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RESUMO

Maedi-Visna (MV)éumadoengacrénicae progressivade ovinos. O agente etiol6gico Maedi-
Visna Virus (MVV) é um lentivirus pertencente a familia Retroviridae. As principais manifes-
tacdes dainflamacédo induzida pelo MVV sdo perda progressiva de peso, pneumoniaintersticial,
encefalite, mastite, artrite e linfadenopatia. Com o objetivo de identificar o Maedi-Visna Virus
e lesBes pulmonares sugestivas da doenca, foram coletadas amostras de sangue e fragmentos
pulmonares de 223 ovinos provenientes de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza.
Os soros foram submetidos ao teste de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) utilizando-se
um “kit” diagndstico para Maedi-Visna fornecido pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os fragmentos pulmonares foram submetidos ao processamento classico de
histologia e imunoistoquimica. Constatou-se que 11 amostras (4,93%) apresentavam-se posi-
tivas para o teste de IDGA. As lesdes microscopicas pulmonares caracterizaram-se por
espessamento dos septos interalveolares, infiltracdo linfocitaria difusa e multifocal, além de
areas de atelectasia e agregados linféides. No que diz respeito a técnica de imunoistoquimica
verificou-se a presenca da proteina virica em células do septo interalveolar. Desta forma,
concluiu-se que as lesGes microscopicas encontradas caracterizam pneumonia intersticial e que
a técnica de imunoistoquimica permitiu identificar o agente viral em fragmentos pulmonares
de ovinos naturalmente infectados.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION MAEDI-VISNA VIRUS IN SHEEP LUNG INFECTED NATURALLY.
Maedi-Visna is a chronic and progressive disease of sheep. The etiologic agent Maedi-Visna
Virus (MVV) is a lentivirus belonging to the Retroviridae family. The main manifestations of
the inflammation induced by MVV are progressive weight loss, interstitial pneumonia,
encephalitis, mastitis, arthritis, and lymphadenopathy. With the objective of identifying Maedi-
Visna Virus and suggestive lung lesions of the disease, samples of blood and lung fragments
of 223 sheep were collected in slaughterhouses of the metropolitan area of Fortaleza, State of
Ceara, Brazil. The serum samples were submitted to the agar-gel immunodiffusion test (AGIDT)
using akitdiagnosis for Maedi-Visnasupplied by the Federal Rural University of Pernambuco.
The lung fragments were submitted to the processing of classic histologic and
immunohistochemistry. It was verified that 11 (4.93%) were positive for the IDGA. The lung
microscopic lesions were characterized by thickening of the interalveolar septa, diffuse and
multifocal infiltration of lymphocytes, atelectasis and lymphoid aggregates. Corcerning the
immunohistochemistry technique the presence of a viric protein was verified in cells of the
interalveolar septa. It was therefore concluded that the microscopic lesions found characterize
a pneumonia interstitial and that the immunohistochemistry technique allowed for the
demonstration of the viral agent naturally in lung fragments of infected sheep.

KEY WORDS: Lentiviruses, histopathology, immunohistochemistry and Maedi-Visna.

INTRODUCAO e NovaZelandia (Bropietal., 1998). O agenteetioldgico
Maedi-VisnaVirus (MVV)éum Lentivirus pertencen-

Maedi-Visna é doenca crdnica e progressiva de te a familia Retroviridae. Este se relaciona antigeni-
ovinos descrita por Sicurbsson et al., (1954) na Islandia camente com o Virus da Artrite-Encefalite Caprina
e presenteemtodo o mundo com exce¢do da Australia (CAEV). AMaedi-VisnaeaCAE sdodenominadasde
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Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR)
(Moogkn, 2001).

A doenca é caracterizada por longo periodo de
incubacdo, inflamacéo linfoproliferativa progressi-
va, € lento desenvolvimento dos sintomas (Perinetal.,
1998). Os principais 6rgdos acometidos sao os pul-
moes Eicurpsson et al,, 1952) e o sistema nervoso
central (Sicurpsson et al., 1957), no entanto, o Ubere e
as articulagdes também podem ser afetados (Cutuipet
al., 1985a, b). O virus infecta células da linhagem
monadcito-macréfago, porém o RNA virico tem sido
identificado também em outros tipos celulares (Brobie
etal., 1995; Rvanet al., 2000). As maiores manifestacdes
da inflamacao progressiva induzida pelo MVV séo
perda progressiva de peso, pneumonia intersticial,
encefalite, mastite, artrite e linfadenopatia (Bropie et
al., 1998).

