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Encéfalo de bovino. Alteracbes macroscopicas na infeccdo por
herpesvirus bovino-5. A) Vista dorsal do encéfalo, areas multifocais de
malacia associada a intensa hemorragia (area tracejada). B) Areas de
depressdo do cértex telencefalico em conjunto com areas amolecidas
(&rea tracejada). Fonte: RECH, 2007.

Encéfalo de bovino. Infeccdo experimental por BoHV-5. A) Encéfalo,
vista dorsal. Extensa area de atrofia no lobo frontral esquerdo (seta). B)
Encéfalo vista lateral e aproximada, evidenciando a intensa atrofia do
cortex cerebral (seta larga). Fonte: SPILKI, 2011.

Fotomicrografia de encéfalo bovino com infecgdo por herpesvirus
bovino-5. A) Acentuada guantidade de neur6nios vermelhos citoplasma
angular, retraido e hipereosinofilico(seta), associado a isso nucleos
picndticos. HE, 10x. B) Area de malacia, com necrose neuronal,
destrui¢do do neuropilo e infiltracdo de células Gitter (seta). HE, 20x. C)
Acentuado numero de células Gitter (seta) ao redor de um vaso. HE, 20x.
D) Todo o neurdpilo foi removido, com moderada quantidade de células
Gitter remanescentes (setas) e alguns vasos (seta larga). HE, 20x.Fonte:
RECH, 2007.

Imagem de gel de agarose a 1% demonstrando o resultado da
amplificacdo em amostras extraidas de material FFPE do encéfalo
de bovinos para o BoHV-1 (354 pb) e BoHV-5 (159 pb). M=
marcador de 1Kb (Plus DNA Ladder - Thermoscientific — Cat #
SM1331); 1, 4, 7, 10 e 13 = amostras positivas para BoHV-5; 2, 5,
8, 11 e 14 = amostras negativas para BoHV-1; 3, 6, 9, 12 e 15 =
controle interno da reagdo B - actina bovina (120 pb); 16 =
controle positivo para BoHV-1; 17 = controle positivo para
BoHV-5.
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RESUMO

A extracdo do DNA de herpesvirus em amostras fixadas em formol, assim como amostras
emblocadas em parafina, tem sido utilizada em analises experimentais, permitindo o
emprego de técnicas moleculares em pesquisas e no diagnostico das meningonencefalites
por herpesvirus. Foram revisados 80 casos da rotina anatomopatoldgica do Setor de
Patologia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias,
Goiania, GO (EVZ/UFG) realizados entre janeiro de 2007 a dezembro de 2012. Foram
utilizados 18 casos com um total de 44 blocos (Grupo | — 14 blocos, Grupo Il — 17 blocos
e Grupo Il — 13 blocos), os quais foram agrupados, de acordo com diagnéstico
histopatol6gico, em Grupo | — amostras sem alteragdes histologicas e sem historico clinico
de doenca neuroldgica, Grupo Il — amostras com encefalite inespecifica, Grupo Il —
amostras com encefalite por Raiva. DNA dos fragmentos foram obtidos a partir dos cortes
dos blocos, foi extraido com kit comercial de extracdo de material parafinizado.
Posteriormente foi realizada a padronizacdo da técnica de PCR convencional para
herpesvirus bovino tipo-1 e herpersvirus bovino tipo-5. Foram positivos para BoHV-5
28% (5/18) dos casos, sendo 11% (2/18) do grupo com encefalite inespecifica e 17%
(3/18) do grupo com encefalite e positivos para o virus da raiva. No teste para verificacdo
das bandas para o BoHV-1, todas as amostras, 100% (18/18), foram negativas. Esses
resultados comprovam que a técnica de PCR convencional € util no auxilio do diagnostico
definitivo de encefalite por herpesvirus bovino tipo-5.

Palavras-chave: encefalite, infeccéo por herpesvirus, DNA viral, PCR.
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ABSTRACT

Identification of herpesvirus in specimes fixed in formalin and paraffin embedded has
been used in experimental analysis. Several molecular techniques have been used in
research and in diagnosing of herpesviral meningoencephalitis. 80 cases of routine in
veterinary pathology were reviewed on the Department of Animal Pathology of Veterinary
and Science Animal School Medicine of Federal University of Goias, Goiania, GO
(EVZ/UFG) performed between January 2007 to December 2012. Were used 18 cases with
a total of 44 paraffin blocks (Group I - 14 blocks, Group Il - 17 blocks and Group 111 - 13
blocks), which were grouped according to histopathological diagnosis, in Group 1 -
samples without histological changes and no clinical history of neurological disease,
Group Il - samples with nonspecific encephalitis, Group Il - samples with rabies
encephalitis. Were extracted DNA fragments, from cuts blocks, using a commercial
extraction kit of formalin and paraffin embedded tissue. Afterwards the technique
standardization of conventional PCR for bovine herpesvirus-1 and bovine herpersvirus
type-5 was performed. Were positive for BoHV-5 28% (5/18) of cases, with 11% (2/18) of
the group with nonspecific encephalitis and 17% (3/18) of the group with encephalitis and
positive for the rabies virus. In the test for checking of the bands for the BoHV-1, all
samples, 100% (18/18) were negative. These results demonstrate that the conventional
PCR technique is helpful in aiding the definitive diagnosis of encephalitis bovine
herpesvirus type-5.

Keywords: encephalitis; herpesvirus infection; viral DNA; PCR.



1. INTRODUCAO

A bovinocultura € considerada uma das mais importantes atividades
econémicas do Brasil, bem como do estado de Goias. O Brasil lidera o ranking dos
principais exportadores de carne bovina no mundo, sendo o auge dessa lideranca
alcancado no inicio do século 21*. Além disso, a Organizagdo das NacBes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAQ) estima que, entre os anos de 2006 a 2015, o Brasil sera
responsavel pela maior parte do aumento na producdo mundial de carne, contribuindo
aproximadamente com 36% do aumento do volume exportado nesse periodo®.

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) indicam o total
de 209 milhdes de cabecas de bovinos no ano de 2010. Em 2011 esse quantitativo
aumentou para 212 milhGes. No mesmo referido ano foi divulgado o efetivo do rebanho
bovino nas regides Norte, Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste, em que o Centro-Oeste
teve 0 maior nimero de animais, um total de 73 milhdes. Assim, o estado de Goias possuli
0 quarto maior rebanho de bovinos do pais®.

A Pesquisa Trimestral do Abate de Animais, divulgada também pelo IBGE,
constatou o abate de 28 milhdes de cabecas e a producdo de 6 milhGes toneladas de carne
bovina em 2009. Do montante final de carne produzida, 13.9% foram exportados para
outros paises, principalmente para Russia, China e Ird. Segundo o IBGE, os Estados
Unidos foi considerado o maior consumidor de carne bovina, seguido pela Unido Europeia
e Brasil.

Estes dados demonstram o potencial do Brasil como um importante produtor e
exportador de carne bovina. Entretanto, faz-se necessaria maior relevancia a sanidade
animal e a intensificacdo da fiscalizacdo na qualidade dos produtos, por condicionarem e
ampliarem as exportacGes no quis diz respeito as barreiras impeditivas, comprometendo
negativamente a competividade e o grau de eficiéncia junto a outros mercados®.

As encefalopatias em bovinos abrangem um grupo de enfermidades que
merecem destaque, tanto pelo perigo em potencial que representam a saude humana,
quanto pelas perdas econdmicas expressivas que ocasionam nos rebanhos de corte e de
leite. A variacdo de manifestacao clinica dessas neuropatias, a semelhanca sintomatologica
entre alguns disturbios e a dificuldade de diagnostico, sdo aspectos importantes que

limitam as aces de controle dessas enfermidades®.



