UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARI:A E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

IDENTIFICACAO DE HERPESVIRUS BOVINO EM AMOSTRAS DE
CEREBRO

Duanne Alves da Silva

Orientadora: Wilia Marta Elsner Diederichsen de Brito — UFG

GOIANIA
2011



IDENTIFICACAO DE HERPESVIRUS BOVINO EM AMOSTRAS DE
CEREBRO

Dissertacao apresentada para
obtencao do grau de Mestre em
Ciéncia Animal junto a Escola
de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias

Area de Concentragéo:
Sanidade animal, higiene e tecnologia de alimentos

Orientadora:
Prof. Dr. Wilia Marta Elsner Diederichsen de Brito

Comité de Orientacéao:
Prof. Dr. Luiz Augusto Batista de Brito
Prof. Dr. Paulo Michel Roehe

GOIANIA
2011



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo na (CIP)
GPT/BC/UFG

Silva, Duanne Alves.
S586i Identificacdo de herpesvirus bovino em amostras de cérebro
[manuscrito] / Duanne Alves da Silva. - 2011.
50f. : il., figs, tabs.

Orientadora: Prof?. Dra. Wilia Marta Elsner Diederichsen de
Brito.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Goias,
Escola de Veterinaria e Zootecnia, 2011.

Bibliografia.

Inclui listas de figuras e quadros

Anexo.

1. Herpesvirus — Bovino. I. Titulo.

CDU: 619:616.523




DUANNE ALVES DASILVA

Dissertacdo defendida e aprovada em 24/02/2011, pela
Banca
Examinadora constituida pelos professores:

N oA s

Profa. Dra. Wilia Marta Elsner Diederichsen De
Brito

(ORIENTADO
R (A))

My, G

Prof. Dr. Clayt¢n Bernardinglii Gitti - UFRRJ/RJ

Profa. Dra. /A‘ léria de Sa Jayme



Vi

Dedico este arduo trabalho aos meus amados pais

Luiz e Severina, que me apoiaram em todos 0s momentos
desde a selecdo para ingressar no curso de mestrado,
sofrendo comigo a cada dificuldade encontrada

e se alegrando a cada etapa vencida.



vii

AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus amado, por me dar saude, coragem e disposi¢cdo para
chegar até aqui, permitindo que eu ingressasse no curso de mestrado, uma
aprovacao que era impossivel aos olhos naturais. Obrigada meu Senhor!

Ao meu paizinho e minha maezinha tdo queridos por permitirem,
mesmo discordando, que eu partisse para uma cidade estranha abrindo mao da
minha presenca debaixo das suas asas para buscar novos projetos. Pelo amor e
cuidado incondicionais demonstrados no apoio e incentivo que sempre dedicaram
a mim, embarcando nas minhas loucuras e acreditando num potencial que, por
vezes, eu desconhecia ter. Vocés sdo meu norte e porto seguro, sem 0S quais
nao seria possivel chegar até aqui. Amo muito vocés, obrigada por tudo!

Aos meus amados pastores Luciano e Ketilane que, mesmo de longe,
sempre me direcionaram a luz da palavra de Deus com seus ensinamentos.

Ao Gustavo, por estar ao meu lado todos esses anos, participando de
cada pequeno detalhe. Pelas noites que passou em claro estudando comigo,
mesmo sem entender muita coisa, desde a selecdo para o mestrado até as
vésperas dos seminarios. Por me aturar nas crises de choro quando as PCRs nao
funcionavam e por se alegrar comigo a cada desafio vencido. “Mais ou menos nao
serve, tem que ser o melhor!” Essa conquista também é sua!

A professora Valéria, sempre disposta a ajudar com seus preciosos
conselhos e trabalhos em congressos, sem a qual eu ndo teria conhecido minha
querida “Mamys”, a Wi. Obrigada pela dedicagao e ajuda que foram cruciais para
incrementar meu curriculo.