Aaltavariabilidade gendmicado virus tem contri-
buido para a origem de muitas cepas virais com
diferente patogenicidade Ote LA CoNcHA-BERMEIILLO,
1997); por esta razdo, as manifestacdes clinicas e
patolégicas dainfeccdo pelo MVV em areas geogréficas
diferentes podem ser variaveis.

No Brasil a presenca de ovinos infectados pelo
MVV foi registrada primeiramente por Mook et al.,
(1986). Durante anos o semi-arido nordestino foi
considerado livre desta enfermidade, talvez pela
inexisténcia de dados que confirmassem a sua ocor-
réncia. Noentanto, nos Gltimos anos algumas pesqui-
sas vieram confirmar aocorrénciaemalguns estados
nordestinos como Pernambuco (Aereu et al., 1998),
Ceard (AuveipA, 2003) e Rio Grande do Norte (SiLva,
2003), onde a sorologia positiva de um nimero signi-
ficativo de animais indicou que h& necessidade de
maior controle daenfermidade nos rebanhos nordes-
tinos onde se situa o maior plantel do Brasil (VAscon-
ceLos & ViERA, 2003).

O Objetivo deste estudo é avaliar as lesdes pulmo-
nares e identificar o Maedi-Visna Virus em ovinos
naturalmente infectados.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram coletadas 229 amostras de soro e fragmen-
tos pulmonares de animais da espécie ovina, dos
quais 75 eram machos e 148 fémeas, SRD, com idade
entre 1 e 5 anos, provenientes de abatedouros da
regido metropolitana de Fortaleza.

Sorologia

Asorologiaparainfeccédo pelo Maedi-VisnaVirus
foirealizada pelo método de Imunodifusdoem Gel de

Agarose (IDGA), adquirido junto a Universidade Fe-
deral Rural do Pernambuco, que consiste na detecgao
de linhas de precipita¢cdo nos casos positivos, decor-
rentes da reacdo antigeno-anticorpo.

Avaliacdo macroscopica dos pulmdes

Durante o abate os pulm®fes eram avaliados
macroscopicamente quanto a coloracdo, textura e
consisténcia.

Histopatologia

Foram retirados fragmentos de 2 x 2cm em cortes
transversais e longitudinais em seguida fixados em
formalina a 10%, neutra e tamponada. Foram anali-
sadas histopatologicamente as amostras pulmona-
res dos animais sorologicamente positivos. O grupo
controle negativo consistiu no mesmo numero de
amostras soropositivas, cujos pulmades foram devi-
damente processados. Os fragmentos pulmonares
foram desidratados em séries crescentes de etanol,
diafanizados em xilol, incluidos em parafina para
obtengdo de cortes seriados a espessura de 5 mm e
corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE),
segundo LunA(1968) e examinadas ao microscopio
optico.

Imunoistoquimica

Foi utilizadaametodologia descrita por CapuccHio
et al., (2003) modificada, onde sec¢des (5 mm) foram
desparafinizadas, rehidratadas e incubadasemtam-
pao citrato 10 mM (pH 6,0) no microondas, poténcia
maxima (700 watts), por 3x3min pararecuperacao de
antigenos. A atividade da peroxidase enddgena foi
blogueadacom peroxido de hidrogénio (H,0,) 3%em
metanol com duas trocas de 5min cada. As ligag6es
inespecificas foram bloqueadas pela incubacao das
amostras por 20min em soro de equino. As seccdes
foram tratadas com soro positivo especifico para MV
(1gG anti-gp 135) por 18h a 4° C, lavadas em PBS e
incubadascomIgGanti-ovinoconjugadaaperoxidase
(SigmaChemical Co) por30mina37°Caumadiluigdo
de 1:500. A reacdo foi revelada pela adigdo do
diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co) por
5min. As laminas foram contracoradas com
Hematoxilina de Harris por 1min, montadas e anali-
sadas em um microscopio éptico.

Analise Estatistica

Fatores como faixa etaria e sexo foram submetidos
ao teste ndo-parameétrico qui-quadrado (X?) adotan-
do-se o nivel de significancia igual a 5% conforme
recomendado por SpieceL (1985).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 229 amostras coletadas, seis amostras
de sangue foram perdidas durante o transporte, e
estes animais foram descartados da andlise para
Maedi-Visna.

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre
a prevaléncia da infeccdo pelo MVV nas diferentes
faixasetérias pesquisadase nementreaproporcdode
machos e fémeas infectados. Discordando desta for-
ma com o que foi afirmado por Simarp & MorLY(1991)
gue encontraram uma maior incidéncia de Maedi-
Visna comoaumento daidadeemrebanhoscanadenses.
ARrsENAULT et al. (2003) também encontraram maior
prevaléncia de ovinos adultos infectados, mas nédo
encontraram diferenca significativa quando avaliada
a categoria sexo, concordando desta forma com o
presente estudo.