As enfermidades virais que acometem o sistema nervoso central (SNC) dos
animais de producédo sédo relativamente frequentes e grande parte delas ignoradas como
possiveis diagnosticos diferenciais nos animais que demonstram sinais neurologicos. Uma
grande quantidade de agentes virais tem potencial para infectar o SNC, provocando
encefalites ou encefalomielites. Doengas virais do SNC possuem um tratamento especifico
limitado, sendo que frequentemente essas infeccdes séo fatais®.

Os herpesvirus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5), e 0s respectivos
subtipos, merecem destaque entre 0s patdgenos de bovinos, pois causam perdas produtivas
e reprodutivas na bovinocultura®®*’.

Os herpesvirus apresentam a capacidade de se manter latentes em neurdnios
sensoriais apdés a infeccdo aguda, caracteristica biologica bastante relevante. Portanto,
pode ocorrer de forma silenciosa a persisténcia e disseminacdo desse agente no rebanho.
Fatores estressantes, como parto, transporte e vacinagcdo podem induzir a reativacao viral
1819 A meningoencefalite causada pelo BoHV-5 é uma doenca infecto-contagiosa, aguda
ou subaguda, a qual tem sido relatada como a segunda causa mais frequente de
meningoencefalite viral em bovinos no Sul do Brasil® e no Centro-Oeste *2. Embora os
surtos de encefalite supostamente causados por BoHV-5 terem aumentando nos Ultimos
anos’, a deteccdo do tipo 1 nos casos sinais neruroldgicos vem sendo realizada®”®".

A epidemiologia desses herpesvirus deve ser estudada, na tentativa de
relacionar a ocorréncia de determinado tipo ou subtipo com as manifestacfes clinicas
associadas a cada agente, de igual modo pesquisas sobre medidas de controle e erradicacao
dessas enfermidades. O diagndstico mais preciso e medidas de controle deve ser baseados
na disponibilidade de técnicas especificas que auxiliem na diferenciacdo dos tipos e
subtipos de BoHV?. Assim, diversos métodos tém sido empregados para o diagnéstico

2425 PCR convencional?:?72829

desses virus, dentre eles: imunoistoquimica
PCR*3%2 ¢ nested PCR *.

A utilizacdo dessas ferramentas complementares de diagndstico séo

, multiplex

importantes para a prevencgéo e controle das enfermidades relacionadas com BoHV, bem
como a reducdo de perdas econdmicas em rebanhos bovinos. As comunidades americana e
européia tem imposto rigoroso controle sanitario de sémen e embrides, instituindo
programas de erradicacdo que afetam diretamente o comércio bovino mundial. O Brasil,
considerado o maior exportador de carne bovina, necessita de uma renovacao e revisao
detalhada dos programas de controle e erradicagéo das enfermidades que afetam o SNC

em bovinos®*.



Existem poucos relatos e pesquisas relacionadas a identificacdo de herpesvirus
bovino no Estado de Goias. Portanto, o conhecimento e a divulgacdo da casuistica sdo de
suma importancia, bem como a caracterizacdo dos agentes que sdo encontrados na regiao.
Considerando como uma importante area na pecuaria nacional e aumento das exigéncias
qguanto a sanidade dos rebanhos destinados a exportacdo dos produtos, pesquisas com

objetivo de identificacdo e caracterizacdo desses virus tornam-se fundamentais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Propriedades gerais do herpesvirus bovino (BoHV)

A familia Herpesviridae é composta de trés subfamilias, Alfa, Beta e
Gamabherpesviridae. Os herpesvirus bovino tipos 1 e 5 pertencem ao género Varicellovirus
da subfamilia Alphaherpesvirinae®*. Os herpesvirus desta subfamilia apresentam um
genoma composto por DNA linear de fita dupla com, aproximadamente 140 quilopares de
base (kpb) e um nucleocapsideo icosaédrico com 162 capsémeros. Este possui também
uma camada proteica amorfa denominada tegumento, além do envelope glicoproteico com
propriedades antigénicas diferentes®. Este envelope tem ac&o na replicacdo viral como na
ligacdo viral & célula hospedeira, fusio e penetragéo®’.

O diametro do BoHV ¢ variavel, entre 130 a 200 nm e, por causa do envelope
glicoproteico, esse virus € sensivel ao éter e outros solventes lipidicos, bem como a
grandes variacdes do pH®. Esses virus sdo classificados em seis grupos, de acordo com o
contetdo das bases guanina e citosina (G + C) e pela presencga de sequéncias repetidas.
Tanto o BoHV-1 quanto o BoHV-5 sdo classificados no grupo D, apresentam duas
sequencias Unicas, a UL (sequéncia longa) e a US (sequéncia curta)®.

Os herpesvirus bovino apresentam cerca de 87% de similaridade na porcao
nucleotidica e 82% de identidade entre os aminoacidos. O total de 70 proteinas sdo
codificadas, sendo dez dentre essas glicosiladas®®. As glicoproteinas, proteinas estruturais
denominadas gB, gC e gD, possuem potencial imunogénico e permitem a diferenciacao
entre 0s tipos virais*.

As principais diferencas entre 0 BoHV-1 e BoHV-5 residem nas caracteristicas
clinico-epidemioldgicas, e ao potencial neurotropico do BoHV-5. Na maioria dos casos o
BoHV-1 é relacionado como causador de enfermidades respiratoria e genital, ja 0 BoHV-5
é associado & doenca neurolégica® .

O BoHV-1, subtipo 1, é associado a enfermidade respiratéria, rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), abortos e conjuntivite. O BoHV-1.2a, além desses processos,
pode também causar vulvo vaginite pustular infecciosa (IPV), infeccdo fetal e abortos; nos
machos, é causador da balanopostite pustular infecciosa (IPB)*. O BoHV-1.2b est4
associado a doencas respiratorias, IPV/IPB, porém ndo foram relatados casos associados a
abortos. A variabilidade no gene da gC relaciona-se com as diferentes manifestacfes

clinicas observadas nos subtipos do BoHV-1 *2%,



O BoHV-5 ¢ relacionado a enfermidade neuroldgica, denominada
meningoencefalite herpética bovina, e ocorre mais em animais jovens, de seis a 60 meses
de idade *. A neuroviruléncia do BoHV-5 é variavel, conforme o tipo da amostra viral*® e
fatores relacionados ao hospedeiro, como a idade e a condicdo imunolégica®. Contudo,
alguns estudos demonstram que o BoHV-1 e o BoHV-5 podem ndo estar relacionados
exclusivamente as suas respectivas manifestacdes clinicas classicas?%.

A infeccdo por BoHV-5 ocorre naturalmente em bovinos; contudo, a infeccéo
aguda e latente ja foi reproduzida experimentalmente em coelhos e ovinos. O virus é
excretado nas secre¢des nasais em até 15-18 dias pos-infec¢do, com disseminacéo rapida

por contato direto ou indireto®.

2.2. Epidemiologia do BoHV no Brasil

Na década de 90 ocorreu o apice dos estudos sobre as doencas neuroldgicas em
bovinos, em virtude de surtos de encefalopatia espongiforme bovina (EEB). A importancia
dessa doenca ndo se restringia apenas ao campo da sanidade animal, pois em 1996 a EEB
foi associada ao aparecimento de uma nova variante da enfermidade Creutzfeldt-Jacob
(vCJID) em humanos no Reino Unido’. Diante disso, 0 Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA) implantou um sistema de vigilancia epidemioldgica para EEB.
Como parte desse sistema, foi elaborado o Manual de Procedimentos para o Diagndstico
das Enfermidades do Sistema Nervoso Central de Bovinos'. Assim, tornaram-se cada vez
mais frequentes estudos sobre essas enfermidades em diversos estados brasileiros, como
na Paraiba®, Rio Grande do Sul®'**!, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo™?, Minas Gerais™ e
Goias™.

Os herpesvirus bovinos tem sido identificados no Brasil hd pelo menos 35
anos. O BoHV-1 foi isolado, primeiramente, em um caso de vulvo-vaginite bovina na
Bahia*’, enquanto no Estado de Sdo Paulo, Mueller et al.*® isolaram esse virus a partir do
rim de um feto bovino, oriundo de um matadouro. Além disso, as amostras virais de
BoHV foram encontradas em varias regifes, depois da década de 80, na regido

Sul#9°0233152 g deste? 354 ¢ regigo Centro-Oeste™®.



