minas Gerais
(Castro et al., 1999a).

Para a ampliacdo do estoque viral, as monocamadas de MS
subconfluentes, caprina e ovina, foram inicialmente infectadas com 1 mL (por
garrafa de 25 cm?) da suspensdo viral original, estocada em N, liquido, diluida
1:5. Apos 1 hora a 37 °C, o inoculo foi removido e substituido por 5 mL de MEM
contendo 2% de SFB. Foram colhidos sobrenadantes com intervalos de sete
dias, durante 30 dias, apés o qual as garrafas foram coradas para avaliagcéao

qualitativa, com base no efeito citopatico, da replicagao viral. O sobrenadante
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colhido de cada amostra viral foi utilizado para inocular monocamadas
subconfluentes (0,2 ml por garrafa de 25 cm?) que foram cultivadas por 60 dias
e/ou armazenado a -20 °C para posterior produgéo de antigeno.

Em outro experimento, a suspensao viral original foi usada diretamente no
meio de cultura, sem diluir, fazendo-se passagens com intervalo de sete dias das
monocamadas inoculadas. Durante as passagens, as células infectadas eram
mantidas em MEM suplementado com 10% de SFB, por 24 horas, seguido por

manutencdo em MEM suplementado com 2% de SFB.
2.3. Titulagao viral em monocamadas

As microplacas de 96 pogos foi adicionado um volume inicial de 50 uL de
MEM, acrescido de 50 uL da diluigdo seriada (ao décimo de 107" a 107) do
sobrenadante das culturas e 100 pl da suspensdo de células (2 x 10%ml). Aos
quatorze dias de incubacgao, o efeito citopatico da replicagao viral foi pesquisado
e as monocamadas coradas com corante Giemsa. Os pocgos foram classificados
como positivos (presenga de pelo menos um sincicio contendo quatro nucleos)
ou como negativos. Os titulos virais foram expressos como 50% da dose
infectante para cultivo de tecido (TCIDs50/0,05 ml), calculados de acordo com o
método de Reed and Muench (1938).

2.4. Imunodifusao em gel de Agar

Apos descongelamento, o sobrenadante das amostras CAEV Cork, BrPe1-
01 e BrMg2-03, foi colocado em membrana de didlise de 33 X 21 mm (INLAB-Ind.
Bras.) e dialisado contra PBS 0,5 M, pH 7,4 contendo PEG 8.000 a 10%, a 4 °C,
durante 48 a 72 h, até concentra-lo cerca de 100 vezes, quando foi removido e
estocado a 4 °C, como previamente descrito (Abreu et al., 1998, Castro et
al.,1999b). O teste foi processado em placas de Petri de 90 mm de diametro,
contendo 16 mL do gel de agar preparado com 1,2 % de agar noble (Difco), 2 g
de NaOH, 9 g de H3BO3; e 1 L H,0. O gel foi perfurado com um molde em forma
de roseta, de maneira a formar sete pocos de 8 mm de didmetro e 3 mm de

distancia entre as bordas, sendo um central, onde foi colocado soro padréo
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positivo para Maedi-Visna (Institut Pourquier - Montpellier, Franga) e outros seis
distribuidos ao redor deste, onde foram alternados antigeno Maedi-Visna (Institut
Pourquier - Montpellier, Franga) e concentrados dos sobrenadantes de células

infectadas com as amostras CAEV Cork, BrPe1-01 e BrMg2-03, respectivamente.

2.5 EIE

Os testes foram realizados utilizando-se 100ul de cada componente da
reacao (Castro et al., 1999b). A diluigdo do antigeno captura foi feita em tampéo
carbonato/bicarbonato (0,05 M; pH 9,6). Os soros e conjugados foram diluidos
em PBS (com 0,5% de tween 20, e 1% de ovoalbumina Gll). Como substrato da
peroxidase foi utilizado H,O; (30% em diluigdo final 1:1.150) em tampao citrato-
fosfato (0,1 M; pH 5,0). As placas foram lavadas cinco vezes entre cada etapa da
reacao com salina 0,85% adicionada de 0,5% de tween 20.

Apds o descongelamento das placas foi realizada a distribuicado dos soros
padroes na proporcado de 1/50. Apds uma hora de incubacéo a 37 °C, em estufa
com agitador de placas (Titer Plate Shaker, Lab-Line instruments,USA),
procedeu-se a distribuicdo do conjugado (Sigma, USA) anti-ovino, marcado com
peroxidase (ELISA-I). Depois da incubagdo por uma hora foi feita a distribuigédo
de: a) estreptavidina conjugada com peroxidase (Sigma, USA) (LAB-ELISA); b)
substrato (10 ul de H2O, e 10 mg de OPD; Sigma, USA), incubagéo por 15
minutos em camara escura, bloqueio da reagado por adicdo de H,SO,4 (3N) e
leitura da intensidade de reagao em espectrofotometro (MS LABSYSTEM, USA)
com filtro 492 nm de comprimento de onda (Castro et al., 1999b).

3. Resultados

As células de cultura primaria MS mantiveram-se em niveis satisfatérios de
vitalidade, produtividade e permissividade a replicacdao das amostras padrao de
SRLV por mais de 14 subcultivos, como previamente observado por Abreu et al.
(1998) e Callado et al. (1999). Apesar disto, a utilizagao das células limitou-se as
primeiras passagens (a partir da quarta), considerando-se que células em alta

passagem poderiam reduzir eficiéncia na replicagdo viral.
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As amostras brasileiras, BrPe1-01 e BrMg2-03, identificadas por
imunofluorescéncia, PCR, inclusive com clonagem e sequenciamento de parte do
genoma, replicaram bem nas células autélogas (préprio animal), com formacéo
de sincicios na primeira semana de cultivo, sendo preliminarmente caracterizadas
como liticas (Castro et al., 1999a,c). Quando inoculadas em células de MS
homologa (caprina) ou heterdloga (ovina), produziu efeito citopatico, com
vacuolizagéo e formagao de sincicios (Figura 1), porém com baixo titulo viral no
meio de cultura (Figura 2) nas varias tentativas de aumentar o titulo, avaliado
com base no efeito citopatico, utilizando-se suspensao original diluida (1:5) ou
nao, mesmo apdés 60 dias em cultivo ou 30 dias com 3 subcultivos em
intervalados de sete dias apresentaram resultados similares aos demonstrados
na figura 2. A avaliagdo do efeito citopatico revelou a presenga de sincicios,
geralmente de poucos nucleos, em pequena quantidade e de dificil visualizagao
nas camadas nao coradas, da mesma maneira que observado por Coakley et al.
(1981), Abreu (1998) e Callado et al. (1999). Entretanto, qualitativamente, a
amostra BrMg2-03 apresentou melhor replicagdo que a BrPe1-01, com formacéao
de raros sincicios, porém alguns com mais de 20 nucleos, porém a amostra
BrPe1-01 induziu o aparecimento de sincicio com no maximo 10 nucleos. Por
outro lado, as amostras CAEV Cork e Maedi-Visna K1514, utilizadas como
padrées, replicaram bem com formagdo de sincicios grandes de
aproximadamente 40 nucleos e degeneragao celular, resultando na produgao de

titulos médios de  10*° e 10°>*TCIDso, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: Efeito citopatico de SRLV em células de membrana sinovial ovina
coradas pelo corante de Giemsa (100x). A. Monocamanada nao infectada. B.
Inicio da formacao de sincicio pela amostra BrPe1-01. C. Sincicio causado pela
amostra BrMg2-03. D. Sincicio causado pela amostra CAEV Cork. E. Sincicio

causado pela amostra Maedi-Visna K1514.

A analise qualitativa do efeito citopatico demonstrou que as amostras virais
BrPe1-01 e BrMg2-03 replicaram melhor nas células heterdlogas. Para confirmar
esta observacao, fez-se titulagdo da mesma aliquota da suspensao das amostras
CAEV Cork e Maedi-Visna K1514 (colhida apés terceira tripsinizagdo) nas células
de MS ovina e caprina. A amostra CAEV Cork produziu titulo de 10*° e 10°?,
em MSC e MSO e Maedi-Visna K1514 produziu titulo de 10°°® e 10°° |

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2: Titulo das amostras virais no sobrenadante obtido apds passagens em

células de membrana sinovial.

No que diz respeito a técnica de multiplicacao viral, observou-se que todas
as amostras apresentaram melhor resposta quando as monocamadas foram
tripsinizadas. A tripsina € uma protease que catalisa a hidrélise de ligagdes
peptidicas que envolvem a carboxila de aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano) e seu uso em cultura celular para digerir a substancia
intercelular processo de tripsinizagéo foi realizado com a finalidade de digerir a
substancia intercelular desprendendo as células, é possivel que o processo de
tripsinizagao tenha contribuido para melhor exposi¢cao dos receptores celulares
para o virus, aumentando a probabilidade de adsorgao e replicagao viral. Além
disso, a intensa atividade de replicagdo celular apds passagem, pode ter
contribuido para este resultado.

A utilizacao da IDGA para pesquisa de antigenos virais nos sobrenadantes
das culturas de BrPe1-01 e BrMg2-03 em células de MSO revelou a presenga de
linha de precipitagcdo no sobrenadante concentrado da amostra CAEV Cork com
soro padrao positivo (Institut Pourquier - Montpellier, Franga). Os sobrenadantes
concentrados das amostras BrPe1-01 e BrMg2-03 nao formaram linhas de
precipitacdo com soro padrao (Figura 3). Estes resultados indicam que houve
restricdo da replicagdo com consequente baixa produgcdo de antigenos e

particulas virais, que ndo foram detectados pela IDGA, pois € um teste pouco
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sensivel e, como tal, incapaz de detectar pequenas quantidades de antigenos.

Resultados similares haviam sido previamente obtidos por Callado et al. (1999).

Figura 3: Teste de IDGA para deteccdo de antigenos no sobrenadante
concentrado das culturas das amostras virais CAEV Cork, BrPe1-01 e BrMg2-03.
Poco central: soro padrédo positivo para Maedi-Visna. Pogos 1, 3 e 5: antigeno
padrdo Maedi-Visna. Poco 2: antigeno BrPe1-01. Pogo 4: antigeno BrMg2-03.
Pocos 6: antigeno CAEV Cork.

Antigenos virais nos sobrenadantes das culturas de BrPe1-01 e BrMg2-03
foram detectados pelo teste de ELISA (Figuras 4 e 5). As amostras BrMg2-03 e
BrPe1-O1cultivadas em MSC, com discreto ECP, apresentaram titulos

considerados como elevados.
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Figura 4 - Titulagcdo em bloco do antigeno BrMg2-03 produzido em membrana

sinovial caprina e do conjugado anti-ovino-peroxidase no teste de ELISA-i.
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Figura 5 - Titulagdo em bloco do antigeno BrPe1-01 produzido em membrana

sinovial caprina e do conjugado anti-ovino-peroxidase no teste de ELISA-i.
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4. Discussao

Este estudo descreve, com base no efeito citopatico, o comportamento das
amostras brasileiras de SRLV BrPe1-01 e BrMg2-03 em culturas de células de
MS obtidas de 9 caprinos e 3 ovinos, principal célula-alvo para replicagéo in vitro
desses virus (Crawford et al., 1980), enquanto in vivo, as células do sistema
fagocitico mononuclear constituem o principal alvo, com expressdo viral e
manifestagao clinica da doenga (Gendelman et al., 1986). A replicagao dos SRLV
esta associada com o efeito citopatico caracteristico que precede a morte celular.
O efeito €& caracterizado por sincicio gerado através da fus&o de células
infectadas com células vizinhas susceptiveis, devido a interacdo das
glicoproteinas do envelope viral com receptores celulares (Moore et al., 1993).
Apesar da progressdao da apoptose celular estar correlacionada com o
desenvolvimento de sincicio, a formacgao de sincicio ndo é um pré-requisito para
a indugdo de apoptose pelo virus (Gendelman et al., 1997). Entretanto, em
alguns sistemas CAEV Cork pode replicar na auséncia de efeito citopatico
(Mselli-Lkhal et al., 1999).

Os resultados obtidos sugerem que as amostras brasileiras BrPe1-01 e
BrMg2-03 apresentam baixa infectividade para as culturas primarias de células
de membrana sinovial in vitro, caracterizado pela redugcdo na eficiéncia da
replicacdo viral em culturas de células caprinas e ovinas. Amostras de SRLV
apresentam variacdo na sua habilidade de replicar em culturas de células
(Narayan et al., 1980; Chebloune et al., 1996; Callado et al., 1999; Singh et al.,
1999). A falta de infeccdo de células de membrana sinovial caprina pela
suspensao viral de amostras ovinas de SRLV pode ser superada por macréfagos
infectados, apos contato célula-célula (Singh et al., 1999). A inabilidade de
algumas amostras em completar seu ciclo de replicacdo em culturas celulares
ndo € exclusiva dos SRLV. Este fendmeno tem sido demonstrado em culturas
infectadas com outros lentivirus como o HIV (Huang et al, 1993;
Schmidtmayerova et al., 1992) e o SIV (Stephens et al., 1995).

A forma clinica de apresentacao da infecgao por SRLV mais comum é a
artrite. As células derivadas da membrana sinovial de caprinos e ovinos, um tipo

celular fibro-epitelial, por sua permissividade tem sido utilizada como possivel
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modelo in vitro para o estudo da replicagao restrita do virus que ocorre in vivo.
Chebloune et al. (1996), utilizado este sistema, observaram que o ciclo de
replicacao viral foi terminado antes da montagem da particula viral, indicando que
0 genoma lentiviral permanece intacto nas culturas de células com infec¢gao nao
produtiva, n&o citopatica, pois o genoma viral pode ser recuperado por co-cultivo
com células permissivas. A interrup¢ao do ciclo de replicagao ocorreu devido as
falhas na protedlise da glicoproteina codificada pelo gene env e redugdo na
sintese da proteina gag. Mecanismo similar pode ocorrer in vivo nas infec¢des
nao produtivas persistentes onde as células precursoras infectadas podem nao
apresentar enzimas necessarias para clivagem funcional das glicoproteinas
virais. Estas enzimas podem se tornar funcionais apenas quando os precursores
infectados se tornarem maduros e/ou ativados (Narayan et al., 1983; Gendelman
et al., 1985 e 1986). Desta forma, o estrito tropismo in vivo provavelmente ocorre
devido a um efetivo controle da replicagao viral pds-penetragdo. Os fatores
celulares para transcri¢cao, os produtos dos genes c-fos e c-jun expressos durante
ativagdo, sdo capazes de se fixar nos sitios AP-1 do LTR lentiviral e ativar a
transcricdo (Shih et al., 1992). Os SRLV replicam em células terminalmente
diferenciadas ou ativadas, entretanto, ndo dependem de divisao celular (Narayan
and Clements, 1989).