A andlise soroldgica para infecgdo pelo MVV,
realizadaatravés doteste deimunodifusdoemgel de
agarose (IDGA), nos 223 ovinos revelou um
percentual de4,93% (n=11) deanimais soropositivos
para a infeccdo pelo MVV, sendo 6 machos e 5
fémeas. Este resultado foi bastante inferior a taxa de
infeccdo encontrada por SiLva (2003), em levanta-
mento soroldgico realizado em ovinos criados de
forma extensiva, no Estado do Rio Grande do Norte
onde oautorencontrouumaprevalénciade 21,3%de
animais soropositivos para a infeccédo pelo MVV. A
diferenca entre os resultados encontrados pode ser
justificada pela procedéncia dos animais
amostrados, uma vez que os utilizados no presente
trabalho eram provenientes de abatedouros e conse-
glentemente a idade dos mesmos era baixa, com
excecdo daqueles considerados descartes. Desta for-
ma como a Maedi-Visna é caracterizada por ser
crbnica, devido ao seu longo periodo de incubagéo
(PeriNn etal., 1998) a mesma tem maior prevalénciaem
animais naidade adulta, caracteristica esta ndo obti-
da no presente trabalho como confirmada por
ArseNAULT et al. (2003). Os resultados obtidos também
foram inferiores aos verificados por ScHaLLER et al.
(2000) e Baumcartneret al. (1990) que pesquisando a
presencade anticorpos contra Maedi-Visna na Suiga
e na Alemanha, estes encontraram uma prevaléncia
de 9 e 12%, respectivamente. O IDGA é o método
soroldgico maisamplamente utilizado para deteccéo
de anticorpos contra 0 MVV, e sua sensibilidade
depende do antigeno utilizado. A utilizacdo de
antigenosespecificos confere sensibilidade 35% mai-
or que a utilizacao de antigenos heter6logos, como o
CAEV. No entanto mesmo em testes de IDGA que
utilizamantigenosespecificos, hadiferenganasensi-
bilidade da técnica (Knowtes, 1997). Apams & GORHAM
(1986) relatam que agp 135 confere maior sensibilida-
de a técnicade IDGA que ap 28.

A avaliacdo macroscopica das 212 amostras pul-
monares, oriundas de animais soronegativos para o
MVV, demonstrou que 83 (37,22%) apresentavam-se
normais. Enquantoqueas129amostrassoronegativas
restantes apresentaram alteracdes macroscépicas
semelhantes as soropositivas. Das 11 amostras
soropositivas, 8 (72,73%) apresentaram lesdes
pulmonares a macroscopia quando avaliadas carac-
teristicas como coloragdo e consisténcia, conforme
constada Tabela 1. Estas alteracBes macroscépicas
observadas foram semelhantes as descritas por Cutuip
et al. (1980) e Ouiveret al. (1981).

De acordo com Jones et al. (2000) os pulm®es apre-
sentam consisténcia densa e coloracdo acinzentada
devido a grande aumento na espessura das paredes
alveolares. Esse espessamento é causado pela proli-
feracdo e infiltracéo de células reticuloendoteliais ou
mesenquimatosas que invadem os septosemtodos 0s
locais. Como ocorre em muitos tipos de proliferagdo
reticuloendotelial, as células variam, desde grandes
formas mononucleares redondas, algumas das quais
parecendo ser macrofagos, até células fibroblasticas
curtas.

Foram observadas também aderéncias entre os
lobos pulmonares, entre as pleuras parietal e visceral
e entre a pleura visceral, diafragma e pericardio,
extensas areas de hepatizacdo dorsocaudais além de
areas de congestéo, edema e atelectasia.

As alteragbes microscopicas foram classificadas
em escores e estdo naTabela 2. Estas alteragdes foram
principalmente graus variados de espessamento dos
septosinteralveolares,comaumentodacelularidade,
fibroplasia, infiltracdo linfocitariadifusae multifocal.
Verificaram-se também areas de atelectasia (Fig. 1A)
eagregado linféide (Fig. 1B), sendo este achado seme-
Ihante ao encontrado por Preziuso et al. (2003) na
anélise de pulmdao de ovinos infectados experimen-
talmente com MVV.

Tabela 1 - Distribuicao de lesGes pulmonares de acordo
comasorologiaparaMaedi-Visnaemovinosabatidosem
Fortaleza, Ceara (2004).