Em Goias, Faria et al.>” realizaram estudo onde identificaram 64,9% de
positividade para BoHV-1 em touros, comprovando a alta prevaléncia desse virus em

1.8 em 90 rebanhos

propriedades da regido de Goiania. Outro estudo feito por Vieira et a
bovinos registrou indice de positividade de 83%, com maior prevaléncia em rebanhos
leiteiros.

A prevaléncia da infecgdo pelo BoHV-1 e 5 ainda € incerta, pois testes
soroldgicos ndo sdo capazes de diferenciar com precisdo a infeccdo entre os dois tipos
virais, bem como ndo € possivel estabelecer um diagndstico conclusivo fundamentado
apenas nos sinais clinicos. Com isso, uma parcela dos bovinos supostamente positivos para
o tipo 1 podem ser positivos pelo tipo 5, devido & extensa reatividade cruzada®. Além
disso, uma parcela dos bovinos soropositivos para 0 BoHV-5 pode ter diagnostico clinico
confundido com outras doencgas neurologicas como raiva, botulismo, distdrbios no
metabolismo de tiamina, intoxicagdo por sal, babesiose, listeriose™.

Estudo feito por D’Offay et al.®> apontaram que a imunidade natural cruzada
ou induzida por anticorpos vacinais contra o tipo 1 seja a explicacdo para a rara ocorréncia
de casos de meningoencefalite herpética nas regides endémicas para BoHV-1 nos EUA e
Europa. Porém, na América do Sul, mesmo apresentando uma alta porcentagem de
animais positivos para o BoHV-1, no Brasil (24,8-84,1%) e na Argentina (19-85%), ha
muitos casos relatados de meningoencefalite associada ao BoHV-5 .

Alguns autores consideram a meningoencefalite por BoHV-5 como uma das
principais doencas do SNC de bovinos na regido Centro-oeste do Brasil**. O BoHV-5 tem
sido identificado nos casos de doencga neuroldgica fatal em bovinos, principalmente em
animais jovens***°**!, Entretanto, o virus ja foi isolado em fetos abortados, baco, pulméo e
no sémen®®:%28 Emhora os surtos de encefalite supostamente causados por BoHV-5
terem aumentando nos Ultimos anos®, a deteccdo do tipo 1 nos casos com sinais
nerurolégicos vem sendo realizada®”®”. Achados estes demonstram a importancia da
identificacdo precisa dos tipos de herpesvirus para o melhor conhecimento da sua

patogenia e epidemiologia.



2.3. Patogenia e Sinais Clinicos

A transmissdo do BoHV-1 ocorre por contato direto e indireto entre os
animais, pelas vias respiratoria, genital e também via vertical. O virus é eliminado por
meio da tosse, espirro, saliva, secre¢des bronquicas, oculares, faringeanas, genitais e pelo
sémen®. Nos casos de infeccdo aguda, o virus é excretado em grande quantidade por 10-
15 dias. Quando ha reativacdo viral, apds o periodo de laténcia, a excrecdo ocorre em
menor concentracdo e por 2 a 10 dias®’.

Surtos de meningoencefalite por BoHV-5 foram relacionados com situacdes de
estresse, como desmame, transporte, parto, mudanca brusca na dieta. As infec¢bes pelo
BoHV-5 possuem morbidade por volta de 10%, porém a letalidade é de aproximadamente
100% *. Nas infecgBes por BoHV-1 e 5, a severidade dos sinais clinicos é dependente da
amostra viral, idade e status imunoldgico do hospedeiro®".

A patogenia desses virus possui bastante semelhanca, a comecar da porta de
entrada natural para ambos 0s agentes, que sdo as membranas mucosas dos tratos
respiratorio superior e genital. O virus ira replicar-se nas células epiteliais no local da
penetracdo. Nessa etapa, ha expressao dos genes virais, producdo de novas particulas virais
e morte celular, acompanhada de necrose e apoptose durante o ciclo de replicacdo viral.
Logo em seguida, ha disseminacdo local e sistémica do virus, podendo essas particulas
serem transmitidas verticalmente, com possibilidade de gerar abortos. A invasdo do tecido
neural € iniciada pela mucosa nasal, por meio dos nervos olfatério e trigémeo, onde a
condicdo de laténcia é estabelecida®. Contudo, nos casos de infeccdo pelo BoHV-5, o
virus ndo se restringe aos ganglios sensoriais; também héa invasdo do encéfalo, atingindo
neurdnios da ponte e bulbo, logo ap6s disseminacdo no cerebelo, ponte e cortex cerebral.
A via olfatoria é relatada como a principal via de acesso ao SNC em infeccdo experimental
em ovinos e bovinos, respectivamente “¢?°,

Quando atinge o SNC, o virus podera formar lesGes encefalicas produzindo
doenca neuroldgica, caracterizada por meningoencefalite. Essa enfermidade pode ocorrer
isoladamente ou na forma de surtos, com indice de morbidade proximo a 10%, porém com
alta letalidade, principalmente em bovinos jovens. Os animais adultos sdo menos
susceptiveis****”. A evolucdo dos sinais clinicos pode variar entre 3 a 10 dias. Esses

sinais sdo perceptiveis apds um perfodo de incubacdo entre 7 e 10 dias ap6s a infeccdo™.



Os bovinos com a infecgdo ficam separados do rebanho, com olhar fixo e
cabeca baixa. A maioria dos animais acometidos apresenta corrimento nasal e ocular
seroso que, com a evolugdo da doenca, torna-se mucopurulento. Frequentemente, esses
animais desenvolvem cegueira, bruxismo, andar em circulos, febre, movimentos de
pedalagem, incoordenacdo dos membros pélvicos, decubito, nistagmo, tremores, anorexia
e pressdo da cabeca contra objetos. Podem ser observados também, mas com menor

frequéncia, taquicardia, taquipnéia, disfagia, dor abdominal, melena e pelos arrepiados’™ .

2.4. Métodos complementares de diagnostico

Para o diagndstico definitivo, nos casos suspeitos de infeccdo por BoHV
devem ser adotados métodos laboratoriais para tal finalidade. A identificacdo desses virus
no organismo animal € feita, rotineiramente, por técnicas sorologicas, pesquisa de
anticorpos ou por isolamento dos virus em espécimes clinicos. A amostras utilizada para
0s métodos sorolégicos, nos casos de infeccdo por BoHV-1, € o soro sanguineo. Para as
técnicas de pesquisa do virus, antigeno viral ou DNA podem ser utilizadas secrecdes
nasais, oculares ou genitais, sémen, fragmentos de pulméo, traqueia, tecidos fetais (timo,
pulmao, baco e cérebro) e a placenta. J& nos casos de BoHV-5, as amostras para detec¢do
viral ante-mortem sdo as secreces nasais e post-mortem o encefalo®’.

O diagndstico das encefalopatias bovinas, na rotina, é feito baseado nas
alteracdes post-mortem. O diagndstico ante-mortem € importante na tentativa de
diferenciar a infeccdo por BoHV-5 de outras doencas neuroldgicas como raiva,
polioencefalomalacia (PEM) e EEB. A utilizacdo do liquido cefalorraquidiano (LCR) pode
permitir a identificdo do DNA viral, constituindo importante ferramenta no diagnostico

prévio nos casos suspeitas de meningoencefalite por BoHV-5">%,

2.4.1. Diagndstico anatomopatoldgico

Os bovinos com meningoencefalite por BoHV-5 podem nédo apresentar lesdes
macroscopicas no encéfalo’™. A auséncia de alteracdes durante a necropsia também foi
citada por Salvador et al.**, que relataram que dos 21 casos observados, nove nio
apresentaram lesGes macroscopicas e sete apresentaram alteracdes inespecificas, como

congestao.