Os melhores resultados obtidos em células de membrana sinovial ovina
podem ser explicado considerando-se que, em condi¢cdes experimentais, SRLV
isolado de caprino pode infectar ovinos e vice-versa (Banks et al., 1983; Oliver et
al., 1985; Dickson & Ellis, 1989); além disso, estudos filogenéticos de
sequenciamento de amostras de campo tém demonstrado amostra isolada em
ovino mais proxima de CAEV Cork (Leroux et al., 1995; Leroux et al., 1997) e
uma amostra caprina mais proxima de K1514 (Castro et al., 1999a), sugerindo
que variantes apresentam baixa ou nenhuma especificidade (Leroux et al., 1997,
Castro et al., 1999a). Além disso, apesar dos lentivirus serem considerados
hospedeiro-especificos, eles podem invadir novo hospedeiro de diferente espécie
(Guiguen et al., 2000; Morin et al., 2003).

A eficiéncia da replicacdo do virus pode ser influenciada por varios fatores
inerentes ao proprio virus, a célula ou ao sistema virus-célula. Uma caracteristica
importante dos lentivirus é a capacidade de variagao genética, que pode resultar

no aparecimento de variantes com propriedades biologicas diferentes, as quais
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podem ser patogénicas tanto in vivo quanto in vitro, influenciando na persisténcia,
tropismo, replicabilidade, citopatogenicidade, resposta imunoldgica, curso clinico
da doenga (Quérat et al., 1984; Cheevers et al., 1988; Lairmore et al., 1988;
Blondin et al., 1989) e mudancgas no uso de receptor (Karlsson et al., 2003). A
falha do sistema imunolégico na eliminagao de todas as células infectadas, aliada
a restricdo da replicacdo (Narayan and Clements, 1989), também facilita a
formagdo de variantes antigénicos, favorecendo o aparecimento de variantes
mais evoluidas e adaptadas ao hospedeiro (Castro et al., 1999a). Tem sido
sugerido que o comportamento in vitro, litico e néo-litico, nao esta relacionado ao
uso de receptores diferentes, podendo ocorrer devido a uma melhor expressao
na superficie e/ou incorporagdo no virion de glicoproteinas do envelope nas
amostras liticas. Também pode estar relacionando com a eficiéncia com que
diferentes envelopes se ligam a seus receptores ou iniciam a fusdo na membrana
celular.

A permissividade das células a infeccdo viral esta condicionada a presenca
do receptor especifico, responsavel pela adsorgao, e a disponibilidade de fatores
celulares para transcricdo. A identificacdo do receptor especifico dos SRLV ainda
€ incerta (Jolly et al., 1989; Crane et al., 1991; Dalziel et al., 1991; Hullinger et al.,
1993). Os receptores CD4 e CXCR4 nao sao os principais receptores para SRLV
embora sua presenca aumente a formagao de sincicio (Hovden & Sommerfelt,
2002). As amostras de SRLV CAEV Cork e maedi-visna K1514 diferem quanto ao
tropismo in vitro (Lyall et al., 2000). Receptores para a amostra maedi-visna
K1514 estdo presentes em linhagens de células do homem, macaco, rato,
galinha, hamster (Lyall et al., 2000) sugerindo que o tropismo por espécie restrito
nao € devido a uma distribuicdo limitada de receptores. Receptores funcionais
para a amostra CAEV Cork nao estdo presentes em células humanas (Mselli-
Lakhal et al., 2000). Este reconhecimento de receptor diferente ndo esta
relacionado ao fendtipo litico (Hotzel & Cheevers, 2001).

Culturas primarias de células apresentam células heterogéneas, com
susceptibilidade diferente a infec¢cdo. Klevjer-Anderson e Cheevers (1981),
demonstraram que a percentagem de células contendo RNA viral do CAEV, n&o
era superior a 71-75%, mesmo utilizando-se 0,4 ou 4,0 TCIDso/célula. A reducéao
na replicagcdo viral observada neste trabalho em relacdo a replicacao

anteriormente observada das amostras brasileiras no mesmo sistema celular a
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partir do qual foi isolado (Callado et al., 1999; Castro et al., 1999c), pode ter sido
resultado da variagdo genética das ceélulas do hospedeiro com eventual perda
parcial dos receptores mais afins a estas amostras que as CAEV Cork e Maedi-
Visna K1514, bem como de fator celular circunstancial produzido pelos explantes
nos primeiros dias de cultivo. Futuros estudos do comportamento das amostras
virais BrPe1-01 e BrMg2-03, utilizando em células de linhagem (Teixeira et al.,
1997) podera minimizar a possibilidade de variagdo genética das células de
membrana sinovial terem influenciado na replicagao viral.

O fato de haver variagdo no comportamento de amostras de SRLV em
cultivos de células homologas ou heter6logas permite a elaboragcéo de algumas
hipoteses para explicar a dificuldade de diagnostico da infecgdo por SRLV pelo
isolamento ou sorologia. A restrigdo da expressao viral em cocultivos com células
homodlogas ou heterdlogas pode levar a resultados falso-negativos,
especialmente quando se pratica pesquisa de sincicios nas monocamadas como
método de triagem ou quando se usa técnicas de detecgao de antigenos ao invés
de PCR. Por outro lado, tem-se observado que alguns animais sabidamente
infectados soroconvertem tardiamente (Rimstad et al., 1993). Se esses
resultados forem aplicaveis as condicdes in vivo, a soroconversao tardia poderia
ser resultado de diferentes padrdes de restricdo da expressao viral in vivo,
decorrente da complexa interacao virus-hospedeiro. Neste caso, 0 uso de testes
soroldgicos como diagndstico nos programas de controle, com a eliminagdo dos
animais soropositivos pode favorecer a selegdo de animais que respondem a
infeccdo com baixos titulos, ou que soroconvertem tardiamente e/ou de amostras

virais pouco indutoras de resposta humoral (Castro et al., 1999b).
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RESUMO - Foi feito um levantamento sorolégico nos anos de 2002 e 2003, para
identificacdo de animais infectados por lentivirus de pequenos ruminantes (SRLV)
do Estado de Pernambuco com o objetivo de estudar aspectos epidemioldgicos
da infeccdo por SRLV. Foram testados em 2206 animais distribuidos em 31
rebanhos caprinos de exploragao leiteira e/ou selegdo genética leiteira e caprinos
de corte e/ou selegao genética para corte, pertencentes a 30 propriedades rurais.
Todos os animais dos rebanhos foram testados. Os criatérios estavam
distribuidos nas regides da Zona da Mata, Agreste e Sertdo do Estado de
Pernambuco. A deteccao de anticorpos precipitantes foi feita através do teste de
imunodifusdo em gel de Agar utilizando antigeno CAEV Cork. Dos animais
testados, 15,3% (338/2206) foram considerados positivos. Dos rebanhos
testados, 74,2% (23/31), apresentaram pelo menos um animal positivo. Estes
dados indicam que as SRLV representam problema sanitario para o rebanho de

Pernambuco necessitando que medidas de controle efetivas sejam adotadas.
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INTRODUGAO

As lentiviroses de pequenos ruminantes (SRLV) s&o doencgas
degenerativas progressivas crbnicas que acometem caprinos e ovinos de todas
as racgas e idades (Narayan et al., 1997). As SRLV podem se manifestar na forma
artritica, respiratoria, mamaria e nervosa ou mesmo atingir varios érgaos devido a
replicacdo viral em células da linhagem monocitico-fagocitaria que sao as
principais células-alvo.

Os SRLV tém sido identificados em diversos paises com prevaléncias mais
elevadas naqueles em que a ovino e caprinocultura sdo mais tecnificadas,
causando significativas perdas econdmicas decorrentes da diminuigdo da vida
produtiva e da producéo leiteira, retardo no crescimento das crias, desvalorizagao
comercial dos produtos com animais infectados e despesas com programas de
controle (Péretz et al. 1993, Greenwood 1995, de la Concha-Bermeijillo 1997,
Arsenault et al. 2003a). No Brasil, tem sido registrada a ocorréncia de animais
infectados em varios Estados (Garcia et al., 1992, Hotzel et al., 1993, Saraiva
Neto et al. 1995, Marchesin et al., 1998, Castro et al. 1999abc)

A principal forma de transmissdo é através da ingestdo de colostro e/ou
leite proveniente de animais infectados (Narayan et al. 1997, Callado et al. 1999).
Fatores como estresse, tipo de nutricdo e condi¢gdes gerais de higiene podem
afetar a prevaléncia de animais soropositivos e clinicamente afetados, apds a
introdugédo do virus em um rebanho (Crawford and Adams, 1981, Péretz et al.
1993, Straub, 2004). Ainda n&o existe vacina contra o virus (Kemp et al. 2000,
Cheevers et al. 2000, Cheevers et al. 2001). A identificagdo dos animais
infectados associada ao descarte e/ou separagdo sdo 0Os principais meios
implementados para prevenir a disseminagao da doenga (Sihvonen et al, 2000).
O diagndstico é baseado na detecgdo de anticorpos para SRLV geralmente por
imunodifusdo e gel de Agar (IDGA) e enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) (Zanoni et al., 1994, Celer Jr. et al., 1998, Castro et al. 1999b, Sihvonen
et al., 2000, Hermann et al. 2003).
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METODOLOGIA

O Estado de Pernambuco situa-se na Regido Nordeste e possui uma
extensdo territorial de 98.281 Km?, dividido em trés regides: Zona da Mata,
Agreste e Sertdo. O Estado € formado por 185 municipios. O efetivo caprino é de
1.405.479 cabecas (IBGE 2000). A amostragem foi por conveniéncia e o critério
de adesdo da propriedade ao estudo foi a cooperagao do criador, sendo testado
todos os animais da propriedade, perfazendo um total de 2206 caprinos, em 31
rebanhos caprinos pertencentes a 30 propriedades rurais distribuidos em 17
municipios, das 3 regides do Estado de Pernambuco.

Foi feito um levantamento sorolégico para identificagdo de animais
infectados nos anos de 2002 e 2003, considerando como universo amostral as
propriedades relacionadas pela Associacdo Pernambucana dos Criadores de
Caprinos e Ovinos e por técnicos do setor. Tal universo amostral foi subdividido
em dois grupos, o primeiro grupo composto por rebanhos com animais de aptidao
leiteira e, 0 segundo grupo composto por rebanhos com animais de aptidao para
corte; puros ou mesticos, de ambos os sexos e de diversas idades. Incluindo-se
em cada grupo os rebanhos destinados ao melhoramento genético de acordo
com a aptidao produtiva de cada raga. Quanto a classificagdo dos animais pela
idade utilizou-se a verificagcdo da arcada dentaria, em especial, dos dentes

incisivos, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Idade aproximada baseada na modificacdo da primeira para a

segunda denticdo dos dentes incisivos.

Denticao — Dentes incisivos Idade aproximada

(Modificagdo da primeira para a segunda dentigio) (meses)

12 muda dos dentes incisivos (Pingas) 12a18

22 muda dos dentes incisivos (Primeiros Médios) 18 a 22

32 muda dos dentes incisivos (Segundos Médios) 24 a 30

42 muda dos dentes incisivos (Cantos) 34 a 38
Ribeiro, 1997.
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A deteccdo de anticorpos precipitantes foi feita através do teste de
imunodifusdo em gel de agar como descrito por Abreu et al. (1998). Para a
producao de antigeno, as monocamadas de membrana sinovial subconfluentes
de baixa passagem foram inoculadas com a amostra CAEV Cork (Cork et al.,
1974). As colheitas dos sobrenadantes foram feitas a cada 7 dias apds o
aparecimento do efeito citopatico caracteristico de sincicio. O sobrenadante
colhido foi armazenado a -20 °C. Apdés o descongelamento, o pool de
sobrenadante das monocamadas infectadas foi centrifugado a 3.300 x g durante
20 min. O sobrenadante foi entdo removido e dialisado em membrana de dialise
de 33 X 21 mm (INLAB-Ind. Bras.) contra PEG 8.000 (10%) em PBS, a 4 °C,
durante 48 a 72 h, até concentra-lo cerca de 100 vezes, quando foi colhido e
estocado a 4 °C. O padréo positivo foi obtido coletando-se sangue de caprino
forte positivo para CAEV testado através do IDGA, com o kit comercial IDG-CAEV
P28 Lote 074 (Institut Pourquier, Montpellier, Francga).

O teste de IDGA foi feito usando placas de Petri de plastico, com 90 mm
de didmetro contendo 16 mL de 1,1% de Agar noble (Difco, USA) em tampao
borato (0,05 mol/L NaOH and 0,016 mol/L H3BO3 ). Apds a solidificacdo, as
placas foram mantidas a 4 °C. O gel foi perfurado com um molde em forma de
roseta, de maneira a formar sete pocos de 8 mm de didmetro e 3 mm de
distdncia entre as bordas, sendo um central e seis periféricos. A leitura foi
realizada com 72 horas. Considerou-se como reacdo positiva aquelas que
formaram uma linha de precipitagdo entre o pogo do antigeno e o do soro teste e
negativos a auséncia dessa linha.

Os calculos da prevaléncia e das freqléncias nos estratos foram feitos
baseados nos resultados do teste de IDGA. A comparacao das frequéncias entre
os estratos foi feita através do teste do qui-quadrado com o auxilio do aplicativo

estatistico SPSS versao 10.0 para Windows.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram colhidas 2206 amostras de soros de caprinos de 30 propriedades
rurais localizadas em 17 municipios, pertencentes a 3 regides do Estado de
Pernambuco (Figura 1). Através do teste de IDGA detectou-se uma prevaléncia

de 15,3% de animais soropositivos.

Rebanho de corte: Rebanho de leite:
B - Positivo A - Positivo
[ - Negativo A - Negativo

Figura 1: Localizagdo dos 31 rebanhos caprinos nas 3 regides do Estado de

Pernambuco.
A distribuigado dos criatorios, segundo o numero de animais soropositivos,

demonstrou que 74,2% dos rebanhos apresentaram pelo menos um animal

positivo e 6,4% apresentaram uma prevaléncia maior que 50%. (Tabela 2).
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Tabela 2: Numero de caprinos positivos para SRLV através do teste de IDGA por
rebanho.