AlteracGes macroscépicas Soropositivo Soronegativo

n % n %
Normal 3 27,27 83 39,15
Coloracéo
Anémica 2 18,19 29 13,68
Acinzentada 3 27,27 73 34,43
Hemorragica 3 27,27 27 12,74
Total 8 100,00 129 100,00
Consisténcia
Densa 4 36,36 82 38,68
Enfizematosa 4 36,36 47 22,17
Total 8 100,00 129 100,00
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Osachados macroe microscopicos observados
sdo similares aos relatados por LuiAan et al. (1991),
Mornexet al. (1994), SerakiDeset al. (1996) e CarRrozZA
etal. (2003) em que as principais alteragdes encon-
tradas foram aderéncia pleural, hepatizacao,
espessamento do septo alveolar, devido ainfiltra-
¢do de linfécitos e macréfagos, formacdo de agre-
gados linféides, infiltracdo linfocitaria focal e
difusa.

Aimunomarcagdo ocorreu no citoplasmade célu-
laslocalizadas noseptointeralveolar. (Fig. 2A). Esse
achado estd de acordo com o obtido por Perera

Tabela 2 - Categorias das amostras soropositivas para
Maedi-Visnaem pulmao de ovinos segundo as alteragdes
microscépicas. Fortaleza, Ceara (2004).

Aspectos microscopicos Frequéncia
Absoluta  Relativa
(n) (%)
Infiltragdo linfocitariamultifocal
1) 11 100,00
(2) 2 18,18
(3) 6 54,55
Infiltracdolinfocitariadifusa
1) 9 81,82
(2) 2 18,18
(3) 1 9,09
Espessamento do septo alveolar
(1) 6 54,55
) 5 45,46
(3) 0 0,00

(1995), Serakipes et al. (1996), Storser et al. (1997),
Guepes et al. (2001), Preziuso et al. (2003) e CarrRozza
et al. (2003), os quais também obtiveram
imunomarcacdo em células presentes no septo
interalveolar e em outras ndo encontradas no pre-
sente trabalho como macréfagos. Aimunomarcacao
deapenasumacélulaencontraparaleloemrelatode
BrLackiaws et al. (1994), no qual em fragmentos de
pulmades coletados durante surtos de Maedi-Visna,
apenasumaouduascélulasantigeno-positivaseram
encontradas por cortes corados pela técnica de
imunoistoquimica. Em todas as etapas deste proces-
so foram utilizadas laminas controle de negativo
(Fig 2 B), para possivel deteccdo de marcagdes
inespecificas do anticorpo secundario.

Como os animais analisados ndo apresentavam
sintomatologia respiratdria e eram na sua grande
maioriajovens,aindandohaviaquantidade suficien-
tede proteinasestruturais paraas quaisosanticorpos
utilizados nas técnicas de imunoistoquimica sdo
desenvolvidos. O anticorpo utilizado foi produzido
contraaproteinaestrutural do MVV gp135, conferin-
do ao teste uma alta sensibilidade, no entanto prova-
velmente o virus encontrava-se integrado ao DNA
gendmico do hospedeiro, naformade DNA provirus,
porém ndo havendo proteinas estruturais codifica-
das em quantidade suficiente para sua deteccao pela
imunoistoquimica (Haase, 1986).

A presenca do virus, de particulas viricas ou do
acidonucléicoviral nospulmdesdeovinosinfectados
pelo MVV foi relatada por diversos autores (Brobieet
al., 1995; Carrozza et al., 2003; CapuccHio et al., 2003;
Preziuso et al., 2003).

Fig.1-Fotomicrografiade corte histolégico de pulméo de ovino acometido de Maedi-Visna. A - Agregado linfoide (seta).
H.E. 20X. B — Areas de atelectasia. H.E. 20X.
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Fig. 2- Fotomicrografiade corte histolégico de pulmé&o de ovino acometido de Maedi-Visna. Imunoistoquimica paragp
135. A - Imunoreacdo no citoplasma de célula do septo alveolar. Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. 400X. B
— Controle negativo. 200X.

A sensibilidade da prova de imunoistoquimica é
influenciada por vérios fatores, entre eles o anticorpo
primarioutilizado, atécnicade fixacdoeascondi¢bes
microscopicas. A formalinareduz asensibilidade da
técnica quando utilizado soro imune ou anticorpos
monoclonais contra epitopos de proteinas (VALNEs et
al., 1984).

CONCLUSOES

A prevaléncia de infeccdo por Maedi-Visna nas
amostras pesquisadas foi de 4,93%.

As leses histopatoldgicas encontradas foram su-
gestivas de Maedi-Visna.

A técnica de imunoistoquimica permitiu a de-
monstracdo do agente viral em sec¢Bes de pulméao
processado pela técnica de inclusdo em parafinaem
conforme com a sorologia.
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