1°°, em 13 casos analisados, cinco ndo

De acordo com Colodel et a
apresentaram alteragcfes ao exame de necropsia. Em dois casos foram observados
achatamento das circunvolucdes cerebrais e areas multifocais, bilaterais, assimétricas e
irregulares, de coloracdo amarelada (Figura 1B), superficie deprimida e aspecto finamente
granular, estas caracteristicas sdo compativeis com a descricdo de malacia cortical

cerebral. Essas lesdes de malacia estdo associadas a areas de hemorragias (Figura 1A).

FIGURA 1 — Encéfalos de bovinos. Alteragdes macroscopicas na infec¢éo por herpesvirus
bovino-5. A) Vista dorsal do encéfalo, areas multifocais, bilaterais e
assimétricas de malacia associada a intensa hemorragia (area tracejada). B)
Areas de depressio do cortex telencefalico em conjunto com areas
amolecidas bilaterais e assimétricas (area tracejada).

Fonte: Rech, 2007.

Rissi et al.”

observaram, no total de 19 surtos, quatro casos sem lesdes
macroscopicas, quatro casos com lesbes circulatorias discretas e dez com lesdes
inflamatorias e degenerativas acentuadas. As lesbes discretas eram principalmente
hiperemia dos vasos das leptomeninges e as lesbes moderadas foram caracterizadas por
tumefacdo e achatamento das circunvolucdes do cértex frontal, associados a areas de
malacia. Nos casos mais graves, foram encontradas acentuadas depressdes do cortex
cerebral, principalmente no cortex frontal.

De modo semelhante, Elias et al.”*

realizaram necropsia de 12 bovinos com
suspeita de infeccdo pelo BoHV-5. Desse total, somente cinco animais apresentaram
lesbes macroscopicas e a principal alteragdo foi malacia no cortex frontal, alteracdo
observada, com menor frequéncia, nos cortices temporal e occipital. Além disso,

encontraram areas de hemorragia e congestao na substancia branca.



10

A infeccdo por BoHV-5 foi induzida experimentalmente em trés bovinos por
Spilki et al.”, os quais observaram extensas areas de atrofia no cortex frontal (Figura2 A e
B) e no cortex parietal. Essas areas apresentavam coloracdo amarelo-alaranjado, e alguns

casos também foram observadas na base do cérebro.

A

B

FIGURA 2 — Encéfalo de bovino. Infeccdo experimental por BoHV-5. A) Vista dorsal.
Extensa area de atrofia no lobo frontal esquerdo (seta). B) Vista lateral e
aproximada, evidenciando a intensa atrofia do cortex cerebral (seta larga).
Fonte: Spilki, 2011.

As alteracOes histopatoldgicas possuem intensidade variavel, a depender do

local acometido. Salvador et al.**

encontraram alteragBes microscopicas em 21 bovinos,
com meningite ndo supurativa difusa severa, principalmente nos lobos frontais, parietal e
occipital. Ja os manguitos perivasculares linfoplasmocitarios foram mais comuns no
talamo, cerebelo, ponte e cortex occipital, com predilecdo pela substancia branca. Os
corpusculos de inclusdo intranucleares eosinofilicos foram encontrados nos neurdnios e
astrocitos em 18 dos 21 casos. Os principais sitios de localizacdo desses foram os lobos
frontal e parietal. Foram observadas areas de malacia com presenca de macréfagos
espumosos, denominados células Gitter, no cortex mais superficial, ou na regido
submeningeana. Em algumas areas, o neuropilo era completamente substituido por celulas
Gitter.

Em estudo de Rissi et al.”?

, todos o0s bovinos examinados apresentaram
alteracOes histopatoldgicas de meningoencefalite ndo supurativa. Em alguns casos, foram
encontrados malacia e alteracdes inflamatorias, como hiperemia, hemorragia e edema,
tanto no neurdpilo, quanto nas meninges. Em apenas quatro casos (21,05%) foram

observados corpusculos de inclusdo basofilicos intranucleares em astrdcitos e neurdnios.
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Esses autores observaram alteracOes degenerativas caracterizadas por necrose
neuronal ou neurdnio vermelho (Figura 3A), neuronofagia, areas de malacia infiltradas por
células Gitter (Figura 3B), e nos casos mais cronicos, foram observadas apenas celulas

Gitter e alguns vasos (Figura 3C/D), caracteristicas de lesao residual.
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FIGURA 3 — Fotomicrografias de encéfalos bovinos com infecgdo por herpesvirus bovino-5.
A) Acentuada quantidade de neurénios vermelhos citoplasma angular, retraido e
hipereosinofilico (seta), associado a nticleos picnéticos.10x. B) Area de malacia
com necrose neuronal, destruicdo do neur6pilo e infiltracdo de células Gitter
(seta). 20x. C) Acentuado numero de células Gitter (seta) ao redor de um vaso.
20x. D) Todo o neurdpilo foi removido, com moderada quantidade de células
Gitter remanescentes (setas) e alguns vasos (seta larga).20x. HE.

Fonte: RECH, 2007.

Elias et al.”* encontraram meningoencefalite ndo supurativa com malacia em
todos os casos de bovinos naturalmente infectados. Os autores relataram que, nas areas de
malacia, o neuropilo foi substituido pelas células Gitter e, em algumas areas focais, foram
encontrados neurdnios com citoplasma retraido e eosinofilico (necrose neuronal). Os

autores observaram ainda que, os corpusculos de inclusdo intranucleares estavam presentes
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em todos os casos e eram eosinofilicos. J& Spilki et al.”” notaram apenas infiltracdo de
células Gitter no cértex frontal e foco de malacia no ganglio trigémeo, em bovinos
experimentalmente infectados.

Rissi et al.>* observaram meningoencefalite em 18 casos do total de 22 bovinos
e os corpusculos de inclusdo eosinofilicos foram encontrados nos nucleos de astrocitos e
neurdnios em seis animais, enquanto as areas de malacia foram observadas em 10 casos,
inclusive alguns animais com completa destruicdo do neurdpilo. De acordo com Colodel et
al.>®, h& certa relagdo entre a reacdo inflamatéria e a quantidade de corplsculos de
inclusdo. Em quatro casos, onde a reagdo inflamatoria foi discreta, foi encontrado apenas
um corpusculo de inclusdo por campo. Ja em cinco casos, onde o infiltrado foi moderado,
foram observados dois corpusculos de inclusdo por campo. Em um caso, em que a reacao
foi acentuada, foram observadas mais de trés inclusdes virais.

Todavia, o diagndstico diferencial por métodos complementares entre BoHV-5
e demais encefalites virais bovinas devem ser realizados, haja visto que no exame
histopatoldgico podem ocorrer resultados inconclusivos ou sugestivos quanto ao agente
etioldgico. Além disso, os sinais clinicos dessas enfermidades por herpesvirus do SNC

podem ser observados nas varias doencas inflamatérias do encéfalo de bovinos’.

2.4.2. Métodos moleculares

O diagnoéstico molecular é uma ferramenta importante, pois detecta o agente
etioldgico, de forma réapida e eficaz das principais doencas infecciosas dos animais com
sintomatologia clinica’’. Diversas técnicas moleculares tém sido empregadas objetivando
0 estabelecimento dos agentes virais das encefalopatias nos bovinos, tais como reacdo em

cadeia da polimerase - PCR? 7 analise de restricdo gendmica®®®

e a hibridizacdo in situ
82 0 objetivo da utilizagdo da PCR ¢ a amplificacdo de uma regido especifica do DNA do
microorganismo, considerado um método altamente sensivel, especifico e de répida
execucdo. Diversas variagdes da PCR ja foram desenvolvidas visando a deteccdo de
BoHV-1 e 5, dentre elas, a PCR convencional®®?"?2%: multiplex PCR*****? e nested PCR
33.