A Wilia, minha querida “Mamys”, Chefa ou simplesmente Wi. Mais que
uma orientadora, uma grande amiga, confidente e, principalmente, maezona.
Obrigada pela confianca ao permitir que eu aprendesse a rotina de um laboratorio
de virologia, antes mesmo de ser sua mestranda. Seu carinho e aten¢éo ao longo
desses quase trés anos foram muito importantes na minha adaptacdo a essa
nova realidade que resolvi encarar. Longe de minha familia, vocé foi, por muitas
vezes, a minha figura materna em Goiania, me exortando e direcionando meus
passos. Essa amizade eu levarei comigo além das paredes do laboratorio, sera

para a vida inteira. Conte comigo sempre!



viii

Ao LABVET/GO, nas pessoas de Marilia, Marly e Rosely, que cederam
as amostras de cérebro bovino utilizadas neste trabalho.

Ao querido professor Paulo Roehe e toda equipe do Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor e do Laboratério de Virologia da
UFRGS, pelo carinho e atengcdo com que me receberam. Obrigada pelas
amostras de referéncia cedidas, indispenséaveis ao desenvolvimento deste estudo.

Ao professor Luiz Augusto por gostar da burocracia e me livrar dela e,
mesmo que nos bastidores, sempre esteve disposto a ajudar com suas
assinaturas em inumeros oficios e fichas de matricula, além de fazer a ponte
aérea Goiania-Porto Alegre- Goiania transportando materiais para o projeto.

A Denise, que arriscou seus experimentos permitindo que eu
aprendesse com eles, obrigada pela confianca e disposicdo em ensinar.

A querida Keili, minha “orientadora” de bancada, sempre paciente para
me explicar repetidas vezes as benditas técnicas moleculares, bem como o
preparo de todas as solucdes. Os beliscdes surtiram efeito.

A Carol e Raquel, que foram minhas méaos e bracos no processamento
inicial das amostras.

As professoras Ana Maria, Fabiola, Menira e a colega Tamera, pela
experiéncia acrescentada durante o desenvolvimento deste trabalho com seus
preciosos conselhos.

Ao professor André Kipnis e sua equipe, pelo tempo dedicado aos
ensinamentos que muito contribuiram para o pleno andamento deste estudo.

A querida amiga Paulinha, que me acompanhou na primeira visita a
UFG na busca por um orientador e ndo me deixou ir embora enquanto nao
encontramos alguém para conversar. Obrigada pela amizade e carinho.

Aos meus queridos amigos da UFRuralRJ, Anna, Bruna, Bruno, Fabio
Ninja, Fabio Lind, Held, Igor Bello e Lyana. Obrigada pelo carinho e pela torcida
mesmo que de longe, vocés sdo preciosos para mim. Peco a Deus que me
permita desfrutar dessas amizades até o fim da vida.

As minhas companheiras de luta diaria, Paty (Patricia), Dri (Adriana),
Tata (Talita), Mari (Mariana) e Taty (Tatyane), que sofreram comigo durante a
padronizacdo das técnicas, mas ao final, puderam se regozijar com os resultados.

Somos uma equipe e tanto ou um jardim florido como diz a Paty. Espero té-las



sempre comigo, pois vocés sao verdadeiros anjos que Deus enviou para alegrar
minha vida todos os dias.

A toda equipe do Programa de Pd4s-graduacdo em Ciéncia Animal, ao
CNPQ pelo financiamento do projeto, a CAPES pela bolsa concedida e a todos

aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a concretizacéo deste projeto.



“Tudo isso eu examinei mediante a sabedoria e
disse: estou decidido a ser sabio; mas isso
estava fora do meu alcance.

A realidade esta bem distante e é muito
profunda; quem pode descobri-la?

Por isso dediquei-me a aprender, a investigar, a
buscar a sabedoria e a razdo de ser das coisas,
para compreender a insensatez da impiedade e

a loucura da insensatez.”