Rebanhos (R) NuUmero de Numero de % de animais
testados animais positivos positivos
R1 18 4 22,2
R2 100 0 0
R3 136 67 49,3
R4 47 0 0
R5 55 0 0
R 6 17 1 59
R7 61 10 16,4
R8 9 0 0
R9 43 14 32,6
R10 12 1 8,3

R 11 32 0 0

R12 35 8 229
R13 10 0 0

R14 6 1 16,7
R 15 25 12 48,0
R 16 25 2 8

R 17 31 2 6,5
R18 31 2 6,5
R19 239 2 0,8
R 20 85 45 52,9
R 21 138 59 42,8
R 22 59 6 10,6
R 23 72 4 5,6
R 24 142 80 56,3
R 25 424 2 0,5
R 26 18 2 11,1
R 27 84 1 1,2
R 28 103 11 10,7
R 29 120 0 0

R 30 12 2 16,7
R 31 17 0 0

Total 2206 338 15,3

As propriedades que n&o apresentaram animais soropositivos podem
realmente ser livre do virus ou ainda existem animais latentemente infectados

que ainda n&o soroconverteram (Sihvonen, 1981) ou apresentam baixos titulos
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de anticorpos, ndo detectados pelo teste de IDGA (Castro et al., 1999b). Os
aspectos da interacdo lentivirus-hospedeiro que afetam a detecgao de caprinos
infectados incluem a persisténcia, a heterogénidade e as mutagdes virais em
animais infectados, e baixos niveis de replicagao in vivo (Haase, 1986, Narayan &
Clements, 1989, Narayan et al, 1993). Existe um elevado grau de homologia na
sequéncia nucleotidica entre os SRLV, especialmente no gene gag (Leroux et al.,
1997), que refletem na resposta sorolégica dos animais infectados (Gogolewski et
al., 1985, Leroux et al., 1997), permitindo a utilizagdo de antigeno do virus ovino
para detectar anticorpos contra SRLV em caprinos. Foi utilizado antigeno CAEV
Cork pois estudos tém revelado que quando se utilizam antigenos do virus
caprino nos testes sorologicos de caprinos obtém-se melhores resultados
(Knowles et al., 1994, Abreu et al., 1998).

Analisando-se os resultados de acordo com o tipo de exploragdo do
rebanho (leite ou corte) obtive-se uma prevaléncia de 26,0 % de animais positivos
nos rebanhos leiteiros e 2,0 % de animais positivos nos rebanhos destinados a
exploragcéo de animais com aptiddo para corte (Tabela 3). Em estudos anteriores
em rebanhos de caprinos leiteiros do Estado de Pernambuco foi encontrada uma
prevaléncia de 17,6% animais soropositivos para SRLV (Saraiva Neto et al.,
1995).

Tabela 3: Numero de caprinos positivos para SRLV através do teste de IDGA por
exploracao.

Negativo Positivo Total % de
positivo
Rebanho leiteiro 904 318 1222 26,0°
Rebanho de corte 964 20 984 2,0b
Total 1868 338 2206

3P| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (X*; P<0,01)

entre os estratos.
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Quando analisamos os resultados nos estratos com base no sexo,
encontramos uma prevaléncia de 15,4% e 14,2%, respectivamente para fémeas
e machos. Nao observamos diferenga significativa entre os sexos (Tabela 4)
(X%, P<0,01), indicando que ndo existe uma predilecdo por sexo, apesar de
alguns relatos indicam maior prevaléncia em animais do sexo masculino (Cutlip et
al., 1988, Rowe & East, 1997). Uma pratica comum adotada entre os criadores &
o0 uso de pool de colostro e leite para amamentar cabritos, o que facilita a
disseminagao da infecgdo em ambos os sexos.(Guiguen et al., 1990, Péretz et
al., 1983). Outra forma de disseminagao pode ser o aproveitamento de resto de
soro do leite para complementagdo da alimentacdo das crias, pois, ja foi
detectado DNA proviral em células do lactosoro (Russo et al., 1997).

Dos 27 machos positivos, 14 sido reprodutores. Estes animais podem estar
disseminando o virus no préprio criatério ou para outros rebanhos, pois outra
pratica comum entre os criadores € o empréstimo de reprodutores ou a utilizagao
de reprodutores em condominio durante o periodo de monta. A transmissao
venérea é possivel uma vez que foi detectado RNA viral no sémen de: carneiros
naturalmente infectados (Chastang et al., comunicagdo pessoal); carneiros
experimentalmente infectados por SRLV e Brucella ovis (de la Concha- Bermejillo
et al., 1996); caprinos experimentalmente infectados (Travassos et al., 1998), de
caprinos naturalmente infectados, e de carneiros (Travassos et al., 1999).

Varios estudos indicam a possibilidade de infecccao intra-uterina e de
transmissao vertical (Cutlip et al., 1981, Ali, 1987, Brodie et al., 1994). Adams et
al. (1983) descreveram soroconversdao de cabritos nascidos por cesariana que
nao receberam colostro. Alguns achados corroboram com a possibilidade de
transmissao vertical € que in vitro CAEV replica eficientemente em células da
granulosa caprina (Lamara et al., 2001). A detecg¢ao da presenca do DNA proviral
no trato genital de cabras (Fieni et al., 2003) e em embrides (Lamara et al., 2002)

sugerem que pode haver transmissao vertical.
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Tabela 4: Numero de caprinos positivos para SRLV através do teste de IDGA por

Sexo.

Sexo Positivo Negativo Total
Fémea 311 1705 2016
Macho 27 163 190
Total 338 1868 2206

N&o houve diferenca significativa (X*; P<0,01) entre os estratos.

Nao houve diferenga significativa entre a prevaléncia da infecgdo nas
diversas faixas etarias (Tabela 5). Em rebanhos com alta taxa de infecgdo a
soroprevaléncia pode ser elevada entre os animais jovens (East et al., 1987).
Entretanto, avaliando-se a situacdo de cada rebanho, naqueles em com
prevaléncia abaixo de 10%, foi observada maior prevaléncia de animais
soropositivos entre os animais de idade elevada, seguida dos animais com
menos de um ano de idade (dados nao mostrados). Este resultado corrobora com
o fato de que um fator importante € o tempo de exposi¢cao para a soroconversao
deste modo, observa-se uma maior frequéncia de soropositivos em animais mais
velhos (Houwers & van der Molen, 1987, Rowe et al., 1991, Saraiva Neto et al.,
1995, Arsenault et al. 2003a). Nos rebanhos com prevaléncia elevada, a infecgéo
esta disseminada entre os animais de todas as faixas etarias.

Quanto ao aspecto clinico, poucos animais positivos apresentavam
sintomatologia clinica compativel com o resultado da sorologia. De 338 animais
positivos apenas 5 caprinos (0,2%) apresentavam quadro clinico com sintomas
evidentes de CAEV. Do universo de animais clinicamente afetados 3
apresentavam doencga na forma artritica e 2 na forma respiratoria.

O rebanho do Estado de Pernambuco é composto por diversos
grupamentos raciais e, principalmente, por seus mesticos. As racgas
predominantes no levantamento foram: Alpina, Alpina Americana, Anglo-nubiana,
Boer, Murciana, Saanen e Toggenburg, bem como por diversos graus de
mesticagem das ragas citadas anteriormente. Os resultados dos estratos

baseado na raca revelaram que houve diferenca significativa (Tabela 6) (X3
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P<0,05). Existindo uma prevaléncia SRLV significantemente mais elevada nos
rebanhos compostos por caprinos de ragas leiteiras e seus mesticos de diversos
graus de sangue, em contraste, os animais de racas de corte e mestigcos de corte
apresentaram uma prevaléncia significantemente mais baixa. Tal fato demonstra
que o SRLV esta mais difundido nos animais descendentes das ragas européias.
Nas racas de corte a incidéncia da infecgado pode originar-se no convivio destas
com animais das ragas leiteiras, seja pelo uso do aleitamento das crias de corte
com leite fornecido por cabras leiteiras, ou ainda, quando do uso da biotecnologia
da transferéncia de embrides utilizando-se fémeas de origem leiteira infectadas
por SRLV como receptoras de embrides. Além disso, existe o livre comércio de

animais sem conhecimento do status sanitario.

Tabela 5: Percentual de caprinos positivos para SRLV através do teste de IDGA

por idade, baseado na dentig&o.

Denticao Total % positivos
Dente de leite 472 21,4

12 muda 327 14,8

22 muda 379 17,2

32 muda 549 24,9

42 muda 479 21,7
Total 2206

N&o houve diferenca significativa entre os estratos (X*; P<0,05).

As lentiviroses de pequenos ruminantes ndo sao doencas de notificacdo
obrigatéria, o que dificulta o controle. A completa erradicagédo da infecgao s6 sera
possivel através da adogcdo de programas de controle, de adesao voluntaria,
baseados no teste periddico de todos os animais da propriedade, eliminagcédo ou
separacao dos animais soropositivos, restricdo a entrada de animais na
propriedade e usar material estéril para evitar a transmissao através de células
sanguineas infectadas (Brodie et al, 1998). Cuidados adicionais incluem os

cuidados na produgédo de embrides in vitro, minimizando a transmiss&o precoce
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de SRLV aos embrides (Lamara et al., 2001). Estudos filogenéticos de amostras

de lentivirus de caprinos e ovinos sugerem a transmissao entre espécies (Castro

et al. 1999a). Por este motivo, deve-se incluir os ovinos nos programas de

controle. Como ocorre a disseminacéao viral através do comércio internacional de

animais (Shah et al. 2004), restringir ao maximo a entrada de animais com

sorologia desconhecida na propriedade.

Tabela 6: Percentual de caprinos positivos para SRLV através do teste de IDGA

por raga.
Raga Total % positivos
Toggenburg 115 51,3%
Murciana 92 44,6°
Alpina 119 24 4°
Anglo-nubiana 354 23,4°
Mesticas de leite 219 19,6 °°
Saanen 376 18,6 °
Alpina Americana 134 7,5¢
Boer 150 1,3°
Mesticas de corte 635 0,2°
Outras ragas de corte 12 0°¢
Total 2206

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (X% P<0,05)

entre os estratos.
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SUMMARY

Objective — The aim of this study was to evaluate the influence of CAEV infection

in naturally infected goats on serum neutral lipid and lipoprotein cholesterol.

Animals — Thirty female Nubian goats that ranged from 2 to 4 years old were
included in the experiment. Fourteen non-infected (serum IDGA negative) and

sixteen infected goats. Plasma levels of cholesterol, triglyceride, and lipoprotein-
cholesterol were measured and the results from both groups were statistically

compared.

Results — Plasma total cholesterol concentrations were significantly (P=0.003)
higher in the infected animals, in comparison to the non-infected group. High
density lipoprotein-cholesterol and very low density lipoprotein-cholesterol from
the infected group were slightly increased and decreased, respectively, but the
differences were not significant compared with the non-infected group. Also,
plasma triglyceride level from the infected group was similar to that from control
group. However, in comparison to the control group, low density lipoprotein-

cholesterol was significantly (P=0.004) increased in the infected animals.
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Conclusion and Clinical Relevance — The upper limits of reference ranges for
plasma cholesterol and triglyceride concentrations in SRLV infected goats likely
reflect high tissue demands for virus replication. Increase in low density
lipoprotein-cholesterol in animals infected by CAEV could predispose this group to
hypercholesterolemia and to coronary heart disease, particularly important to

those post-parturition and involved in the milk production.

INTRODUCTION
Lentiviruses of small ruminant animals, exemplified by maedi-visna
virus (MVV) originally isolated from sheep in Iceland, ' by ovine progressive

pneumonia virus from sheep in the United States, 2

and by caprine arthritis-
encephalitis virus (CAEV) from North American goats®* are closely related, but
more distantly related to the human lentivirus human immunodeficiency virus 1
(HIV-1). The lentiviruses are a subfamily of the Retroviridae that are characterized
by similarities in ultrastructure, genomic organization, and disease progression.
These viruses typically cause chronic, multiorgan diseases that are apparent only
months to years after the initial infection. However, most of the infected animals
develop no overt symptoms during their lifetime, although infection occurs mainly
in the young animal through milk or colostrums infected with the virus. >°
Nevertheless, other route of virus infection as intrauterine are possible as indicate
by previous reports. 789 A hallmark of lentivirus infections is their persistence
despite a strong immune response. Infection is followed by a humoral response to
the envelope glycoprotein (Env), which is directed against epitopes of the surface
(SU) and transmembrane (TM) subunits of Env (for review see '®'"). Cells of the
monocyte/macrophage lineage are the principal targets for CAEV infection in vivo
and expression of infectious virus is dependent upon cellular differentiation
(Narayan, 1983). Virus infection can alter the activity of monocytes and
macrophages with respect to cytokine production, possibly downregulation of the
production.'? 1314

The tests frequently used for the diagnosis of the disease are the agar gel
immunodiffusion (AGID)'>1¢1718
(ELISA)."920

Plasma lipids, specifically cholesterol and triglycerides, are transported

and enzyme-linked immunosorbent assay

through the circulation to specific tissues for metabolism storage or excretion.
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Circulating blood triglycerides contribute significantly to milk fat synthesis.?"?%%3

Lipids profiles have been used to predict metabolic disturbs, for the diagnosis of
metabolic diseases, and for the assessment of the nutritional status of animals.
Serum lipids profile and lipoproteins are helpful when interpreted in conjunction
with herd history, clinical signs and laboratory tests.

Although lipid metabolism has been studied in human patients infected with
HIV, little is know about lipid metabolism in goats infected with SRLV. In the
present study, we examined the influence of CAEV on lipids profile from serum of

goats.

Material and Methods

Animals — Blood samples were collected from 2426 goats and tested for the
presence of CAEV IgG antibodies by AGID test. From all these tested animals it
was selected thirty female Nubian goats that ranged from 2 to 4 years old from a
dairy herd of Brazilian Northeast. These animals were divided into two groups: the
first group included fourteen goats scored negative for CAEV infection and the
second group included sixteen scored positive for CAEV infection. They were
house under identical conditions and given the same food. The infected animals

were clinically healthy at the time of the analyses.

Serum specimens — Samples were withdrawn by puncture of the jugular vein.
The samples were placed on ice, and the serum was separated by centrifugation
at 2,500 x g, for 20 min at 4 °C, then, shipped on ice to the laboratory for lipid

analysis.

AGID test — Antigen for the AGID test was prepared as described."’ Briefly, the
supernatants from caprine synovial membrane cell monolayers inoculated with
CAEV Cork were harvest at weekly intervals and were then frozen, thawed and
centrifuged at 3,300 x g for 20 min at 4°C. The clarified supernatants were placed
in a dialyzing membrane (INLAB-Ind. Bras.) and concentrated against 10%
polyethylene glycol 8000 in PBS at 4°C for 24-48h. The 1/100 concentrated

supernatants were titrated against a standard positive serum for CAEV antibodies,
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and was stored at -20°C. The test was carried out in 90 mm diameter plastic Petri
dishes containing 1.1% agar noble (Difco, USA) in borate buffer (0.05 mol/L
NaOH and 0.016 mol/L H3BOs). The plates were incubated at room temperature
in a humidified chamber for 72 h. The deviation of the reference line or fusion of
one or two lines between the sample and antigen wells with the reference line was

considered to be a positive result.

Analysis of plasma neutral lipids and lipoprotein concentration — Plasma
total cholesterol and triglyceride concentrations were measured by using
commercially available reagents (Labtest, Brazil). Plasma cholesterol was
determined by the CHOD-PAP method, an enzymatic assay for photometric
determination, using the enzymes cholesterol esterase, cholesterol oxidase and
peroxidase, according to the manufacturer's instructions. Plasma triglyceride was
measured by the GPO-PAP method using a combination of the reactions
catalyzed by lipase, glycerokinase, glycerol phosphate oxidase and peroxidase,
as described in previous work.?* Plasma VLDL and LDL were precipitated from
HDL by the addition of 1.4 mM sodium phosphotungstate with 53.0 mM
Magnesium chloride. Serum total cholesterol and HDL-cholesterol in the serum
supernatant were quantified as described above. VLDL-cholesterol level was
estimated as one-fifth of the concentration of triglyceride,?® and the concentration
of LDL-cholesterol was calculated by subtraction of concentration of HDL-

cholesterol plus VLDL-C from the total serum cholesterol level.