O uso da gC como alvo para identificacdo do BoHV-1 e BoHV-5 baseia-se no
fato dessa proteina ser altamente imunogénica, pois estd relacionada a adsorcdo desses
virus as células-alvo®. Além disso, essa glicoproteina apresenta apenas 75% de
similaridade entre as duas espécies virais>®. Dentre as regides da gC, a carboxi-terminal é a

uma das mais conservadas, permitindo a deteccdo concomitante do BoHV-1 e BoHV-5,
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sendo possivel fazer a diferenciacdo entre os dois tipos devido a uma série de delecdes
existentes nessa regido da proteina.

Claus et al.”

avaliaram 47 amostras de SNC provenientes de surtos de doencas
neuroldgicas em bovinos. Desse total, em apenas 18 (38%), das amostras submetidas ao
isolamento viral e a cultura celular em células MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), foi
encontrado resultado positivo para herpesvirus bovino. Posteriormente, 0s autores
detectaram o DNA do BoHV-5 nessas 18 amostras, utilizando multiplex PCR. Diallo et
al.®! empregaram a técnica de multiplex PCR em tempo real em amostras de 13 bovinos
analisados para os virus BoHV-5 e BoHV-1, e obtiveram resultados semelhantes entre a
técnica de multiplex PCR convencional e multiplex PCR em tempo real.

Fonseca Jr et al.*
DNA do BoHV-5, BoHV-1, herpesvirus ovino-2 (OHV-2) e herpesvirus suideo-1 (SHV-

1) em amostras do SNC de bovinos, ovinos e suinos. Para a espécie bovina foram

utilizaram o método de PCR multiplex para deteccdo de

avaliadas 65 amostras, mas somente dez foram positivas para BoHV-5, uma para BoHV-1
e cinco para OHV-2.

Arruda et al.®* analisaram 76 amostras de encéfalo bovino, fixadas em formol e
emblocadas em parafina, dividindo-as em dois grupos distintos. Em um grupo foram
alocadas 40 amostras com meningoencefalite necrosante, caracteristica de infeccdo por
BoHV-5, enquanto em outro grupo, foram avaliadas 36 amostras com meningoencefalite
inespecifica. A partir da técnica de PCR, detectaram DNA de BoHV-5 em 16 (40%)
amostras do grupo 1 e 12 (33,3%) do grupo 2. Os pesquisadores relataram, ainda, que,
foram identificados corpusculos de inclusdo viral em nove amostras do grupo 1, tendo sido
detectada presenca do DNA viral em seis dessas (66,6%). De modo semelhante, Ferrari et
al.** identificaram BoHV-5 em 15 amostras de encéfalo bovino, emblocadas em parafina,
do total de 20 amostras analisadas.

O diagnostico molecular por PCR pode ser feito a partir de amostras
congeladas e a extracdo do DNA viral também pode ser realizada em amostras do SNC
conservadas em formol e emblocadas em parafina. No entanto, o tempo de fixa¢do do
material pode promover uma interacdo quimica com &cidos nucleicos®®, diminuindo a
sensibilidade da técnica. Além disso, deve ser considerado o estagio da doenca, pois a
quantidade de DNA viral na fase aguda é diferente da fase crbnica, quando o virus foi

reativado®.
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2.4.3. Isolamento viral e diagndéstico soroldgico

Uma grande variedade de virus, quando infectam as células hospedeiras,
possuem a capacidade de destruir & mesmas e infectar novas células. Com isso, ocorrem
alteracBes que podem ser visualizadas e sdo denominadas de efeitos citopaticos ®. O
método utilizado para visualizacdo desses efeitos é o isolamento viral em cultivo celular.
Esse método é considerado um dos mais sensiveis para deteccdo viral, além de sua
execucdo ser relativamente simples, o agente pode ser usado em estudos posteriores®®®’.
Entretanto, é uma analise de longa duracdo, podendo levar de uma a trés semanas, e
somente identifica virus vidveis. Somado a isso, podem ocorrer contaminacfes
bacterianas, fungicas ou de outros virus®’.

Os virus BoHV-1 e BoHV-5 sdo isolados, rotineiramente, utilizando as
linhagens celulares MDBK e CRIB (clone celular de MDBK resistente a infeccdo por
BVDV). Nas inoculacdes de herpesvirus, os ECP observados sdo desorganizacdo nuclear,
arredondamento e desprendimento celular, formacéo de focos infecciosos com aspecto de
“cacho de uva” e lise®.

Outras formas de diagndstico sorolégico sdo a fixacdo de complemento,
hemaglutinacdo passiva, imunofluorescéncia, imunoperoxidase, soroneutralizacdo e
ensaios imunoenzimaticos®®®. A grande maioria dos laboratrios utilizam a técnica de
soroneutralizagdo e ensaios imunoenzimaticos por meio do ELISA, para diagndstico viral,
0s quais s&o o0s testes recomendados pela Organizacdo Mundial de Satide Animal (OIE) **.

Diante da importancia econémica das doencas causadas por herpesvirus no
rebanho bovino e da necessidade do diagndstico etioldgico das encefalites nessa espécie,
esse trabalho teve por objetivo a identificagdo molecular, pela técnica de PCR, de
herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) em amostras de encéfalos de bovinos,
diagnosticadas com encefalites, provenientes do arquivo do Setor de Patologia Animal da
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ/UFG), do periodo compreendido entre 2007 e
2012.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

As amostras deste estudo foram provenientes da revisdo de 80 exames da
rotina anatomopatologica do Setor de Patologia Animal da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG) em Goiania, Goias, realizados
entre janeiro de 2007 a dezembro de 2012. Foram selecionados 18 casos (18 animais),
com um total de 44 blocos com amostras de encéfalos bovinos, os quais foram agrupados,

de acordo com diagndstico histopatologico, em:

e Grupo | (controle) — animais sem alteragdes histologicas, sem histérico clinico de
doenca neuroldgica (5 casos, 14 blocos).

e Grupo Il —animais com encefalite inespecifica (9 casos, 17 blocos).

e Grupo Il — animais com encefalite e positivos para virus da Raiva (4 casos, 13

blocos).

4.2. Extracdo do DNA

As extragdes de DNA das amostras de encéfalo foram realizadas utilizando o
kit NucleoSpin® DNA FFPE XS (MACHEREY-NAGEL®) para a purificacdo do DNA
genémico de tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina. A extracdo foi
realizada no Laboratério de Imunopatologia da EVZ/UFG, segundo protocolo do
fabricante como o descrito a seguir.

Apo6s a retirada do excesso de parafina utilizando-se um bisturi, foram
seccionados vinte cortes de 10 pm utilizando micr6tomo rotativo (Leica-RM2255). Os
cortes foram adicionados a 1 ml de xilol em um tubo do tipo eppendorf para a remocéo da
parafina. Para realizar o corte de cada regido, limpou-se 0 micrétomo, um novo par de
luvas descartaveis e nova navalha histoldgica foram utilizados com o objetivo de evitar
contaminacdo entre as amostras. Em seguida, o tubo com o material foi centrifugado a
11.000 G por 2 minutos. Um “pellet” foi formado e, apds a remogdo completa do

sobrenadante, foi adicionado 1 ml de etanol a 100% para remover residuos de xilol.
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O material foi outra vez centrifugado a 11.000 G por 2 minutos, e novamente o
sobrenadante foi dispensado. Os tubos foram abertos e incubados a temperatura ambiente
por 10 minutos. O “pellet” formado foi suspendido em 100 pL de tampdo FL (tampédo de
lise), novamente foi centrifugado a 11.000 G por 1 minuto, seguido da adicéo de 10 pL de
proteinase K. Apo6s mistura do contetdo em vértex, o material foi incubado overnight. No
dia seguinte, foram adicionados 100uL de tampdo D-Link (tamp&o decrosslink) para
remover as ligacGes covalentes formadas pela formalina na molécula de DNA.