Eclesiastes 7: 23-25



Xi

SUMARIO
1-INTRODUGAOD .oeccuuerurersessesssesssesssesssesssesssesssesssesssssssesssesssesssssssesssssssssssesssesssesssesssesssesssesans 1
2-REVISAO DE LITERATURA cooseitrsrmsssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssassassassasssssassssses 4
2.1-DESCIICAO UO AQEBNTE ..uiiieriieeireretiestsesatesestnsesaesesassssansssssssssssesassssassssasssssssssssssesasssssssssssassssasssasssses 4
2.2-ProteiNas VIAIS..uisicssesnsiiiisissisiniiisscssisiiissssssstiissssssssstissssssssssssssssesssstssssessesssssssssssssssssssssssnes 5
2.3-GliProteiNA C (JC) weeerererererrresreerresessssssseesssesseesssessessssssssessesssssssssssasssssssasssasssasssasssssssssssasssasssasssassaes 7
2.4-RePIICAGEAD Vi@l .eirererirriirrrieiniertiesnissreisiniessssessssssnssssssesssssssssssassssassssssssssssssssssssssssssssssssasssasssses 8
2. 4. 1-A0SOTCAD cieurrrererrernrssnressnesssesiesassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssassssasssssssssssesssssssssssssssassssasssassssns 8
2.4.2-FUSB0 € PENELIACAD ..vvvrerrrererrererresnsssnessssnsessssesasssssnssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssses 9
2., BT AN S P O uuiiiiisneriissnntiisssntsissssnesssssstssessssesssssssssessasessessassssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssans 9
2.4.4-Transcricao, repliCaCan € SINTESE .civveereereereesreesseesseesseesseesseesseessenssasssassssesssesssesssessaesssessassnes 9
2.4.5-Montagem e preenchimento d0S CAPSIHEO0S .uucirererererereretreeretreseeceeeeeeseeeseseseeessesssseseessensns 10
WA I =T = To= Lo PRSP ORSPTRSRRSTR 10
2.5-Patogenia € SINAIS CHINICOS. .ciuiiiieriretretreeretrentreteetsestsestessesesesesesesteessesstesssesssssssssssssssesssesssanns 11
B2 G = = o] T 13
2.7- EPIdEMIOIOQIA . uuiicrtierrrirriissnnisseiesnsesnesssnesssssssssssssasssssnsssssssssssssssssssassssassssssssssssssssssssssssssnssssnasss 15
2.7 . 1-HOSPEUEITOS cuueireeerereriesnnrisenissnesesansssanssssnssssssssssssesssssssnsssssessssessssesssassssassssssessssesssssssssssssssassnnasss 15
2.7.2-DiStribUICA0 JEOGIAfICA. ticrrierrrerrrirrrisrrisseeiesaesesansssnesssssssssessssesssanssssnssssssssssesssassssassssnasssnasss 15
2.8-Identificacao € CaraCteriZacao VIlal ....cccceicceeicreercreeresnessseessseesesansssansssanssssssssssesssansssssssssnssssnases 18
2.8.1-DiagnNOStiCO VIrOIOQICO cuurieurrrereerernrrernrresnreissnesesaesesansssanesssssssssssssassssasssssnssssssssssesssnssssasssssnssssnasss 18
RS2 DI T: o] aTo o] Ao o IE=ToT o] Vo To L o] o T 19
2.8.3-DiagnNOStiCO MOIECUIAN .cieiveieiiiieieisititiecseitesese et saes e st e sasssessessassessens 19
3-OBJETIVOS .ictisiimisemsnissssnissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssnssasssnssans 21
4-MATERIAL E METODOS..csessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 22
4. 1-AMOSTIIAS ueeiereiiesriniienineiiieiisresitesiseieseiesstiesstessssesssseiessssesssesssnessssesessssesssessssessssessssssessssssssesssnes 22
4.2-EXTraCa0 0O DINA ..ciiiiiiiitit ittt sttt se st st st st ssssssssssssasssesssasssssssesssssssesssasssasssassssssaans 22
4.3-Identificac@o da presenca de BOHV ... iiiiiniiniiicnicsissississssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 23
4.4-Cultivo de amOSIras U€ VIFUS ..icceceriniinersenseniiecsnsiiisseessestiesssssssstsssssssssessssssssssssesssssssssssesns 25
5-RESULTADOS ...iicciimisemsssmsassssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssans 26
B-DISCUSSAD...cuuuressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s s ssasas 29
7-CONCLUSAD wcvuueessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 33
8-CONSIDERAC@ES FINAIS cisstrssssemssnisessssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanas 34
REFERENCIAS ..otevusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s ssssssssss s ssasssssssssssssssasssass 36

ANEXOS iR 49



Xii

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Micrografia eletrénica de particula de herpesvirus.. ...........ccccvvvveeeeen. 4
FIGURA 2: Representacdo esquematica do genoma do BoHV-5.............cccceeeeeen. 6

FIGURA 3: Mapas com as respectivas cidades onde foram coletadas as amostras
ULIIZAAAS NO ESTUAOD. .....eiiieiiiiiiiicce e 26 e 27