Statistical analyses — All the analysis were done in duplicate samples. Data are
presented as mean + SD. Comparison between the groups was performed with

Student’s t-test. The level of significance was set at P<0.05.

Results

Goats infected by CAEV showed abnormality in serum neutral lipids and
lipoproteins-cholesterol concentrations (Table 1). The results of this study
revealed that the virus infection significantly increased serum total cholesterol

concentration, but serum triglyceride level was slightly reduced. It was found an
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increase in the concentrations of High density lipoprotein-cholesterol and
decreased the very low density lipoprotein-cholesterol but the differences were
not significant compared with the non infected (control) group. On the other hand,
in comparison to the control group, low density lipoprotein-cholesterol was
significantly increased in serum of infected animals.

Besides, the molar ratio of total cholesterol: HDL-cholesterol and LDL-
cholesterol : HDL-cholesterol were significantly increased in the infected animals
(Table 1). For both groups, a positive correlation was found between the total

cholesterol and LDL-cholesterol (Figure1).

Table 1. Plasma neutral lipid and lipoproteins-cholesterol parameters for goats

infected by Caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV).

Control (14) Infected (16)
Neutral lipids Total cholesterol 3.92 +0.56 4.75 +0.81**
(mmolll) Triglyceride 0.68 +0.08 0.64 £0.08
Lipoprotein- HDL- cholesterol 1.18 £0.12 1.23 £0.04
cholesterol (mmol/l) LDL- cholesterol 2.43+0.57 3.23 £ 0.81**
VLDL- cholesterol  0.31 +£0.03 0.29 £ 0.04
Cholesterol  ratio Total : HDL 3.30£0.52 4.08 + 0.89*
(mmol/mol) LDL : HDL 2.04 £ 0.51 2.60 + 0.65*

Values significantly different from control animals are shown: * P<0.01; ** P<0.005
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Figure 1: Correlation between the total cholesterol and LDL-cholesterol in goats
naturally infected by SRLV.

Discussion

This study provides the first information on the concentration of serum
neutral lipids and in lipoprotein-cholesterol in goat infected by CAEV. Lipids have
many functions, two of the most important are energy storage and membrane
structure. Triacylglycerols are the most important lipid with regard to energy
storage, and phospholipids and cholesterol are the most important lipoid
membrane constituents. Other functions include being precursors for steroids and
bile acids (cholesterol), thermal insulation (triacylgycerols) and electrical insulation
(for review see ). Many factors can influence the lipid concentrations in serum
and also in the lipoproteins. In human as well as in several other animal species
the lipids can varies according to sex, age, diet, pregnancy-stage, and
environmental factors. 2" 2 To limit such variability, in the present study it was
needed to search for CAEV infection in 2426 animals. Having done that, it was
selected thirty female Nubian goats that ranged from 2 to 4 years old from a dairy

herd of Brazilian Northeast. Sixteen naturally infected and fourteen non-infected,

112



fed a constant diet and so, with only minor variations in lipid concentrations from
serum and lipoproteins between the two groups. It has been reported that in
persistent disease caused by some microorganisms, such as Mycobacterium
tuberculosis, fatty acids can supply cell with energy and precursors for
carbohydrate synthesis. *

The viruses have a wide range in pathogenic mechanisms and can cause
diseases extending from hyper-acute syndromes that may cause death within two
weaks of infection to slowly progressive chronic diseases that may not became
apparent until years after initial infection. Lentivirus infections are unusual in that
the virus can persist in target cells, even though the host has developed virus-
specific cytotoxic T lymphocytes and antibodies. *' Many infected animals are free
of clinical signs, possibly by genetics of the animal, management, nutrition,
concurrent infections, environmental factors, age at time of infection or re-infection
and others.*

The identification of CAEV infection usually relies on serological tests for
the detection of antibodies to CAEV antigens.’® AGID test have been used
routinely. The sensitivity and reability of the serological examination do not only
depend on the type of test used, but they may also be influenced by the way the
diagnostic antigens have been prepared, the choice of viral strain and by content
of immunologically most relevant viral components. The main component of the
AGID test is the gp 135 surface glycoprotein. Antigen by the culture of synovial
membrane cells has shown sensitivity when tested with CAEV positive and
negative goat sera.'?* When testing a large population of animals, CAEV
antibodies can be detected efficiently and easily by immunodiffusion in agarose
gel.®

visible precipitin line in agar (or deviation of a visible line) they were less sensitive

Because the AGID test require the presence of sufficient antibody to form a

than some others test.

The levels of serum LDL-cholesterol reported here in CAEV infected-goat
are higher than expected on the basis of the results for HDL-cholesterol level. It
has been reported that during pregnancy, parturition and lactation the
concentration of plasma cholesterol, triglyceride, HDL-cholesterol, and VLDL-
cholesterol were significantly different. Although, other report show that
cholesterol levels were not significantly different between pre-pregnancy,

pregnancy and early lactations periods in multiple lambings ewes.>* Low lipid level
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of VLDLare associated with increased lipid levels in LDL and HDL when milk
production is at a peak .** The atherogenic ratio of total cholesterol : HDL-
cholesterol was significantly increased.

The cells of the monocyte/macrophage lineage were the major host cells of
SRLV replications in vivo'™®. Several studies have indicated that circulating
monocytes from exhibit an inflammatory response to Gram-negative bacterial LPS
(particularly to P. gengivalis LPS) releasing large amount of inflammatory
mediators and pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-a which may be
related to hyperlipidemia.***" Through the action of IL-18 and TNF-o, exposure to
microorganism/endotoxin results in elevated levels of free fatty acids, LDL and
cholesterol. Preview report show that Cultured goat macrophages with CAEV

121314 Constitutive

results in an alteration of cytocine expression in vitro
expression of interleukin 8 (IL-8) and monocyte chemoatractant protein 1 (MCP-1)
was increased in infected macrophages, whereas transforming growth factor 3 1
(TGF-B1) mRNA was down-regulated’. Furthermore, infection with CAEV led to
an altered pattern of cytokine expression in response to lipopolysaccharide (LPS),
heat-killed Listeria monocytogenes plus gamma interferon, or fixed cells of
Staphilococcus aureus.In infected macrophages, tumor necrosis factor a, IL-1p,
IL-6, and IL-12 p40 mRNA expression was reduced in response to all stimuli
tested whereas changes in expression of granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor depend on the stimulating agent.">'>'* Thus, it is possible that
the hyperlipidemia found in the CAEV infected goat was a result of the production
of IL-1B and TNF-a in goat serum. On the other hand, increasing evidence
suggest that lipid-bilayer composition of membranes is a critical factor influencing
cellular function; the physical/chemical properties of membranes are largely
dependent on its integrity, and on the nature of fatty acids within the phospholipids
molecules affecting receptor responses and operation of membrane-bound
enzyme systems. Hyperlipidemia is thought to be largely responsible for
impairments in a variety of cell types. This is significant because, even though in
the absence of clinical symptoms of the disease the virus infection induced serum
hypercholesterolemia and this may result in cell dysfunction.

Furthermore, there is indication that production of essential polypeptide

growth factors such as platelet-derived growth factor, transforming growth factor
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B-1, and fibroblast growth factor was significantly inhibited by exposure to
LDL/triglyceride levels above the normal physiologic range. This is particularly
interestingly, because infected cells of colostrums and milk are responsible for the

lactogenic route of CAEV transmission between dams and kid.>®*

Conclusion This study demonstrates that in goat the CAEV infection results in
plasma dyslipidemia characterized by an imbalance between total cholesterol :
HDL-cholesterol and LDL-cholesterol : HDL-cholesterol.
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5. CONCLUSOES

O aproveitamento dos explantes de MS dos carpos de fetos caprinos
forneceu rendimento maior de garrafas de cultura celular por feto caprino,
possibilitando a utilizagcdo, para replicacdo viral, de células nas primeiras
passagens.

As culturas celulares primarias mostraram-se permissiveis a replicagao
das amostras padrao CAEV Cork e Maedi-Visna K1514.

A amostra BrMg2-03 replicou mais eficientemente que a BrPe1-01,
sugerindo uma melhor capacidade de adaptagdo em cultivo celular.

Os SRLV ainda representam problema sanitario para o rebanho de
Pernambuco necessitam que as medidas de controle efetivas sejam adotadas.

Caprinos infectados por SRLV apresentam dislipidemia caracterizada por

um desequilibrio entre colesterol total, colesterol da LDL e colesterol da HDL.
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6. Anexos

6.1. — Author Gateway for Journal of Virological Methods;

6.2. — Author Gateway for Small Ruminats Research;

6.3. — Author Gateway for Journal of Veterinary Medicine Series B;
6.4. — Author Gateway for American Journal of Veterinary Research;
6.5 — XXVIII Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria;

6.6. — Xl Congresso Latino-americano de Buiatria.
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Proofs will be sent to the first-named author of an article, unless an alternative is requested
on the title page of the manuscript. They should be checked carefully and returned by airmail
within 2 days of receipt. Only printer's errors may be corrected: no changes in or additions to
the edited manuscript will be allowed at this stage. The Publisher will proceed if proofs are not
received on time.

Page charges will not be made. Reprints may be ordered by filling in and returning to the
Publishers the order form sent to the authors: per contribution 50 reprints will be made
available free of charge. Submission of manuscripts Manuscripts should be complete in all
respects (and be submitted on disk and in triplicate including three copies of all illustrations -
see Manuscripts below). Manuscripts submitted under multiple authorship are reviewed on the
assumption that all listed authors concur with the submission and that a copy of the final
manuscript has been approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities in the laboratories where the work was carried out. If accepted, the manuscript
shall not be published elsewhere in the same form, in either the same or another language,
without the consent of the Editors and Publisher. Submission of a paper to Virology
Protocols is understood to imply it is not being considered for publication elsewhere.

Editorial Address: Manuscripts should be submitted to:

Professor Arie J. Zuckerman, MD, DSc, FRCP, FRC Path, WHO Center-Viral Diseases, The Royal
Free Hospital School of Medicine, University of London, Rowland Hill Street, Hampstead,
London NW3 2PF, United Kingdom. Tel: +44 207 830 2579, Fax: +44 207 0302070.
Correspondence relating to proofs, publication and reprints should be sent to: Issue
Manager, Virology Protocols, Elsevier Science Ireland Ltd., Bay 15, Shannon Industrial Estate,
Shannon, Co. Clare, Ireland, Tel: +353 61 471944, Fax: +353 61 472144

Manuscripts: The medium of final submission is on disk with accompanying revised
manuscript (see Electronic manuscripts below). Manuscripts should be written in
grammatical English and be accompanied by an abstract, theme, topic, and 3 - 6 key words on



a separate page. As well as the disk copy, three printout copies of each manuscript should be
submitted in double-spaced typing with at least a 4 cm margin on pages of uniform size.
Protocols should be divided into numbered sections headed by a caption (Abstract; 1. Type of
research; 2. Time required; 3. Materials; 4. Detailed procedure; 5. Results; 6. Discussion; 7.
Essential references; 8. References; 9. Quick procedure). The order of subdivision within
sections is as follows: Arabic numerals (e.g. 3.1.), lower case Roman characters (a, b etc.).
Listings should be indicated by dashes. In order to ensure timely publication, no revisions or
updating will be incorporated after the manuscript has been accepted and sent to the
Publisher.

Electronic manuscripts. Electronic manuscripts have several advantages: there is no need
for the re-keying of text, thereby avoiding the possibility of introducing errors and resulting in
reliable and fast delivery of proofs. The preferred storage medium is a 3.5 inch disk in MS-
DOS format, although other systems are also supported, eg NEC and Macintosh (in the latter
case, save your file in the usual manner, do not use the option "save in MS-DOS format").
After final acceptance, your disk plus one final, printed and exactly matching version (as a
printout) should be submitted together to the Editor. It is important that the file on disk and
the printout are identical. Please specify the type of computer and word processing package
used (do not convert your text file to plain ASCII). Ensure that the letter "I" and the digit "1"
(also letter "O" and digit "0") have been used properly, and format your article (tabs, indents,
etc.) consistently. Characters not available on your word processor (Greek letters,
mathematical symbols, etc.) should not be left open, but indicated by a unique code (e.g.
gralpha, @, etc. for the Greek letter ). Such codes should be used consistently throughout the
entire text. Please make a list of such codes and provide a key. Do not allow your word
processor to introduce word splits and do not use a "justified" layout. Please adhere strictly to
the general instructions on styles/arrangement and, in particular, the reference style of the
journal. Tables and illustrations will be handled conventionally; the latter should be submitted
as original drawings or glossy prints. Further information may be obtained from the publisher.

Organization of a Protocol

Title page: The title page should contain the following items: (i) complete title (preferably no
chemical formulas or arbitrary abbreviations); (ii) full names of all authors; (iii) complete
affiliations of all authors; (iv) the number of text pages of the whole manuscript (including
figures and tables) and the number of figures and tables; (v) the name and complete address
of the corresponding author (including telephone number, facsimile number and electronic
mail address); (vi) acknowledgements.

Abstract: This should provide a concise description of the purpose of the Protocol and should
not exceed 200 words.

Keywords: Please provide 3 - 6 keywords.

1. Type of research. In this section, relevant published studies should be described concisely
in list form preceded by Roman lower case numeral characters. The published studies should
be appropriately cited.

2. Time required. An estimation of the time required to run the protocol should be given per
separate step and for the whole protocol

3. Materials. The materials used should be described in sufficient detail for the protocol to be
replicated. Animals used should include information on breed, breeder, sex, age, weight and
the maintenance conditions. Furthermore, this section should be divided into two subsections:
(i) Special equipment and (ii) Chemicals and reagents. Any special equipment required should
be mentioned, including details of model type/number and (international) supplier. The source
or supplier of any special equipment should also be stated, in parentheses, after mentioning
the equipment for the first time. A listing (preceded by dashes) of chemicals and reagents
used in the protocol, should be provided, if applicable. Special chemicals and drugs with their
sources or suppliers should be grouped under a separate subheading ("Chemicals" or
"Drugs"). For drugs, generic names should be used; trade names may be given in brackets
where the drug is first mentioned. In case of new drugs or chemicals, a full chemical
description (formula) should be given. The form of the drug used should be indicated.

4. Detailed procedure. This section should include an extensive, detailed and stepwise
description of the procedures used. The individual steps should be described in list form
preceded by Roman lower case numeral characters and correspond with the steps described
under Quick procedure. All companies from which chemicals or materials were obtained should
be listed with their full address.