Logo em seguida, todo o conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 11.000
G por 1 minuto, seguido de incubacdo a 90°C por 30 minutos em banho-maria.
Posteriormente, foram adicionados 200 pL de etanol a 100%, homogeneizado e
centrifugado a 1.000 G/1 spin. Em sequéncia, o conteddo aquoso foi pipetado e transferido
para a coluna de agarose (NucleoSpin® DNA FFPE XS Column, greenring), procedeu-se a
centrifugacdo a 2.000 G por 30 segundos. Depois o tubo coletor foi descartado e a coluna
foi colocada em um novo tubo coletor.

Posteriormente, foi realizada a lavagem da membrana de silica da coluna,
adicionou-se 400 pL do tampdo B5 e o material foi centrifugado a 11.000 G por 30
segundos, tendo sido descartado o contedo do tubo coletor, etapa que foi repetida duas
vezes. Apo6s a lavagem, procedeu-se a adi¢do de 20uL do tampdo BE (tampéo de eluicédo)
na coluna, seguido de centrifugagdo a 11.000 G por 30 segundos. Em seguida ao descarte
da coluna, o DNA extraido, contido no tubo coletor, foi congelado a -20°C até a realizacao
da PCR.

O rendimento e a qualidade do DNA extraido foram mensurados utilizando o
NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare - 28-9301-69 AC). O rendimento foi
estimado por meio da absorbancia de UV a 260 nm e, para a mensuracdo da qualidade, foi
utilizada a taxa entre A260/A280. Adicionado a isso, foram confeccionados geéis de

agarose a 1% para confirmacao da existéncia de DNA.

4.3. PCR

As amostras extraidas foram submetidas a técnica da PCR de modo semelhante
ao descrito por Claus et al.*, no Laboratério de Biotecnologia de Fungos locado no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas 2 (ICB 1l) da Universidade Federal de Goias (UFG). Foi
realizada uma revisdo bibliografica dos oligonucleotideos iniciadores de BoHV-1 e
BoHV-5, publicados em periddicos entre 1997 a 2012 (Anexos 1 e 2).



17

Posteriormente, todos os primers foram analisados quanto a especificidade
para ambos 0s virus por meio de um software on-line (BLAST - Basic Local

AlignmentSearch Tool, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Adicionado a isso, foram

feitas analises, quanto a possiveis defeitos nos primers, em outro software (IDT -
Integrated DNA Technologies,
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Apos feita essas analises

foram escolhidos os primers com mais especificidade para ambos os virus.

Os oligonucleotideos utilizados no ensaio de PCR foram obtidos com base nas
sequéncias do gene que codifica a gC (glicoproteina C) de BoHV-1 e BoHV-5, as quais
estdo disponiveis no banco de dados do “National Center for Biotechnology Information”,
nimeros de acesso Z49223 e U35883 (NCBI;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
oligonucleotideos Bl (5’-CAACCGAGACGGAAAGCTCC-3’nt 185-204); B5 (5’-
CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ nt 322-339) e Bcon [(5-
AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3" nt 519-538 (BoHV-1) e nt 461-480 (BoHV-5)]
anelam em regides conservadas dos genomas de ambos os virus, amplificando um produto
de 159 pares de bases (pb) para BoHV-5 e 354 pb para o BoHV-1.

Como controle positivo para a reagdo, foram utilizadas amostras virais de

BoHV-1 e BoHV-5 cedidas cordialmente pelo Laboratério de Virologia Animal do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG. Como controle interno
da reacédo, foi desenhado um par de primers direcionados ao gene da PB-actina bovina,
numero de acesso AY141970.1, primer senso (5’-CAGGGGAGGTGATCGCTTTT-3") ¢
primer antisenso (5’-GGTCCATGATGGCTGTCCATT-3").

As condicdes da PCR foram adaptadas de Claus et al.*°. Para cada reacéo, foi
utilizada a concentracdo de 100 ng/ul de DNA extraido realizada PCR convencional, onde
as reacOes foram processadas separadamente para BoHV-1 e BoHv-5. No PCR mix, foram
adicionados 15,8 pL de agua ultrapura, 2,5 pL de tampéo de enzima (200 mM Tris-HCI,
pH 8.4, 500 mMMKCI), 1,0 pL de MgCl, (MgCl, -50 mM), 2,0 uL de dNTP’s (100
MMANTP set, PCR grade - dATP, dCTP, dGTP, dTTP- Invitrogen by Life
Technologies™ — Cat. Nos. 10297-018), 1,0 uL de DMSO & 10%, 1,0 pL de cada primer
0,4 mM, 0,2 uLTag DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen®, Brasil), totalizando um
volume final de 25 pL.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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As condicdes utilizadas para amplificar o DNA de ambos os virus, totalizando
40 ciclos, foram: 94°C por 1 min, etapa de desnaturacdo inicial; 95°C por 1 min,
desnaturacdo de DNA,; a terceira etapa € o anelamento dos primers, 58°C por 1 min; 72°C
por 1min, fase de extensdo; 72°C por 7 min, etapa de extensao final.

O material foi amplificado em termociclador automético modelo T100™
(BioRad — cat #: 186-1096). Em todas as reacdes, eram incluidas as amostras virais
padrdo de BoHV-1 e BoHV-5 como controle positivo e dgua ultra pura esterilizada como
controle negativo.

Posteriormente, foi realizada eletroforese utilizando gel de agarose a 1% (Ultra
Pure™agarose - InvitrogenbylifeTechnologies™cat #16500-100) corado com brometo de
etidio (0.5 pg/mL). O tamanho dos amplicons foi determinado pela compara¢do com um
marcador de peso molecular de 1Kb (Plus DNA Ladder - Thermoscientific — Cat #
SM1331). A visualizagdo das bandas foi realizada por um sistema eletronico Gel Doc™
EZ System (Bio-RadCat # 170-8270) acoplado a um computador.

Considerou-se, para efeitos de registro de frequéncia, 0 nimero total de casos

(18), independente da quantidade de blocos em cada caso.
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4. RESULTADOS

Foram analisados 18 casos no periodo entre 2007 a 2012, totalizando 44
blocos. Na analise dos amplicons obtidos para 0 BoHV-5 (159 pb), nenhuma amostra foi
positiva no grupo 1, duas positivas (n° casos: 156-09 e 333-11) no grupo I, trés positivas
(n° casos: 72-08, 12-10 e 134-11) no grupo Il (Quadro 1).

QUADRO 1 — Resultados da PCR convencional para detec¢do dos virus BoHV-
1 e BoHV-5 em amostras de encéfalo bovino incluidas em
parafina.

Grupo N° Caso BoHV-1 BoHV-5
08-11 - -
25-11 - -
I 312-11 - -
313-11 - -
196-12 - -
107-07 - -
137-08 - -
39-09 - -
136-09 - -
156-09 - +
I 176-09 - -
01-10 - -
123-10 - -
333-11 - +
72-08 - +
355-09 - -
i 12-10 - +
134-11 - +
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Os casos positivos podem ser visualizados na figura 4. Das amostras
analisadas, 28% (5/18) foram positivas para BoHV-5, sendo 11% (2/18) amostras do
grupo com encefalite inespecifica e 17% (3/18) do grupo com encefalite e positivos para o
virus da raiva.

No teste para verificacdo das bandas (354pb) para o BoHV-1 (Figura 4), todas
as amostras, 100% (18/18) foram negativas.