FIGURA 4: PCR multiplex - amplificacdo da regido da gC de herpesvirus
070 )Y/ T TR PP 28



Xiii

LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: Reagentes utilizados na reacado de PCR multiplex e suas respectivas
CONCENTIAGOES fINAIS.....ciiiiiiiiiiiiii ettt 24

QUADRO 2: Condicdes utilizadas para amplificar os fragmentos especificos da
gC de herpesvirus DOVINO............euiiiiiiiiie e 24



Xiv

RESUMO

A meningoencefalite herpética é uma infecgdo do sistema nervoso central de
curso geralmente fatal causada pelo herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), todavia,
também o BoHV-1 pode estar associado a essa patologia. A enfermidade tem
gerado muitos prejuizos a pecuéria brasileira por apresentar elevada letalidade,
principalmente, entre animais jovens. Devido a reatividade cruzada e a falta de
um teste soroldgico eficaz que diferencie os tipos 1 e 5 de herpesvirus bovino,
ndo se sabe a real prevaléncia das infec¢cdes por ambos os virus. Estima-se que
uma parcela dos animais supostamente infectados pelo tipo 1 possa ser
soropositiva para o tipo 5. Para um melhor entendimento da epidemiologia
molecular desses virus em Goias, 110 amostras de cérebro de bovinos jovens
gue vieram a O6bito com sinais neurolégicos, encaminhadas ao laboratorio de
referéncia do Estado para diagnostico de raiva no ano de 2008, foram analisadas
por PCR multiplex para amplificacdo da regido da glicoproteina C (gC) do DNA do
BoHV-1 e -5. Das 110 amostras, 53,6% foram positivas para herpesvirus bovino.
Destas, 22,0% foram positivas para o BoHV-1, enquanto 52,5% foram positivas
para o BoHV-5. Além disso, encontrou-se 13,6% de coinfec¢céo para os tipos 1 e
5. Entre estas, uma amostra foi proveniente de um bubalino. Foi observada
positividade simultanea para herpesvirus bovino e o virus da raiva em 53,3% das
amostras. Este estudo permitiu concluir que o BoHV-1 e o -5 circulam no Estado
de Goias e que o BoHV-1 apresenta potencial encefalitogénico. Apesar de nao ter
ocorrido multiplicacédo viral em nenhuma das 20 amostras de cérebro inoculadas
em cultura de célula, ndo se pode descartar a possibilidade da doenca
neurolégica estar associada aos virus nas outras amostras analisadas. Este foi o
primeiro estudo com amostras de Goias a comprovar a presenca dos dois virus

nos rebanhos do Estado.

Palavras-chave: gado, infeccdo viral, letalidade, neuropatia, PCR multiplex,

reatividade cruzada.
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ABSTRACT

Herpetic meningoencephalitis is an infection of the central nervous system caused
by bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) despite BoHV-1 also being associated with this
pathology. The course of the disease is usually fatal. Meningoencephalitis has
caused significant economic burden to the Brazilian cattle industry due to its high
mortality rate, especially in young animals. Because of cross-reactivity and the
absence of an effective serological test that differentiates types 1 and 5 of
herpesvirus, the actual prevalence of infection with both viruses is unknown. It is
estimated that some animals, supposedly infected with type 1, may be
seropositive for type 5. For a better understanding of the molecular epidemiology
of this virus in Goias, 110 brain samples of young cattle, that died with
neurological signs, referred to the reference laboratory of the State of Goias for
rabies diagnosis in 2008, were analyzed by multiplex PCR to amplify the
glycoprotein C (gC) region of the BoHV-1 and -5 DNA. Of the 110 samples, 53.6%
were positive for bovine herpesvirus. Of these, 22.0% were positive for BoHV-1,
whereas 52.5% were positive for BoHV-5. Furthermore, 13.6% of samples showed
co-infection for types 1 and 5. Among these, one sample came from a buffalo.
Positivity for both bovine herpesvirus and rabies virus was observed in 53.3% of
samples. This study showed that BoHV-1 and -5 are circulating among cattle in
the State of Goias and that herpesvirus type 1 can also be encephalitogenic.
Although there was no evidence of viral replication, after inoculation of all 20 brain
samples in cell culture, the possibility of viruses being associated with neurological
disease cannot be ruled out. This was the first study to demonstrate the presence

of BoHV-1 and BoHV-5 in samples obtained from herds in Goiés.