5. Results. In this section the expected results should be described clearly and concisely, and
in logical order without extended discussion of their significance. Results should usually be
presented descriptively and be supplemented by photographs or diagrams.

6. Discussion. This section should present an assessment of the protocol, problems which
may be encountered, and alternative or support protocols.

This section should be divided into two parts: (i) Trouble-shooting and (ii) Alternative and



Support Protocols. Troubleshooting: Problems that may have been encountered during any of
the procedures should be discussed clearly and concisely, and suitable solutions suggested.
Alternative methods for replacing certain steps in the protocol should be mentioned in
sufficient detail, and clearly indicating at which point in the protocol they should be applied.
Alternative and Support Protocols: If applicable, alternative or support protocols should be
mentioned, clearly stating the advantages and disadvantages of such protocols and be
accompanied by appropriate citation of the literature.

7. Essential literature references. This should mention certain essential reading divided
into original papers, book chapters and review papers. Do not cite the full reference, but just
list the reference number. The total number of references in this section should not exceed
ten.

8. Literature references. Citation of literature references in the text should be given at the
appropriate places using name and year (Harvard System). More than one paper from the
same author in the same year must be identified by the letters a, b, c, etc, placed after the
year of publication. In the text, when referring to a work by more than two authors, the name
of the first author should be followed by et al. All references cited in the text should be listed
at the end of the manuscript on a separate page (also double-spaced) arranged in alphabetical
order of first author. They should consist of names and initials of all authors, year, title of
paper referred to, abbreviated title of periodical, volume number and first and last page
numbers of the paper. The abbreviations of journal titles should conform to those adopted by
List of Serial Title Word Abbreviations, CIEPS/ISDS, Paris, 1985 (ISBN 2904939-02-8).
Periodicals, books and multi- author books should accord with the following examples:
Examples:

Mainan, O.V., Cromeans, T.L. and Margolis, H.S., 1996. Sequence-specific, single-primer
amplification and detection of PCR products for identification of hepatitis viruses, J. Virol. Meth
127-134.

Bentz, J., 1993. Viral Fusion Mechanisms, CRC Press, Boca Raton, FL, 529.

Britt, W.J., 1994. Infections associated with human cytomegalovirus. In R. Glaser and J.F.
Jones (Eds.) Herpesvirus Infections, Marcel Dekker, New York, pp. 59-116.

9. Quick procedure. This section should describe the protocol in a concise, stepwise manner.
The individual steps should be described in list form preceded by roman lower case numeral
characters and correspond with the steps described under Detailed procedure. This section
should contain basic, essential information for the protocol to be replicated successfully.

Illustrations must be submitted in triplicate as unmounted glossy photographs and reach the
Editor in a form and condition suitable for reproduction. If figures are not to be reduced in size
their format should not exceed 13 X 20 cm. Lettering should be clear and of adequate size to
be legible after reduction (2 - 6 mm). Professional lettering is preferred, but if this is not
possible, an overlay displaying the desired labelling, should be provided with the figures.
Please note that so-called press-on lettering should be avoided since this is likely to get
damaged during handling and photographic processing of the prints. Slides taken from labelled
prints are also acceptable.

The illustrations should bear the author's name, the orientation (top, bottom etc.) and be
numbered in Arabic numerals according to the sequence of appearance in the text, where they
are referred to as Fig. 1, Fig. 2, etc.

Line drawings should be in black ink on drawing or tracing paper or glossy sharp photographs
of the same.

Photographs should be supplied as clear black-and-white prints on glossy paper, rather than
copies which reproduce detail badly.

Micrographs should have a scale bar, rather than a magnification factor, in the legend. The
degree of reduction will be determined by the Publisher, but in general it should be assumed
that the same degree of reduction will be applied to all figures in the same paper.

If illustrations or other small parts of articles or books already published elsewhere are used in
papers submitted to Virology Protocols, the written permission of author and publisher
concerned must be included with the manuscript. The original source must be indicated in the
legend of the illustration in these cases.

Colour reproduction: Reproduction in colour will have to be approved by the Editor. The
extra cost of colour reproduction will be charged to the author(s). Colour figures should be
submitted as separate prints and not be mounted on cardboard.

Figure Legends: Each illustration must have a title and an explanatory legend. The title

should be part of the legend and not be reproduced on the figure itself. The legends should be
typed with double-spacing on a separate page at the end of the manuscript and begin with the
number of the illustration they refer to. All symbols and abbreviations used in the Figure must



be explained.

Tables should be so constructed that they, together with their captions and legends, will be
intelligible with minimal reference to the text. Tables of numerical data should each be typed
(also with double-spacing) on a separate page, numbered in sequence in Arabic numerals
(Table 1, 2, etc.) and referred to in the text as Table 1, Table 2, etc. The title of the Table
should appear above the Table. A detailed description of its contents and footnotes should be
given below the body of the Table (identified with a, b, c, etc.).

Proofs: Authors should keep a copy of their manuscripts as proofs will be sent to them with
out the manuscript. Proofs will usually be drawn on lower quality paper. Only printer's errors
may be corrected. No change in, or additions to, the edited manuscript will be allowed at this
stage. The author proofs must be returned within 48 h after receipt, preferably by fax or
electronic mail to facilitate speedy publication. If the Publisher receives no reply after
approximately 15 days, the assumption will be made that there are no errors to correct and
the article will be published.

Reprints: A total of 25 reprints of each paper will be provided free of charge to the author(s).
Additional copies can be ordered at prices shown on the reprint order form which will be sent
to the author upon receipt of the accepted manuscript at Elsevier.

Page charge: There will be no page charge for Virology Protocols.

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly and
accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent
back to us in one communication. Subsequent corrections will not be possible, so please
ensure your first sending is complete.

Reproduction in colour will have to be approved by the Editor(s) and Publisher. The extra cost
of colour reproduction will be charged to the author(s). Each illustration must have a legend,

which should be typed with double spacing on a separate page and begin with the number of
the illustration it refers to.

Amino acid sequences, gene maps, etc., should be submitted as figures.

Virus Nomenclature: Authors are requested to follow the guidelines of the International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), as mentioned in Vol. 29 (1996) pp 1-2. The
complete report of the ICTV (The Classification and Nomenclature of Viruses: Sixth Report of
the ICTV, Murphy, F.A. et al., 1995) is available from Sprinter-Verlag.

References should be assembled in alphabetical order on a separate sheet. In the text they
should be referred to by name and year (Harvard System). More than one paper from the
same author in the same year must be identified by the letters a, b, c, etc., placed after the
year of publication. In the text, when referring to a work by more than two authors, the name
of the first author should be given followed by et al. Literature references must consist of
names and initials of all authors, year, title of paper referred to, abbreviated title of periodical,
volume number and first and last page numbers of the paper. Periodicals, books and multi-
author books should accord with the following examples:

Kit, S., Kit, M., Ichimura, H., Crandell, R. and McConnell, S., 1986. Induction of thymidine
kinase activity by viruses with group B DNA genomes: bovine cytomegalovirus (bovine
herpesvirus 4). Virus Res. 4, 197-212.

Howard, C.R., 1986. Arenaviruses. Perspectives in Medical Virology, Vol. 2. Elsevier,
Amsterdam.

Vogel, S.N. and Friedman, R.M., 1984. Interferon and macrophages: activation and cell
surface changes. In: J. Vilcek and E. De Maeyer (Eds), Interferons and the Immune System.
Interferon, Vol. 2, Elsevier, Amsterdam, pp. 35-59.

Abbreviations of journal titles should conform to those adopted by List of Serial Title Word
Abbreviations (available from International Serials Data System, 20 rue Bachaumont, 75002



Paris, France; ISBN 2-904939-02-8).

Please note that the responsibility for the accuracy and completeness of literature references
lies solely with the author(s).

Proofs will be sent to the first-named author of an article, unless an alternative is requested
on the title page of the manuscript. They should be checked carefully and returned by airmail
within 2 days of receipt. Only printer's errors may be corrected: no changes in or additions to
the edited manuscript will be allowed at this stage. The Publisher will proceed if proofs are not
received on time.

Page charges will not be made.

Reprints may be ordered by filling in and returning to the Publishers the order form sent to
the authors: per contribution 50 reprints will be made available free of charge.

Virology Protocols

Virology Protocols is a new feature within the Journal of Virological Methods containing
articles providing detailed descriptions of new and established techniques used in virological
laboratories. The overriding criteria for publication are significant methodological and
experimental relevance and interest to a multidiscipinary audience.

Submission of manuscripts Manuscripts should be complete in all respects (and be
submitted on disk and in triplicate including three copies of all illustrations - see Manuscripts
below). Manuscripts submitted under multiple authorship are reviewed on the assumption that
all listed authors concur with the submission and that a copy of the final manuscript has been
approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities in the
laboratories where the work was carried out. If accepted, the manuscript shall not be
published elsewhere in the same form, in either the same or another language, without the
consent of the Editors and Publisher. Submission of a paper to Virology Protocols is
understood to imply it is not being considered for publication elsewhere.

Editorial Address: Manuscripts should be submitted to:

Professor Arie J. Zuckerman, MD, DSc, FRCP, FRC Path, WHO Center-Viral Diseases, The Royal
Free Hospital School of Medicine, University of London, Rowland Hill Street, Hampstead,
London NW3 2PF, United Kingdom. Tel: +44 207 830 2579, Fax: +44 207 0302070.
Correspondence relating to proofs, publication and reprints should be sent to:

Issue Manager, Virology Protocols, Elsevier Science Ireland Ltd., Bay 15, Shannon Industrial
Estate, Shannon, Co. Clare, Ireland, Tel: +353 61 471944, Fax: +353 61 472144

Manuscripts: The medium of final submission is on disk with accompanying revised
manuscript (see Electronic manuscripts below). Manuscripts should be written in
grammatical English and be accompanied by an abstract, theme, topic, and 3 - 6 key words on
a separate page. As well as the disk copy, three printout copies of each manuscript should be
submitted in double-spaced typing with at least a 4 cm margin on pages of uniform size.
Protocols should be divided into numbered sections headed by a caption (Abstract; 1. Type of
research; 2. Time required; 3. Materials; 4. Detailed procedure; 5. Results; 6. Discussion; 7.
Essential references; 8. References; 9. Quick procedure). The order of subdivision within
sections is as follows: Arabic numerals (e.g. 3.1.), lower case Roman characters (a, b etc.).
Listings should be indicated by dashes. In order to ensure timely publication, no revisions or
updating will be incorporated after the manuscript has been accepted and sent to the
Publisher.

Electronic manuscripts. Electronic manuscripts have several advantages: there is no need
for the re-keying of text, thereby avoiding the possibility of introducing errors and resulting in
reliable and fast delivery of proofs. The preferred storage medium is a 3.5 inch disk in MS-
DOS format, although other systems are also supported, eg NEC and Macintosh (in the latter
case, save your file in the usual manner, do not use the option "save in MS-DOS format").
After final acceptance, your disk plus one final, printed and exactly matching version (as a
printout) should be submitted together to the Editor. It is important that the file on disk and
the printout are identical. Please specify the type of computer and word processing package
used (do not convert your text file to plain ASCII). Ensure that the letter "I" and the digit "1"
(also letter "O" and digit "0") have been used properly, and format your article (tabs, indents,



etc.) consistently. Characters not available on your word processor (Greek letters,
mathematical symbols, etc.) should not be left open, but indicated by a unique code (e.g.
gralpha, @, etc. for the Greek letter f¥). Such codes should be used consistently throughout
the entire text. Please make a list of such codes and provide a key. Do not allow your word
processor to introduce word splits and do not use a "justified" layout. Please adhere strictly to
the general instructions on styles/arrangement and, in particular, the reference style of the
journal. Tables and illustrations will be handled conventionally; the latter should be submitted
as original drawings or glossy prints. Further information may be obtained from the publisher.

Organization of a Protocol

Title page: The title page should contain the following items: (i) complete title (preferably no
chemical formulas or arbitrary abbreviations); (ii) full names of all authors; (iii) complete
affiliations of all authors; (iv) the number of text pages of the whole manuscript (including
figures and tables) and the number of figures and tables; (v) the name and complete address
of the corresponding author (including telephone number, facsimile number and electronic
mail address); (vi) acknowledgements.

Abstract: This should provide a concise description of the purpose of the Protocol and should
not exceed 200 words.

Keywords: Please provide 3 - 6 keywords.

1. Type of research. In this section, relevant published studies should be described concisely
in list form preceded by Roman lower case numeral characters. The published studies should
be appropriately cited.

2. Time required. An estimation of the time required to run the protocol should be given per
separate step and for the whole protocol

3. Materials. The materials used should be described in sufficient detail for the protocol to be
replicated. Animals used should include information on breed, breeder, sex, age, weight and
the maintenance conditions. Furthermore, this section should be divided into two subsections:
(i) Special equipment and (ii) Chemicals and reagents. Any special equipment required should
be mentioned, including details of model type/number and (international) supplier. The source
or supplier of any special equipment should also be stated, in parentheses, after mentioning
the equipment for the first time. A listing (preceded by dashes) of chemicals and reagents
used in the protocol, should be provided, if applicable. Special chemicals and drugs with their
sources or suppliers should be grouped under a separate subheading ("Chemicals" or
"Drugs"). For drugs, generic names should be used; trade names may be given in brackets
where the drug is first mentioned. In case of new drugs or chemicals, a full chemical
description (formula) should be given. The form of the drug used should be indicated.

4. Detailed procedure. This section should include an extensive, detailed and stepwise
description of the procedures used. The individual steps should be described in list form
preceded by Roman lower case numeral characters and correspond with the steps described
under Quick procedure. All companies from which chemicals or materials were obtained should
be listed with their full address.

5. Results. In this section the expected results should be described clearly and concisely, and
in logical order without extended discussion of their significance. Results should usually be
presented descriptively and be supplemented by photographs or diagrams.

6. Discussion. This section should present an assessment of the protocol, problems which
may be encountered, and alternative or support protocols.

This section should be divided into two parts: (i) Trouble-shooting and (ii) Alternative and
Support Protocols. Troubleshooting: Problems that may have been encountered during any of
the procedures should be discussed clearly and concisely, and suitable solutions suggested.
Alternative methods for replacing certain steps in the protocol should be mentioned in
sufficient detail, and clearly indicating at which point in the protocol they should be applied.
Alternative and Support Protocols: If applicable, alternative or support protocols should be
mentioned, clearly stating the advantages and disadvantages of such protocols and be
accompanied by appropriate citation of the literature.

7. Essential literature references. This should mention certain essential reading divided
into original papers, book chapters and review papers. Do not cite the full reference, but just
list the reference number. The total number of references in this section should not exceed
ten.