M 1 233 (e sy ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 M

300
200

— 100

Figura 4 - Imagem de gel de agarose a 1% demonstrando o resultado da
amplificacdo em amostras extraidas de material fixado em
formalina e incluido em parafina do encéfalo de bovinos para o
BoHV-1 (354 pb) e BoHV-5 (159 pb). M= marcador de 1Kb
(Plus DNA Ladder - Thermoscientific — Cat # SM1331); 1, 4, 7,
10 e 13 = amostras positivas para BoHV-5; 2, 5, 8, 11 e 14 =
amostras negativas para BoHV-1; 3, 6, 9, 12 e 15 = controle
interno da reacdo p-actina bovina (120 pb); 16 = controle
positivo para BoHV-1; 17 = controle positivo para BoHV-5.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrada a presenca do DNA do herpesvirus bovino tipo
5 e auséncia de DNA do tipo 1 em amostras de encéfalo fixadas em formalina e incluidas
em parafina. Desde que o BoHV-5 foi reconhecido como uma entidade separada do
BoHV-1, alguns estudos com amostras de cérebro demonstraram a presenca do DNA
desse virus *¥#*. Assim, os casos de infeccdo neuroldgica passaram a ser genericamente
atribuidos ao BoHV-5, enquanto os herpesvirus isolados de doenca respiratoria e genital
eram classificados como BoHV-1, mesmo sem confirmagdo antigénica e/ou molecular de
sua identidade®,

No presente estudo, todas as amostras testadas foram negativas para BoHV-1.

Esse resultado também foi encontrado por Claus et al.”

, que utilizaram a amostras
encefélicas congeladas e ndo constataram amplificacdo de DNA do BoHV-1 em nenhuma
das amostras de SNC analisadas. Ainda corroborando o presente estudo, Arruda et al.®*
fizeram analise de 76 amostras de encéfalo bovino, também de blocos de parafina do
arquivo da patologia em Mato Grosso, ndo identificaram DNA de BoHV-1 em nenhum
dos casos.

A deteccdo de 28% (5/18) de amostras positivas para BoHV-5 vem ao
encontro dos relatos que indicam a ampla circulacdo de BoHV-5 no Brasil®*®. Esses
mesmos autores enfatizam a importancia de realizar testes que diferenciem na rotina
laboratorial os tipos 1 e 5.

No presente estudo, foi utilizado material fixado em formalina e incluido em
parafina, e por meio da PCR convencional detectou-se 28% das amostras positivas para
BoHV-5. Ely et al.® também utilizaram material FFPE e identificaram, em 32 casos,
21,8% npositivos para BoHV-5. Ferrari et al.* utilizaram 21 casos de necropsia e
detectaram 75% positividade para esse mesmo virus. Ja Arruda et al.®* utilizando a técnica
de multiplex PCR, identificaram, em 76 amostras, 32,89% positivas para BoHV-5.

E importante ressaltar que, na presente pesquisa, néo foi discriminada a por¢ao
encefélica de onde as amostras foram colhidas, assim como nos estudos mencionados
anteriormente. Por sua vez, Cunha® realizou extracéo do encéfalo congelado, em bovinos
infectados experimentalmente com BoHV-5, e PCR de seis regides pré-determinadas do
SNC (bulbo olfatério, cortex frontal, cortex occipital, nlcleos da base, tAlamo e o ganglio
do trigémeo). Em um total de 36 areas analisadas, o autor observou que 66,67% (24/36)

foram positivas para BoHV-5 e identificou DNA viral no cortex frontal em 100% dos
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casos positivos. Resultados semelhantes foram descritos em bovinos naturalmente***7*72

ou experimentalmente®” infectados pelo BoHV-5.

Cagnini®® também extraiu DNA de amostras FFPE, porém essas foram
oriundas de infeccdo experimental de BoHV-5 em seis bezerros. O autor relata um total de
108 &reas do SNC analisadas, 35,19% foram positivas para BoHV-5. Nesta pesquisa, 28%
das amostras foram positivas para 0 mesmo virus; porém, caso houvesse sido realizada
uma analise seriada do encéfalo, possivelmente um maior nimero de amostras positivas
seria registrado.

O tipo e o tempo de conservacdo das amostras sdo aspectos que devem ser
discutidos. O tempo de fixagdo em formalina causa degradacdo do DNA e compromete o

resultado da analise®®. Arruda et al.®

relatam que a positividade, para herpesvirus bovino,
foi maior em amostras que permaneceram por menos de 40 dias em solucdo de formol.
Dentre 18 amostras que foram incluidas com menos de 40 dias, encontraram 12 (66,6%)
positivas para BoHV-5. Os autores relataram também que dentre sete amostras que
permaneceram mais de um ano em formol, apenas 2 (28,5%) amplificaram DNA viral. Em
nosso trabalho nédo foi possivel estimar o tempo de fixacdo das amostras, dificuldade essa
em virtude de serem amostras oriundas de arquivo do laboratério.

O fato de extrair DNA utilizando material fixado em formol e incluido em
parafina, como no presente trabalho, pode ser amplamente vantajoso para rotina
laboratorial, pois serve de exame complementar e direciona o diagnéstico definitivo. No
entanto, ressalta-se que a qualidade do resultado da extracdo de DNA viral pode ser

1.3* analisaram 20

reduzida em tecidos conservados em formalina. Por exemplo, Ferrari et a
amostras de SNC na tentativa de identificar BoHV-5, cada amostra foi conservada uma
parte em formol e outra parte foi congelada. Obtiveram 17 (85%) positividade nas
amostras congeladas, ja nas fixadas em formol foi de 15 (75%), além disso, 3 (15%) foram
negativas nas amostras congeladas e 5 (25%) nas fixadas em formol.

No presente trabalho, a técnica utilizada para identificar BoHV-1 e BoHV-5
foi a de PCR convencional, a mesma utilizada por outros autores?®?"?42° Qutro método
bastante utilizado para identificacdo de diferentes herpesvirus em uma Unica reagdo, que €

a multiplex PCR331:32

, a qual pode apresentar a vantagem de apresentar resultados em
uma unica etapa de amplifica¢do, pois utiliza simultaneamente primers direcionados ao

DNA viral de BoHV-1 e BoHV-5.
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No presente estudo, foram utilizadas amostras fixadas em formol e incluidas
em parafina, mas a PCR convencional também tem sido estudada em amostras do SNC de
bovinos provenientes de frigorificos. Campos et al.?” coletaram 400 amostras de ganglio
trigémeo, em frigorificos no Estado do Rio Grande do Sul. As amostras foram submetidas
a técnica de PCR, para BoHV-5. O DNA viral foi identificado em 299 amostras (74,8%),
sendo que 82 amostras foram negativas (20,5%) e 19 foram inconclusivas (4,7%). A
vantagem de se utilizar amostras ja incluidas em parafina € que ha possibilidade de
realizacdo de uma triagem prévia dos casos suspeitos pelo exame histolégico, o que reduz
0s gastos com material e pessoal técnico especializado para a realizacdo da PCR.

Na investigacdo em tela, a técnica de PCR para deteccdo de BoHV-1 e BoHV-
5 foi adaptada de Claus et al.*°. Porém, ainda que tenham utilizado os mesmos primers,
aqueles autores utilizaram a multiplex PCR, tendo colhido 14 amostras do encéfalo de
bovinos, sendo sete de animais com sinais neurolégicos e sete de animais provenientes de
frigorificos. As 14 amostras foram submetidas a IFD, cujo resultado foi negativo para
raiva. Ao realizar a técnica de mutiplex PCR para BoHV-5 e BoHV-1, foram identificadas
trés amostras positivas para BoHV-5 nos animais que tinham sinais de encefalite. Como
ndo foi amplificado DNA de BoHV-1 e BoHV-5 em nenhuma amostra proveniente dos
frigorificos, aqueles animais foram considerados sem nenhuma doenca neuroldgica, o
mesmo resultado encontrado no presente experimento no grupo controle, em cujas
amostras ndo foi amplificado DNA de nenhum herpesvirus.

Apesar da ocorréncia de BoHV-5 em 28% das amostras encontradas neste
trabalho, ndo se pode afirmar que esse agente seja necessariamente o causador da
enfermidade neuroldgica pela qual os animais vieram a 6ébito. Como néo foi realizada a
técnica de isolamento viral neste estudo, ndo se pode descartar a possibilidade do virus
estar presente no organismo do animal em sua forma latente™.