Keywords: cattle, viral infection, lethality, neuropathy, multiplex PCR, cross-

reactivity.



1-INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos grandes produtores do setor de carnes
no mercado mundial, contudo, sua posicdo € constantemente ameacada
principalmente quando se trata de carne bovina. Isso ocorre devido as proprias
limitac6es do setor, pois o rebanho bovino esta exposto a agentes causadores de
enfermidades que afetam diretamente a sua produtividade.

Segundo dados da Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacéo, o Brasil possui 0 segundo maior rebanho de bovinos, ficando atras
apenas da India, apresentando um consumo per capita em torno de 35 quilos de
carne por habitante/ano. O pais ocupa a segunda posicdo no ranking dos
produtores mundiais, ficando atras dos Estados Unidos e, simultaneamente,
ocupa o primeiro lugar dentre os exportadores mundiais deste produto (FAO,
2010).

Estimativas da FAO apontam que entre os anos de 2006 e 2015, o
Brasil ird capturar a maior parte do crescimento da demanda mundial de carne,
contribuindo com cerca de 36% do aumento do volume exportado nesse periodo
(FAO, 2010).

O efetivo de bovinos registrado pela Pesquisa da Pecuéaria Municipal
(IBGE, 2010) para o ano de 2009 foi de 205 milhdes de cabecas, considerando
nesta contagem os animais existentes em 31 de dezembro, tanto destinados a
producédo de carne quanto a de leite. Comparando este nimero com o obtido em
2008, observou-se crescimento do efetivo de 1,5% no ano de 2009. Dentre os
efetivos de grandes animais, o de bovinos foi 0 Unico que apresentou crescimento
enquanto os demais tiveram queda (IBGE, 2010).

Em termos regionais, o Centro-Oeste brasileiro € a principal regido
detentora de rebanho bovino com 34,4% do efetivo nacional. O Estado de Goias
possui 0 quarto maior rebanho do pais com uma populacdo bovina de,
aproximadamente, 21 milh6es de animais, cerca de 10% do total do pais. Destes,
2,6 milhdes estdo na regido Sudoeste do Estado e a cidade de Nova Crixas
apresenta o maior efetivo com 737 mil animais (IBGE, 2010).

De acordo com a Pesquisa Trimestral do Leite, feita pelo Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no acumulado do ano de 2009 foram



adquiridos 19,5 bilhdes de litros de leite. Comparando-se tal volume ao obtido em
2008, verificou-se incremento de producdo de 1,6% em 2009. Os numeros desta
pesquisa indicam o consumo interno per capita de 102 litros de leite por habitante/
ano e os principais Estados em aquisicdo do produto foram Minas Gerais, com
participacédo de 26,8%, Rio Grande do Sul (14,1%) e Goias (12,3%).

Quanto ao abate e producdo de carne bovina para o ano de 2009,
verificou-se, pela Pesquisa Trimestral do Abate de Animais, também do IBGE, o
abate de 28 milh6es de cabecas e a producédo de 6,6 milhdes de toneladas do
produto. Deste total de carne produzida, 13,9% foram exportados para outros
paises. Os principais destinos da carne bovina brasileira foram Russia, Hong
Kong e Ird. O maior consumidor mundial de carne bovina foram os Estados
Unidos, seguido pela Unido Européia e Brasil.

Sem duvida, estes indices demonstram o extraordinario potencial de
producédo e de exportacdo de carne bovina do Brasil. Todavia, deve-se dar
especial atencédo as questdes relativas a sanidade dos animais e a intensificacao
na fiscalizacdo da qualidade dos produtos (as certificacdes), visto que esses itens
s&80 0s que mais condicionam a ampliacdo das exportacdes no que diz respeito as
barreiras impeditivas, afetando negativamente a competitividade e o grau de
eficiéncia junto a terceiros mercados (RUBIN et al, 2008).

Os disturbios neurolégicos em bovinos abrangem um grupo de
enfermidades que merecem destaque, tanto pelo perigo em potencial que
representam para a saude humana, quanto pelas perdas econémicas expressivas
gue ocasionam nos rebanhos de corte e de leite. A variacdo de manifestacéo
clinica das neuropatias, a semelhanca sintomatolégica entre alguns distarbios e a
dificuldade de diagndstico, sdo aspectos importantes que limitam as acfes de
controle dessas enfermidades (AQUINO NETO et al., 2009).