8. Literature references. Citation of literature references in the text should be given at the
appropriate places using name and year (Harvard System). More than one paper from the
same author in the same year must be identified by the letters a, b, c, etc, placed after the
year of publication. In the text, when referring to a work by more than two authors, the name
of the first author should be followed by et al. All references cited in the text should be listed
at the end of the manuscript on a separate page (also double-spaced) arranged in alphabetical
order of first author. They should consist of names and initials of all authors, year, title of
paper referred to, abbreviated title of periodical, volume number and first and last page
numbers of the paper. The abbreviations of journal titles should conform to those adopted by



List of Serial Title Word Abbreviations, CIEPS/ISDS, Paris, 1985 (ISBN 2904939-02-8).
Periodicals, books and multi- author books should accord with the following examples:
Examples:

Mainan, O.V., Cromeans, T.L. and Margolis, H.S., 1996. Sequence-specific, single-primer
amplification and detection of PCR products for identification of hepatitis viruses, J. Virol. Meth
127-134.

Bentz, J., 1993. Viral Fusion Mechanisms, CRC Press, Boca Raton, FL, 529.

Britt, W.J., 1994. Infections associated with human cytomegalovirus. In R. Glaser and J.F.
Jones (Eds.) Herpesvirus Infections, Marcel Dekker, New York, pp. 59-116.

9. Quick procedure. This section should describe the protocol in a concise, stepwise manner.
The individual steps should be described in list form preceded by roman lower case numeral
characters and correspond with the steps described under Detailed procedure. This section
should contain basic, essential information for the protocol to be replicated successfully.

Illustrations must be submitted in triplicate as unmounted glossy photographs and reach the
Editor in a form and condition suitable for reproduction. If figures are not to be reduced in size
their format should not exceed 13 X 20 cm. Lettering should be clear and of adequate size to
be legible after reduction (2 - 6 mm). Professional lettering is preferred, but if this is not
possible, an overlay displaying the desired labelling, should be provided with the figures.
Please note that so-called press-on lettering should be avoided since this is likely to get
damaged during handling and photographic processing of the prints. Slides taken from labelled
prints are also acceptable.

The illustrations should bear the author's name, the orientation (top, bottom etc.) and be
numbered in Arabic numerals according to the sequence of appearance in the text, where they
are referred to as Fig. 1, Fig. 2, etc.

Line drawings should be in black ink on drawing or tracing paper or glossy sharp photographs
of the same.

Photographs should be supplied as clear black-and-white prints on glossy paper, rather than
copies which reproduce detail badly.

Micrographs should have a scale bar, rather than a magnification factor, in the legend. The
degree of reduction will be determined by the Publisher, but in general it should be assumed
that the same degree of reduction will be applied to all figures in the same paper.

If illustrations or other small parts of articles or books already published elsewhere are used in
papers submitted to Virology Protocols, the written permission of author and publisher
concerned must be included with the manuscript. The original source must be indicated in the
legend of the illustration in these cases.

Colour reproduction: Reproduction in colour will have to be approved by the Editor. The
extra cost of colour reproduction will be charged to the author(s). Colour figures should be
submitted as separate prints and not be mounted on cardboard.

Figure Legends: Each illustration must have a title and an explanatory legend. The title
should be part of the legend and not be reproduced on the figure itself. The legends should be
typed with double-spacing on a separate page at the end of the manuscript and begin with the
number of the illustration they refer to. All symbols and abbreviations used in the Figure must
be explained.

Tables should be so constructed that they, together with their captions and legends, will be
intelligible with minimal reference to the text. Tables of numerical data should each be typed
(also with double-spacing) on a separate page, numbered in sequence in Arabic numerals
(Table 1, 2, etc.) and referred to in the text as Table 1, Table 2, etc. The title of the Table
should appear above the Table. A detailed description of its contents and footnotes should be
given below the body of the Table (identified with a, b, c, etc.).

Proofs: Authors should keep a copy of their manuscripts as proofs will be sent to them with
out the manuscript. Proofs will usually be drawn on lower quality paper. Only printer's errors
may be corrected. No change in, or additions to, the edited manuscript will be allowed at this
stage. The author proofs must be returned within 48 h after receipt, preferably by fax or
electronic mail to facilitate speedy publication. If the Publisher receives no reply after
approximately 15 days, the assumption will be made that there are no errors to correct and
the article will be published.

Reprints: A total of 50 reprints of each paper will be provided free of charge to the author(s).
Additional copies can be ordered at prices shown on the reprint order form which will be sent



to the author upon receipt of the accepted manuscript at Elsevier.

Page charge: There will be no page charge for Virology Protocols.
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Small Ruminant Research

Guide for Authors

Types of contribution

. Original Research Papers (Regular Papers)
. Review Articles

. Technical Notes

. Letters to the Editor

. Book Reviews

. Clinical Case Reports

O~ WNE

Original Research Papers should report the results of original research. The material should
not have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review Articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active
current interest.

A Technical Note is a concise, but complete, description of a limited investigation, which will
not be included in a later paper. Technical Notes should be as completely documented, both by
reference to the literature and description of the experimental procedures employed, as a
regular paper. They should not occupy more than 6 printed pages (about 12 manuscript
pages, including figures, tables and references).

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal,
within 4 months preceding the most current issue, are welcomed. The decision to publish
submitted letters rests purely with the Editor-in-Chief. The Editor-in-Chief also reserves the
right to edit or shorten submitted letters that are accepted for publication. It is hoped that the
publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both the
journal and its readers.

Please submit the original letter and one copy directly to the Editor-in-Chief:
Professor Jean Boyazolgu

Editor-in-Chief

Small Ruminant Research

20 Cours Albert ler

75008 Paris

France

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more
than 2 years old. Book reviews will be solicited. Unsolicited reviews will not usually be
accepted, but suggestions for appropriate books for review may be sent to the Editor-in-Chief.

Clinical Case Reports should document a case or series of cases that are of special interest
because of an unusual presentation, treatment, and/or diagnostic tool. Discussions should cite
sufficient literature to show that the reports are truly unique. They should be as completely
documented, both by reference to the literature and description of any experimental
procedures employed, as a regular paper. They should not occupy more than 5 printed pages
(about 10 manuscript pages, including figures, tables and references).

Submission of manuscripts

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved



the paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of an article by
the journal, the author(s) will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher.
This transfer will ensure the widest possible dissemination of information.

Papers for consideration should be submitted in triplicate to:
The Editorial Office of Small Ruminant Research

P.O. Box 993

1000 AZ Amsterdam

The Netherlands

Fax: +31 20 485 3881

E-mail: health-eo@elsevier.com

Authors should indicate for which section of the journal (Genetics; Health; Nutrition;
Lactation; Physiology; Production) they would like the manuscript to be considered.

Preparation of manuscripts

1. Manuscripts should be written in English. Authors whose native language is not
English are recommended to seek the help of an English speaking colleague before
submitting their manuscripts.

Authors in Japan please note: Upon request, Elsevier Japan will provide authors with a list
of people who can check and improve the English of their paper (before submission). Please
contact our Tokyo office: Elsevier Japan, 1-9-15, Higashi-Azabu 1-chome, Minato-ku, Tokyo
106-0044, Japan; Tel. (+81) 3-5561-5032; Fax: (+81) 3-5561-5045; E-mail:
info@elsevier.co.jp

2. Submit the original and two copies of your manuscript. Enclose the original illustrations
and two sets of photocopies (three prints of any photographs) and two return address labels.
3. Manuscripts should be typewritten, typed on one side of the paper (with numbered lines,
not to exceed 25 lines per page), with wide margins of 3-4 cm and double spacing
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript,
including the title page, references, tables, etc. should be numbered in the upper
right-hand corner. However, in the text no reference should be made to page numbers; if
necessary, one may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the
text.

4. Manuscripts in general should be organized in the following order:

Title (should be clear, descriptive and not too long)

Name(s) of author(s)

Complete postal address(es) of affiliation(s)

Full telephone and fax numbers, and e-mail address of the corresponding author

Present address(es) of author(s) if applicable

Complete correspondence address (including postal or zip code) and e-mail address to which
the proofs should be sent

Abstract

Keywords (maximum 5). Please refer to the cumulative indexes (Vol. 50, Issue 3).
Introduction, including previous literature and purpose of study

Material studied, area descriptions, methods, techniques, description of animals, climate in
field studies, statistical analyses

Results

Discussion

Conclusion

Acknowledgements and any additional information concerning research grants, etc.
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Tables

Figure captions

5. In typing the manuscript, titles and subtitles should not be run on within the text. They
should be typed on a separate line, without indentation. Use lower-case lettertype.

6. Sl units should be used (international metric standards).

7. If a special instruction to the copy editor or typesetter is written on the copy it should be
encircled. The typesetter will then know that the enclosed matter is not to be set in type.
When a typewritten character may have more than one meaning (e.g. the lower case letter |
may be confused with the numeral 1), a note should be inserted in a circle in the margin to
make the meaning clear to the typesetter. If Greek letters or uncommon symbols are used in
the manuscript, they should be written very clearly, and if necessary a note such as "Greek
lower-case chi" should be put in the margin and encircled.

8. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision manuscripts and




illustrations which are not in the proper form given in this guide.
Electronic manuscripts

Electronic manuscripts have the advantage that there is no need for the rekeying of text,
thereby avoiding the possibility of introducing errors and resulting in reliable and fast delivery
of proofs.

For the initial submission of manuscripts for consideration, hardcopies are sufficient. For the
processing of accepted papers, electronic versions are preferred. After final acceptance,
your disk plus two, final and exactly matching printed versions should be submitted together.
Double density (DD) or high density (HD) diskettes (3.5 or 5.25 inch) are acceptable. It is
important that the file saved is in the native format of the wordprocessor program used. Label
the disk with the name of the computer and wordprocessor package used, your name, and the
name of the file on the disk. Further information may be obtained from the Publisher.

Abstracts

1. All articles should start with an abstract in English. The abstract should be clear, descriptive
and not longer than 400 words.

2. The abstract should state briefly and specifically what the paper reports, summarize
conclusions, point out new information and indicate the relevance of the work. The abstract
should be able to stand as an independent entity.

Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal.
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions
of a table. Tables should be as simple and as few as possible.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or
more tables.

3. Drawn tables, from which prints need to be made, should not be folded.

4. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

5. Each table should be typewritten on a separate page of the manuscript. Tables should never
be included in the text.

6. Each table should have a brief and self-explanatory title.

7. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of
units of measurement should be added between parentheses.

8. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the
columns instead.

9. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at
the bottom of the table.

Illustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted separately,
unmounted and not folded.

2. Nlustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should
be made in the text to each illustration.

3. Each illustration should be identified on the reverse side (or, in the case of line drawings, on
the lower front side) by its number and the name of the first author. An indication of the top
of the illustrations is required in photographs of profiles, thin sections, and other cases where
doubt can arise.

4. lllustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind.
lllustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

5. Lettering should be in Indian ink or by printed labels. Make sure that the size of the
lettering is big enough to allow a reduction of 50%b6 without becoming illegible. The
lettering should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of
the journal.

6. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that
must be changed with reduction.

7. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be
typed on a separate sheet of the manuscript.

8. Explanations should be given in the typewritten legend. Drawn text in the illustrations



should be kept to a minimum.

9. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity. Sharp and glossy
copies are required. Reproductions of photographs already printed cannot be accepted.

10. If, together with your accepted article, you submit usable colour figures, Elsevier will
ensure that these figures appear free-of-charge in colour in the electronic version of your
paper, regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed
version. Colour illustrations can only be included in print if the additional cost of reproduction
is contributed by the author: you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please note that because of technical complications
which may arise by converting colour figures to ‘grey scale' (for the printed version, should
you not opt for colour in print), you should submit in addition usable black and white prints
corresponding to all the colour illustrations.

11. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL:
http://authors.elsevier.com/artwork .

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit the journal's
home page and click on the left-hand side link to the Author Gateway.
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1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text
of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of
author's names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the authors' name (without initial) and year of publication, followed - if
necessary - by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has
shown that..."; "This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".
3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the
name of the first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should
never be used in the list of references. In this list, names of the first author and all co-authors
should be detailed.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of
references should be arranged alphabetically by first authors' names, and chronologically per
author. If an author's name in the list is also mentioned with co-authors, the following order
should be used: publications of the single author, arranged according to publication dates -
publications of the same author with one co-author - publications of the author with more than
one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 1974a,
1974b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Greyling, J.P.C., van der Nest, M., Schwalbach, L.M.J., Muller, T., 2002. Superovulation and
embryo transfer in South African Boer and Indigenous feral goats. Small Rumin. Res. (43) 45-
51.

b. For edited symposia, special issues, etc. published in a periodical

Morand-Fehr, P., Richard, A., Tessier, J., Hervieu, J., 2002. Effects of decoquinate on the
growth and milk performance of young female goats. In: Robinson, A., Sherman, D. (Eds),
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c. For books
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d. For multi-author books



Beynen, A.C., Festing, M.F.W., van Montfort, M.A.J., 2001. Design of animal experiments. In:
Van Zutphen, L.F.M., Baumans, V., Beynen, A.C. (Eds), Principles of Laboratory Animal
Science, Revised Edition, Elsevier, Amsterdam, pp. 219-249.

6. Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references in accordance with
BIOSIS Serial Sources, published annually by BIOSIS. The correct abbreviation for this journal
is: Small Rumin. Res.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated,
and a notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.
In the case of Latin alphabets other than English (French, German, Spanish, etc.) an English
translation should be given between parentheses after the original title.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited
in the reference list but may be mentioned in the text.

Formulae

1. Formulae should be typewritten, if possible. Leave ample space around the formulae.

2. Subscripts and superscripts should be clear.

3. Greek letters and other non-Latin or handwritten symbols should be explained in the margin
where they are first used. Take special care to show clearly the difference between zero (0)
and the letter O, and between one (1) and the letter i.

4. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.
5. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

6. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general
only equations explicitly referred to in the text need be numbered.

7. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Also powers of e are
often more conveniently denoted by exp.

8. Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are "P<
0.05,”"P< 0.01 and ""P< 0.001.

9. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca® , notas Ca*™.

10. Isotope numbers should precede the symbols, e.g. *20.

11. The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably
possible; instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made
in the case of a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being
described as the end product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P,0s).

Footnotes

1. Footnotes should only be used if absolutely essential. In most cases it will be possible to
incorporate the information in normal text.

2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept
as short as possible.

Nomenclature

1. Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the
International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological
Nomenclature.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific names when the English term is first used, with the exception of common domestic
animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when
first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the ITUPAC-1UB Combined Commission on
Biochemical Nomenclature should be followed.

Copyright

1. Authors, when quoting from someone else's work or when considering reproducing an
illustration or table from a book or journal article, should make sure that they are not



infringing a copyright.

2. Although in general authors may quote from other published works, they should obtain
permission from the holder of the copyright if they wish to make substantial extracts or to
reproduce tables, plates, or other illustrations. If the copyright-holder is not the author of the
quoted or reproduced material, it is recommended that the permission of the author should
also be sought.

3. Material in unpublished letters and manuscripts is also protected, and must not be
published unless permission has been obtained.