Do total de amostras positivas para herpesvirus, trés (3/18) foram positivas
também para o virus da raiva. A identificacio de DNA de herpesvirus sem isolamento
viral ndo certifica a ocorréncia de uma infecgéo ativa, podendo o virus apenas estar latente
no interior dos resultados encontrados neste estudo estdo em acordo com os achados de
Spilki et al.*, que relataram infecgdo mista do BoHV-5 e do virus rabico em um Gnico
bezerro que morreu com sinais clinicos compativeis com doencga neuroldgica. Esses

autores afirmam que, quando se identifica o virus da raiva no encéfalo de animais que
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vieram a Obito com sinais neuroldgicos e devido a natureza e fatalidade da doenca,
geralmente ndo ha interesse em buscar outros possiveis agentes.

Ressalta-se, entretanto, que ndo ha parametros suficientes para descartar a
possibilidade de infeccdo concomitante ou um maior papel dos herpesvirus na producédo da

doenca neuroldgica, tendo em vista que nenhuma das amostras foram submetidas ao
isolamento viral.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

O DNA de BoHV-5 em amostras extraidas de blocos de parafina esta presente
em amostras com diagnostico histoldgico de encefalite;

Amostras de encéfalos positivos para o virus da raiva podem conter DNA de
BoHV-5;

Nas amostras estudadas, 0o DNA BoHV-1 esta ausente;

Nenhuma das amostras de encéfalo com aspecto histolégico de normalidade

apresenta DNA de herpesvirus bovinos BoHV-1 e BoHV-5.
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ANEXO 1. Técnicas moleculares, oligonucleotideos iniciadores (primers), alvos, tamanho dos produtos e tecidos analisados para o diagnostico do

BoHV-1 descritos na literatura entre os anos de 1997 e 2012.0s anexos

R5’-GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG-3°

Referéncia Técnica Oligonucleotideos iniciadores Alvo Produto Amostra

Alegre et al., 2001 M-PCR F 5>-AGACCCCAGTTGTGATGAATGC-3’ TK 183pb Swab nasal
R 5’-ACACGTCCAGCACGAACACC-3’

Arruda et al., 2010 PCR conv F 5>-CAACCGAGACGGAAAGCTCC-3’ gC 354bp SNC (FFPE)
R5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Ashbaughet al., 1997 Nested PCR F 5’-GCGGGGGCTCGCCGAGGA-3’ gC 653ph° Swab nasal, ganglio trigémeo
R 5’-GGGAGCGCACGGTCAGGGGC-3’
F 5’- CTCGCCTCCGCCCTCCCCGTG-3’ 274pb
R 5’- AGGCCGCCCCCCGCCGCTAG-3’

Clauset al., 2005 Multiplex-PCR | F 5-CAACCGAGACGGAAAGCTCC-3 - 354bp SNC (TF)
R5-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3

Costa et al., 2005 PCR F5’-AAGTGCACACCGTGTTAT TTGCG-3’ gB 308pb Cultivo celular
R5’-TTGCATTACTTTTGGGGTCAAATGTG-3’

Dialloet al., 2011 Multiplex gPCR | F 5’-GGTACATGTCCAGGGAAAC-3’ - - Especimes clinicos (swabs)
R 5’-GGTACAACATCGTCAACTTC-3’

Fonseca Jr et al., 2011 M-PCR F 5’-TCTTTACGGTCGACGACTCC-3’ gC 191bp SNC(TF)
R 5’-GAAGTACACGCGCAGCTC-3’

Roset al., 1999 Nested PCR F 5’-TCGAARGCCGAGTACCTGCG-3’ gB 294pb° Sémen e ganglio trigémeo.
R 5’-CCAGTCCCAGGCRACCGTCAC-3’
F 5’-TGGTGGCCTTYGACCGCGAC-3’ 426pb
R 5’-GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG-3’

Vogelet al., 2003 PCR F5’-GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC-3’ gB 273pb Encéfalo (TF)
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ANEXO 2. Técnicas moleculares, oligonucleotideos iniciadores (primers), alvos, tamanho dos produtos e tecidos analisados para o diagnéstico do
BoHV-5 descritos na literatura entre os anos de 1997 e 2012.

R 5’-GTCACCACTACCACCGCCGCCAACAT-3’

Referéncia Técnica Oligonucleotideos iniciadores Alvo Produto Amostra

Ferrari et al., 2007 PCR F5’-CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ gC 159pb Encéfalo (FFEP)
R5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Sa e Silva et al., 20072 PCR F 5°-GCGGGGGCTCGCCGAGGA-3’ gC 589pb Cultivo celular
R 5’-GGGAGCGCACGGTCAGGGGC-3’

Sae Silvaet al., 2007b PCR F 5>-GCGGGGGCTCGCCGAGGA-3’ gC 589pb Cultivo celular
R 5’-GGAGCGCACGGTCAGGGC-3’

Alegre et al., 2001 M-PCR F 5’>-GCCCGCAGTTTCCCCTACC-3’ gD 564pb Secrecdo nasal e sémen
R 5’-CGCACCCGCTCTCAATCTT-3’

Clauset al., 2005 M-PCR F 5’-CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ gC 159pb SNC, linfonodos, pulmao, rim (TF)
R 5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Clauset al., 2007 M-PCR F 5--CGGACGAGACGCCCTTGG-3* gC 159pb SNC (TC)
R 5‘-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3*

Lunardiet al., 2009 M-PCR F 5>-CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ gC 159bp SNC(TF)/LCR
R 5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Lisboa et al., 2009 M-PCR F 5’-CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ gC 159bp SNC (TF)/LCR
R 5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Arruda et al., 2010 M-PCR F 5>-CGGACGAGACGCCCTTGG-3’ gC 159bp SNC (FFPE)
R 5’-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3’

Dialloet al., 2011 M-PCR F 5’>-GGTACTTCTTCTTGGTGATG-3’ - - SNC e sémen(TF)
R 5-TCGGTCTTCGTCAAGTTC-3’

Fonseca Jr et al., 2011 M-PCR F 5’-TCTTTACGGTCGACGACTCC-3’ gC 191bp SNC(TF)
R 5’-GAAGTACACGCGCAGCTC-3’

Ashbaughet al., 1997 Nested PCR F 5’-GCGGGGGCTCGCCGAGGA-3’ gC 589bp SNC (TC e FFPE)
R 5’-GGGAGCGCACGGTCAGGGGC-3’

Gomes et al., 2002 Nested PCR F5’-GCTGTTTTGGGGCGCCCCGCG-3’ gG 1297bp° SNC (TC e FFPE)
R 5’-GTAGGGGAAACTGCGGGCAGA-3’
F 5>-TACGGACTGCCGGATTAACA-3’ 222bp
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R 5'-GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG-3'

Referéncia Técnica Oligonucleotideos iniciadores Alvo Produto Amostra

Dielet al., 2007 Nested PCR F 5>-CCAGTCCAGGCAACCGTCAC-3’ gB 444bp° SNC e TG (TF)
R 5’-CTCGAAAGCCGAGTACCTGCG-3’
F 5’-GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC-3’ 295bp
R 5’-GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG-3’

Campos et al., 2009 Nested PCR F 5’-CGGCCACGACGCTGACGA-3’ gC 572bp Ganglios de Glasser (TC)
R 5’-CGCCGCCGAGTACTACCC-3’
F 5’-GTGGAGCGCCGCTTCGC-3’ 236bp
R 5’-TATCGCGGAGAGCAGGCG-3’

Pedrazaet al., 2010 Nested PCR F 5’-CCGGCGATTACGAGGACGAG-3’ gG 592bp* Encéfalo (FFPE)
R 5>-TGCGGGCAGACGCGGGCGCG-3’
F 5>-TACGGACTGCCGGATTAA-3’ 222bp
R 5’-GTCACCACTACCACCGCCGCCAAC-3

Mayer et al., 2006 Nested PCR F 5'-CCAGTCCAGGCAACCGTCAC-3 gB 444bp? SNC e TG (TF)
R 5'-CTCGAAAGCCGAGTACCTGCG-3'
F5-GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC-3' 295bp
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