4. A suitable acknowledgement of any borrowed material must always be made.
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of the manuscript. Only typesetter's errors may be corrected; no changes in, or additions to,
the edited manuscript will be allowed.

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly and
accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections
are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be possible, so
please ensure that your first sending is complete.
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Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to
proofs, are provided after registration of an article for publication.

Offprints

1. Fifty offprints will be supplied free of charge (100 for Review Articles).

2. Additional offprints can be ordered on an offprint order form, which is included with the
proofs.

3. UNESCO coupons are acceptable in payment of extra offprints.

Author Services

Authors can also keep a track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts
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Dr. Petra Hensel

Institut fir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen
An den Tierkliniken 1

04103 Leipzig, Germany

Please submit your manuscript on diskette, zip, or CD-
ROM with three hardcopies and retain a copy for
yourself. When sending slides please include two
additional prints of each slide. Manuscripts must
conform to the journal style and should be submitted in
the final version containing all revisions. Upon
acceptance of your manuscript, you will receive a
Copyright Assignment Form to be returned to the
Editor-in-Chief within five days. This form includes,
among other items, your complete correspondence
address, the copyright transfer agreement, and the
guidelines for colour print charges.

The reviewers evaluate the papers, and the Editor-in-
Chief decides on acceptance, changes, or rejection. No
changes will be made without the approval of the
author.

Your manuscript will be destroyed three months after
publication. Only appropriately marked originals will be
returned. The publisher cannot be held responsible for
any damage or loss through the post.

3. REQUIREMENTS FOR MANUSCRIPTS
3.1. Format

Three copies of manuscripts should be submitted
together with a diskette. The manuscript must be
typewritten on one side of DIN A4 paper (21 x 29.7 cm
or 8.5 x 11"), with a left-side margin of 4 cm and double-
spaced lines. Preferably, lines should be numbered,
starting each first line on every new page with 1.

On page one of the manuscript the name of the
institution, the place where the work was carried out, the
title of the manuscript, the names of the authors, the
addresses of the authors, the e-mail address of the
corresponding author and the number of figures and
tables of the manuscript must be given. Each original
article should be divided into Summary, Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion and
References. Summaries should not be longer than 20
lines, each about 60 letters, for original papers, or 10
lines at 60 letters each for Short Communications.
Results should be presented either in a table or a figure,
not both.

The manuscript comprises a printout of the text and a
list of all figures and tables with their captions and titles
on a separate piece of paper. We ask that you convey
the essential information within the first 60 characters of
the captions to accommodate the online edition. Each
figure, table, and bibliographic entry must have a
reference in the text. For all figures please include
reproduceable artwork (marked with the author's name,
short title, and figure number). Any corrections
requested by the reviewer should already be integrated
into the file.

The data carriers (diskette, etc.) must be PC/Windows-
compatible and may not contain any files other than
those for the current manuscript. Please include a list of
the files, noting the file name, the computer program
and its version number. Please do not import the figures



into the text file. The text should be prepared using
standard software (Microsoft Word, Word Perfect) or
saved in rtf format; do not use automated or manual
hyphenation. Please do not include footnotes.

For further information please consult:
http://www.blackwellpublishing.com/authors/journal.asp.

3.2. Length

Original papers should not exceed 20 typewritten
pages, including illustrations, tables and references.
Short Communications should not exceed 5 typewritten
pages, including figures, tables and references. Short
Communications may be published more rapidly.
Review articles - including illustrations, tables and
literature references - should not exceed 40 typewritten
pages (format DIN A4 or 8.5 x 11"). The number of
illustrations and tables must be kept to a minimum.

3.3. Units, Abbreviations and Nomenclature

All specifications must be stated according to the S.I.
system. Concentrations of chemical solutions are to be
given in mol/l. All other concentrations should be given
in % (volume or weight).

Any abbreviations of chemical, biological, medical or
other terms should only be employed when it is certain
that they are internationally known. The full name must
be stated in brackets when the abbreviation is first used.

All biological, medical, chemical or other terms should
be used according to the most recent recommendations
of the respective international nomenclature. Enzymes
should be given in I.U. (International Units), according to
Enzyme Nomenclature (Elsevier Publishing Co., 1965).
In the case of commercially obtained substances or
reagents, when they are first mentioned in the text, the
name and address of the manufacturer or supplier
should be given as a footnote. Products (preparations
etc.) with a registered trademark should be marked with
®.

Bacterial names should be in accordance with the latest
edition of Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (The Williams and Wilkins Co., Baltimore).
Viruses are to be given the classification and names
recommended by the International Committee on the
Nomenclature of Viruses.

Names of micro-organisms and zoological hames will
be printed in italics and should be underlined in the
manuscript.

3.4. lllustrations and Tables

Figures should be saved in a neutral data format such
as TIFF or EPS, and a printout should always be
included. Powerpoint and Word graphics are unsuitable
for reproduction. Please do not use any pixel-oriented
programmes. Photographs or drawings submitted for
publication with the manuscript must be of high quality,
distinct and well-focused, if they are to be suitable for
reproduction. Scanned figures (only in TIFF format)
should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to
1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction
size. Please submit the data for figures in black and
white. However, colour photos can be reproduced in
black and white (with a possible loss of contrast).
Figures printed in colour are subject to an added



charge. Colour print charges are explained on the
Colour Work Agreement Form. Colour graphics
should be created using the CMYK colour palette (print
colours), not RGB (monitor colours). There is a charge
for alterations to figures when carried out by the
publisher.

Please note that figures will generally be reduced to fit
within the column-width or the print area. This means
that numbering and lettering must still be readable when
reduced (e.g. maps) and that the scale might not
correspond with the original (microscopic pictures),
thereby invalidating references to scale in the text. If a
figure is to be cropped, please mark the lines on a
photocopy or tracing paper. Printouts should be made
with a laserprinter at the highest resolution (> 600 dpi).
If artwork is to be scanned, line drawings should only be
contour drawings without halftones (shades of grey).
Please do not use patterns; rough hatching is possible.

Graphs with an x and y axis should not be enclosed in
frames; only 2-dimensional representations. Do not
forget the labels and units. Captions for the figures
should give a precise description of the content and
should not be repeated within the figure.

Tables should be created using the table function.

In the case of figures or tables taken from already
published material, their source must be stated, and
copyright waivers must be obtained.

3.5. References

Each original paper should include bibliographical
references which should be restricted to the necessary
minimum. The name of the journal in which the paper
cited appears should be listed in the form of the
abbreviated title from the cover of the journal
concerned, otherwise use the abbreviations contained
in a Bibliographic Guide for Editors & Authors from
Chemical Abstracts, which is available in all major
libraries, or the World List of Scientific Periodicals, 4th
ed., London 1963-65. Anonymous contributions should
be placed at the beginning of the list of references. The
list of references should be in alphabetical order of first
authors' names.

Each reference should contain the following data:

First author's surname in capital letters followed by the
initials of given hames and other authors with initials
preceding the surname, year of publication (no
brackets), title of the paper, abbreviated title of journal,
volume number - in bold - and page numbers, e.g.

Gothe, R., Y. Gold, and A. Kraiss, 1986: On the
subspecific validity of Rhipicephalus mimeticus Donitz,
1910. J. Vet. Med. B 33, 47-59.

Books or other separate publications should be quoted
as follows:

Author(s) with surname in capital letters, initials of given
name(s), year of publication (no brackets), book title,
publisher, publishing place, e. g.: Bisping, W., and G.
Amtsberg, 1988: Colour Atlas for the Diagnosis of
Bacterial Pathogens in Animals. Paul Parey Scientific
Publishers, Berlin.

References in the text to literature in the References



should be given by placing in parenthesis the name(s)
of the author(s), adding the year of publication (e.g.:
Thein and Hértl, 1986).

3.6. Laboratory Animals

In the case of a research project in which experimental
animals were involved the authors are requested to give
precise details about the animals in the interest of
reproducibility of the findings (e.g. source, breeding,
pathogen-free, conventional, weight) and their
maintenance (standard diet, environment etc.). In
addition, it is necessary to document that all procedures
with animals were carried out in accordance to
appropriate humane methods.

4. COPYRIGHT

Publication in the journal can only take place under the
condition, that the manuscript has not been published or
submitted for publication elsewhere. Upon submission
of the manuscript to the publisher, the author certifies
that neither his contribution nor any foreign text or
figures contained therein that he procures infringe upon
the rights of a third party, and that he alone is
authorized to dispose of the existing right of utilization
with regard to copyright. The author will refrain from any
other duplication and distribution or digital transfer and
reproduction (e.g. on the Internet) during the period of
the contract. For the duration of the lawful copyright, the
author grants the publisher regardless of location the
exclusive right of duplication and dissemination (right of
publication) without restriction as to the intangible
reproduction of the article, the right to make the article
available to any individual online as well as the right of
issuance of licenses to third parties nationally and
abroad for the exercise of the granted ancillary rights.
The publisher is authorized to make use of the
utilization rights to which he is entitled; however, he is
not obligated to do so.

5. PROOF CORRECTION AND OFFPRINTS

When you receive proofs of your article, please check,
sign and return them without delay. As changes to
proofs are costly, we ask that you only correct
typesetting errors.

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF
(portable document format) file. The e-mail server must
be able to accept attachments up to 4 MB in size.
Acrobat Reader will be required in order to read this file.
This software can be downloaded (free of charge) from
the following Web site:

www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.htmil.

This will enable the file to be opened, read on screen,
and printed out in order for any corrections to be added.
Further instructions will be sent with the proof. Proofs
will be posted if no e-mail address is available; in your
absence, please arrange for a colleague to access your
e-mail to retrieve the proofs.

Instead of an honorarium the author will receive 25 free
offprints. Additional offprints can be ordered on the form
attached to the proofs. Orders placed at a later date are
subject to a higher charge. Offprints and complimentary
copies will be sent to the corresponding or first-named
author for distribution, unless otherwise noted on the
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CELULAS DE MEMBRANA SINOVIAL CAPRINA PARA PESQUISA
DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPR)

CALLADO, A. K. C.}; CASTRO, R. S2; NASCIMENTO, S. A2; COSTA, L. S. P.2; OLIVEIRA, M. M. M.2; ALENCAR, C. A. S 3;
BENEVIDES, R. G.2; LIMA, V. LML

1Universidade federal de Pernambuco-Curso de Doutorado em Ciéncias Bioldgicas.; 2Universidade Federal Rural de Pernambuco-Depto. de
Medicina Veterinaria.; 3Laboratério de Apoio Animal do Ministério da Agricultura.

INTRODUGAO

Os pequenos ruminantes podem ser infectados por um grupo de
lentivirus, genericamente denominados de Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR), que compreende varios isolados distribuidos,
basicamente, em dois grupos filogenéticos, cujos protétipos sédo os
virus Maedi-Visna (MVV) e Artrite-encefalite Caprina (CAEV), que causam
doencas degenerativas progressivas lentas, determinando importantes
perdas econémicas (Castro et al. 1999).

As culturas celulares séo rotineiramente utilizadas na biotecnologia
para, dentre outras coisas, producdo de proteinas para diagnéstico. O
cultivo primario de células da membrana sinovial € amplamente utilizado
para isolamento, identificacdo, propagacdo, titulagdo e deteccdo de
anticorpos neutralizantes de LVPR. Entretanto, estas células apresentam
limitada capacidade de divisdo em cultura e apés aproximadamente 25
passagens atingem estado de senescéncia celular ou de néo-
proliferacéo. Este trabalho teve como objetivo a otimizagéo da producéo
celular.

MATERIAL E METODOS

As células de membrana sinovial (MS) foram obtidas de fetos
caprinos soronegativo para LVPR (ABREU et al., 1998; CALLADO et al.,
1999). As culturas de explantes foram estabelecidas como segue:
articulagdes intercarpais de ambos os membros foram assepticamente
abertas e a membrana sinovial obtida com minimo tecido periarticular,
através de dissecacdo cuidadosa. As membranas foram umedecidas
com Meio Essencial Minimo [MEM-Eagle com penicilina, estreptomicina e
anfotericina B], acrescido de 20% de soro fetal bovino (SFB),
seccionadas em fragmentos de 0,5 a 1,0 mm de diametro e colocados em
garrafas de cultivo de 25 cm? , incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO,. Ap6s aproximadamente 30 minutos, foi adicionado 2.0 ml de MEM,
suficientes para cobrir os explantes. Passados cinco dias, quando foram
evidenciados adesdo e crescimento celular, os fragmentos foram
removidos e transferidos para outra garrafa. A remocdo dos e a
transferéncia dos explantes foi realizada por seis vezes. As células
foram rotineiramente subcultivadas apés tripsinizagcdes (associacdo
tripsina a 0.2% e acido etileno diamino tetracético a 0, 02%), com
intervalo de sete dias, na proporcdo de 1:3 e mantidas em MEM
acrescido de 10% de SFB.

A sensibilidade das células da membrana sinovial a infeccdo por
lentivirus foi estabelecida utilizando 4 amostras de LVPR: CAEV Cork
(CORK et al., 1974), Maedi-Visna K1514 (SIGURDSSON et al., 1960),
BrPel-01 e BrMg2-03 (CASTRO et al., 1999). As monocamadas de MSC
subconfluentes foram inicialmente infectadas com 1ml (por garrafa de75
cm?) da suspenséo original, estocada em N, liquido, diluida 1:5. Ap6s 1
hora a 37°C o inoculo foi removido e substituido por 25 ml de MEM
contendo 2% de SFB. As células foram avaliadas diariamente para
observacdo do aparecimento de sincicio durante 30 dias, apds o qual as
garrafas foram coradas para avaliagdo qualitativa, com base no efeito
citopatico, da replicagéao viral.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A obtencdo de monocamadas de células a partir do aproveitamento
dos explantes de MS dos carpos de fetos caprinos forneceu 8 garrafas
de cultura celular de 25 cm? de area de cultivo por feto. A metodologia
rotineiramente utilizada no nosso laboratério permitia a obtencéo de
apenas 2 garrafas de cultura celular de 25 cm? de area de cultivo por feto
pois ap6s o estabelecimento da nova monocamada os fragmentos eram
removidos e descartados. O melhor rendimento da metodologia com o
aproveitamento dos explantes é de significativa importancia
considerando-se as dificuldades na obtencéo de fetos no matadouro, no
processamento, na manutencdo e no congelamento de células primarias
além dos riscos da introducdo de agentes infecgiosos na manipulagéo
de material proveniente de matadouro.

Sabe-se que células em alta passagem podem reduzir a eficiéncia
na replicacéo viral. O desejavel é a utilizagcdo das células em baixa
passagem para a producdo de particulas virais. Os explantes foram
removidos e transferidos para outra garrafa por seis vezes, obtendo-se,
desta forma, células primarias em diferentes passagens no mesmo
intervalo de tempo, possibilitando a sua utilizagcdo para replicagéo viral
ainda nas primeiras passagens.

Um fator limitante para o melhor rendimento da producéo celular
através do aproveitamento dos explantes foi o tamanho dos fragmentos.
Os fragmentos menores foram perdidos durante a remocdo e
transferéncias sucessivas.

As células foram rotineiramente subcultivadas ap6s tripsinizacdes e
mantiveram-se em niveis satisfatérios de vitalidade, produtividade e
permissividade a replicacdo das amostras padrdo de LVPR por mais de
25 subcultivos, como previamente observado (ABREU et al., 1998;
CALLADO et al., 1999). Figura 1.

Figura 1: Efeito citopatico de lentivirus de pequenos ruminantes em
células de membrana sinovial caprina coradas pelo corante de Giemsa
(100x). A. Monocamanada néo infectada. B. Inicio da formagé&o de sincico
pela amostra BrPel-01. C. Sincicio causado pela amostra BrMg2-03. D.
Sincicio causado pela amostra CAEV Cork. E. Sincicio causado pela
amostra Maedi-Visna K1514.

CONCLUSOES

O aproveitamento dos explantes de MS dos carpos de fetos caprinos
forneceu rendimento maior de garrafas de cultura celular por feto
caprino, possibilitando a utilizagéo, para replicagédo viral, de células nas
primeiras passagens.
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Os papllomavirus sio um grupo de virus de DNA dupla fita. No gado
sels tipos de papllomavirus bovino (BPV) sdo os mals estudados. A
Infeccdo por BPV causa: verrugas cutdneas (0PV-1 ¢ BPV-2),
papllomatose e cdncer do trato gastrointestinal superior (BPv-4),
papllomatose de teto e ubere (BPV-1, BPV-5 e BPV-6), pénis (BPV-1) ¢
cancer trato urinarlo (BPV-1 e BPV-2). Isto torna a papllomalose uma
doenca de Importdncla sanitirla ¢ econdmica. As proteinas L1 e 12
sao responsavels pela montagem do caplsideo sendo que, a proteina
11 compie 90% do capsideo, Quando expressas em sistemas e
eapressdo eucatiotioos, as proteinas EEsao caprzes e se onggantzarem
com “virus-like particles™ (VEPs) As VEPs sdo indistinglivels dos sitons
natlvos e preservam os epltopos conformaclonals necessarios d
inducdn de anticorpos neutralizantes. Por ndo conterem o genoma
viral, as VLPs ndo sio Infecclosas ou oncogfnlcas. Representam,
portanto, candidatas atrativas para o desenvolvimento de vacinas
profildticas contra o papllomavirus. No Brasil, a papllomatose assume
proporgoes enddmicas sendo de grande Imporldnca o seo controle.
A producio de uma vacina efetiva contra a papllomatose serla de
fundamental neste controle. Neste estudo esta sendo avallada a
producdo de VLPs contra o papllomavirus bovino tipo 4 (BPv-4) em
sistemas de expressao heterologa. Para tanto, primers especificos
para o gene L1 do capsideo viral de BPV-4 foram construidos com
hase nas sequénclas depositadas no Gene Bank. Estes primersforam
uttlzados para amplificar por PCR o gene F1a partie de plasmidens
contendo o genomasital completo de BIv- O produto amplificado
fol purlficado e clonado vetor pME/AS-HISO-TOPO timvitrogen), As
construcdes pMTLIEA e pMTLIBAVS-HIs6 foram analisadas quantc a
presenca e orlentagado do gene 11 por melo de digestio enzimdtica.
A fase de leltura fol conflimada por sequendamento, Os resultados
obtidos mosttam que esta fase fol conduida com sucesso com a
obtencdo das construgaes contendo o gene UL de BPV-
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A papilomatose bavina que dinicamente consisie no aparecimento
do lesoes culineas verrucosas ¢ uma doenga de caracteristicas
endémicas e de distiibuicao mundial, ja diagnosticada em diversos
paises. Muito se tem discutido sobre o estabeledmento das Infeccoes
e a espedficidade desses virus em relacdo an hospedelo ¢ ledidos
infectados. [m bovinos, a forma mals comum de transmissdo ¢ a
horlzontal atraves do contato direto entre animals portadores de
lesaes cutdneas caracteristicas, Fssas lesdes sdo geralmente benignas
podendo regredlr espontaneamente ou se malignizar quando o
animal é exposto a fatores ambientals carcinogénicos ou
IMUNOSSUessSores como a quercitina, flavondlde presente no broto
da samambala {Precdefiven agedfinum var, anteneoldeopnn), comum em
solos dcldos, A papllomatose persistente em vacas lem Tevarlo A
Instalacdo de mamites, além de dificultar a amamentagdo de bezerros
e impossibilitar a ordenha, obrigando o descarte dos animals. O
objetivo desse estudo fol avaliar a distribulclo  geografica da
papllomatose bovina em rehanhos leltelros do vale do ParaibaSe,
atraves da Inspecio dos animals para verflicacio de manifestacin
dinica da doenca. Toram observadas lesoes cutdneas caracteristicas
espalhadas por lodo o corpo do animal, em 2169 proprledades
leltelras Investigadas, sendo que em algumas, papllomas culdneos
eram verificados em até 40% dos animals. [sses dados diferem
acentuadamente daqueles fornecidos pelos 6rgaos oficlals, uma vez
que a papllomatose ndo ¢ classificada como doencga de notificacdo
obrigatdria, ficando a crltérlo do criador ou do médico velerindrlo a
comunlicacio. O resultado dessa primelra avallacdo deu orlgem a
L Btense taballie de iy estigag dodos Hpos sioads nuls fregilentes
e das possivels vias de transmissdo do vinoes.
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Lia Vale, Q.F.: Gublo, S.C.; Patrlcia, B A Silvia, LS.

O Rotavirus (RTV), virus membro da familia Reaviddae, lem sido
identificado mundialmente como o mals importante agente etiologico
de diarrélas agudas ndo bacierlanas tanto em animals como humanos.
As manifestacdes clinlcas da doenga ndo sao sulldentes para permitie
o dlagnostico, J& que os sintomas podem ser confundidos com
diarrélas causada por outros patogenos. Neste caso o diagnostico
requer a deteccio do vitus ou de antigenos virals of ou a
demonstragdo de uma resposta sorolnghea Com o proposita de
contribulr ao diagnostico o controle das rotaviroses na nossa regido,
foram produzidos anticorpos monocdonais (AcM) contra Rotavlirus
Bovino para seu uso como ferramenta de diagnostico. Materkals ©
Métodos: Camundongos Ballt/e Toram imunizados com a Rotavitus

bovino cepa Nebraska, Os esplenocitos destes anlmals forma
fuslonadas com ¢ &lulas de mieloma SP2:0 utilizando Polietilenglicol.
As células hibridomas produtoras de anticorpos foram seleclonadas
e 05 A produzidos foram caracterzados uttlizando as técnicas de
Isotipificacdo de Imunoglobulinas, EUISA, Soroneutralizacdo,
Imunofluorescencia indireta (111 e Westem-Blot. Também fol realizado
um teste de FLISA Indireto de captura para o uso dos AcM na detecgao
de antigenoviral nas fezes. Resultados: foram obtidos um total de 9
clones produtores de Acsy contra RTY, os quals <o comportaram em
Toarna esstned e con produg o contiona de antieorpos. A dsotipilloagdo
revelou que dos nove A, B eram do tpo 1QG2a, ¢ somente um (1)
era do tpo 196G 1. Todos 0s 9 AcA reagiam posithamente a 1F1 e ELISA,
Noleste de Soroneutrallzacdo dnco (5) Acv reagiam positivamente
mostrando sua capacidade de neutralizar a infeccosidade da particula
viral, senhum dos Aoyt produszidos reaghrem posithhamente ao
westem:-hlot, o processo de desnaturacdo das proteinasadrals durante
A teentca pode ter sido um dos fatores do resultado negativo, No
LHISA Indireto de captora para deteccdo de antigeno viral nas fezes,
sete (7) A mostrardo reagle posithamente detediando a presenca
do virus em fezes previamente diagnosticadas como positivas
segundo tesles de referencla para deteccdo de Rotavirus em fezes.
Portanto, estes 9 ACM estdo sendo analisados para uma melhor
caractetlzacao hloquimlca, mas os resultados abtidos atd o momento
mostraram efici b e potendal nso comao feramentas de diagnostico,

Palasas Chave: Bolavitus bovino, Anticorpos monodlonals, TLSA,
Diagnadstico.
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CAPRINOS LEITEIROS DO ESTADO DE PERNAMBUCO

Callodo, A & € Falcio, LEC A Castro, RS Olivetra, EL.C% Talcdo
f1ho, ALC AL Arruda, .10 Nasdmento, S A Campos, KA Melo,
LEHL: Menezes, VLA

As lenthviroses de pequenos rcuminantes (IVPR), causadas pelos virus
CALY e Mactdivisng, sdo doencas degenerativas progresshas cronicas
que acometem capinos e ovinos de todas as ragas ¢ Idades. As VR
Pt s manilestar s forma anteitica respriratoda, mamdiela e
Netvosa O mestio alingie winos argddos com peda de pesa e
detihdade ate a motte do antmal, Entretanto, @ malon parle dos
antmals permanece todavida sem desemvoher sintoma da Infeccdo
com tisco potendlal de tansmitic o virus, A principal forma de
transmissdn do vitus @ attases da ingestio de colostro efou lelle
proveniente de animats infectados. A identificacao dos animais
fectados assod bt an descarte e/ou separacio sio os prindpals
melos implementados para presenis a disseminacdo da doenga. Com
o objetho de conhecer situacdo epldemiologica das PR em caprinos
do Estado de Pernambuco, fol felto um levantamento sorolaglco nos
anos de 2002 a 2003, Para Isto foram testados todos os animals de
26 rebanhos leiteiros, distiibuidos em 4 regloes do Estado de
Pemambuco. A detecgdo de anticorpos fol felta atraves do teste de
imunodifusiao em gel de Agar UDGAY utilizando antigeno CARV Cark
produsido na b TREPE Dos antimals testados, 22 S0 o 110 toram
constderados positivos, distiibuidos em 76,92% 120/ 26) dos rebanhos,
Dos rebanhos posithos, sete possuiam até 10% de animals positivos,
ofto entre 10 ¢ 25% e dnco, mals de 25%. Estes dados Indicam que
as VPR alnda representam problema santtitio para o rebanho leltelo
do Tstado de Permambuco. Sedidas de controle devem ser adotadas
para evitar a4 disseminagdo dainfeccio e os passivels reflesos
coondmlcos pary a caprinocultur,

Viaboratonio de Apolo Animal do MARA - LAPARECIE.. Recife, PE.
/ tUniversidade federal de Pernambuco - Departamento de
Bloquimica. Reclfe-PL. / ' Universidade Federal Rural de Pernambuco
- Departamento de Medicdna Veterndra, Recife PE. /4 Médico
veterindrio,

111 ANTICORPOS CONTRA LINTIVIRUS DE PEQUENOS
RUMINANTES {CALV E MAEDI-VISNA) EM OVINOS
SANTA INES DO ESTADO DE PERNAMBUCO

Falcdo, LS. PCA. Campos, kAT Callado, A KO Castro, RS Olivelra,
£)C: talcio Hho, \UC A Nasamento, S 4 Aelos LER Arruda, BT

Os Lenthvitus de Pegquenos Buminantes VPR (CARY ¢ Maedivisna)
sdo vitus de grande importdnda e tem sido motho de grande
preacupacdo para os vros produtores e pesquisadores onde a
caprno-ovinocultura ¢ empregada. Fles possuem um dificil controle,
entre outras eaisas, pelo fato de ndo existiremovacinas o podem levar
a grandes perdas econdmicas devido 3 sua disseminacdo lenta e,
freqientemente. a nio apresenticdo de sintomas dintcos, No Estado
de Pemambug o ndo ¢ conhecdat Trequénoiy de VPR em ovinos de
ragas espec iz adas, mas sabe se gque e eles o em mpr!f\mlvnrlrm,
¢ balva em captines e ovinos sem oaca detinlda (SRD). Por Isto, é
Importante a conducdo de um levantamento sotologlco para
lentivitases em ovinos de raca pura come os da Santa Inds que <o
antmnals amplaniente gt zoados pany o maethonmento genetitn dns

e
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INTRODUCAO

As Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR)
sao doencas degenerativas progressivas cronicas
gue acometem caprinos e ovinos de todas as racas
e idades, determinando importantes perdas
econdmicas (Narayan et al., 1997).

As LVPRs podem se manifestar na forma artritica,
respiratéria, mamaria e nervosa ou mesmo atingir
varios 6rgdos com perda de peso e debilidade até
a morte do animal, causando infec¢des
persistentes com periodo de incubacdo longo.
Entretanto, a maior parte dos animais permanece
toda a sua vida sem desenvolver sintoma da
infeccdo com risco potencial de transmitir o virus.
A principal forma de transmissdo é através da
ingestdo de colostro e/ou leite proveniente de
animais infectados. A infeccdo também pode ser
introduzida por via respiratéria (HUSSO et al.,
1988).

A identificacdo dos animais infectados associado
ao descarte e/ou separacdo sao 0s principais
meios implementados para prevenir a
disseminacado da doencga (Castro, R. S., 1998).

METODOLOGIA

Com o objetivo de conhecer situacao
epidemioldgica das LVPR em caprinos do Estado
de Pernambuco, foi feito um levantamento
sorolégico nos anos de 2002 a 2003. Para isto
foram testados todos os animais de 26 rebanhos
leiteiros, distribuidos nas Regi6es Agreste (16
rebanhos), Sertdo (1 rebanho), Zona da Mata (4
rebanhos) e Metropolitana Sul do Recife (6
rebanhos) do Estado de Pernambuco, nas quais se
criavam caprinos da raga Saanen, Anglo Nubiana,
Murciana e Parda Alpina.

A deteccado de anticorpos foi feita através do teste
de imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) utilizando
antigeno CAEV Cork produzido na UFRPE (Abreu et
al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Dos animais testados, 22,99% (309/1344) foram
considerados positivos, distribuidos em 76,92%
(20/26) dos rebanhos. Dos rebanhos positivos,
sete possuiam até 10% de animais positivos, oito
entre 10 e 25% e cinco, mais de 25%.

Estudos anteriores em rebanhos de caprino
leiteiro e SRD de abatedouros no Estado de
Pernambuco, foi encontrada uma freqiiéncia de
animais soropositivos para LVPR de 17,6%
(Saraiva Neto et al.,1995) e de,
aproximadamente, 3% (Castro et al.,, 2000;
Oliveira, 2002), respectivamente.

A prevaléncia de animais soropositivos para
LVPR em um rebanho depende de fatores
relacionados a intensidade de estresse, tipo de
nutricdo e condi¢cdes gerais de higiene.

CONCLUSOES

Estes dados indicam que as LVPR ainda
representam problema sanitario para o rebanho
leiteiro do Estado de Pernambuco. Medidas de
controle devem ser adotadas para evitar a
disseminacédo da infec¢cao e os possiveis reflexos
econdmicos para a caprinocultura.
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