Ha cerca de 20 anos, quando a encefalopatia espongiforme bovina
(EEB) surgiu, as doencas do sistema nervoso de bovinos comecaram a ganhar
relevancia. Aproximadamente 10 anos apés o aparecimento da EEB, o consumo
de carne e derivados foi associado ao surgimento, em humanos, de uma variante
da enfermidade Creutzfeldt Jakob (vCJD), passando entdo a EEB a ser
considerada uma zoonose. Assim, 0s paises importadores de carne passaram a

bloquear as importacdes de paises que tiveram a doenca ou que nao tivessem



dados concretos sobre a prevaléncia das enfermidades do sistema nervoso
central (SNC) em seu rebanho bovino (BARROS et al, 2006).

Entre os agentes infecciosos envolvidos em doencas neurolégicas
estdo as bactérias, os protozodrios e os virus (CLAUS et al, 2002). Neste ultimo
grupo sao encontrados os herpesvirus bovino, que geram perdas produtivas e
reprodutivas significantes (KIRKBRIDE, 1992, JUNQUEIRA & ALFIERI, 2006,
RUFINO et al., 2006), sendo causadores de grandes prejuizos econémicos para a
pecuaria mundial. Estima-se que as perdas geradas por enfermidades
relacionadas aos herpesvirus bovinos alcancem um bilh&o de ddlares por ano em
todo 0 mundo (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010).

Devido as perdas na induastria bovina como resultado da infecgdo
distribuida mundialmente por esses virus, as Comunidades Americana e Européia
tem imposto estrito controle sanitario de sémen e embrides, estabelecendo
programas de erradicacédo que afetam diretamente o comércio bovino mundial. O
Brasil, sendo o maior exportador de carne bovina, deve rever detalhadamente
seus programas sanitarios de controle e erradicacdo de encefalopatias
(FERRARI, et al., 2007).

Diante do exposto, fica claro que a relacdo da produtividade com a
sanidade dos rebanhos € um ponto crucial para se obter lucratividade e,
principalmente, para alcancar o mercado externo.

N&ao existem informacdes referentes a identificacéo e caracterizacdo de
amostras de herpesvirus bovino em Goias. Assim, é de grande interesse o
conhecimento da casuistica da infeccdo pelo virus no Estado, como também a
caracterizacdo das amostras que ocorrem na regido. Considerando a grande
relevancia da pecuaria para a economia do pais e as crescentes barreiras
sanitarias as exportacdoes dos produtos nacionais, estudos que visem um melhor
entendimento da epidemiologia deste agente revestem-se de importancia ainda

maior.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1-Descricéo dos agentes

A familia Herpesviridae, em suas trés subfamilias, Alfa, Beta e
Gamaherpesviridae, engloba virus que ocorrem em diversas espécies animais.
Os herpesvirus bovino tipos 1 e 5 pertencem ao género Varicellovirus da
subfamilia Alphaherpesvirinae (ROIZMAN et al.,1992). Os herpesvirus agrupados
nesta subfamilia apresentam como caracteristicas gerais, um genoma composto
por DNA linear de fita dupla com, aproximadamente, 140 kpb; um nucleocapsideo
icosaédrico com 162 capsbmeros, que € cercado por uma camada protéica
amorfa, denominada tegumento; um envelope glicoprotéico, onde estéo inseridas
as glicoproteinas que apresentam diferentes propriedades antigénicas (WIRTH,
1993; SCHWYZER & ACKERMANN, 1996). Seu diametro varia de 130 a 200 nm
e, devido a composicao lipoprotéica do envelope, sdo sensiveis ao éter e outros

solventes lipidicos, como também a extremos de pH (PORTERFIELD, 1989).

FIGURA 1: Micrografia eletrbnica de particula de
herpesvirus.
C) capsideo; T) tegumento; E) envelope; G) glicoproteinas.

Fonte: Linda Stannard, Department of Medical Microbiology,
University of Cape Town, adaptado por ESTEVES, 2007.



O BoHV-1 estd associado a enfermidades respiratdrias e do trato
genital, podendo induzir a ocorréncia de aborto em vacas gestantes e doencga
sisttmica em bezerros recém nascidos (MILLER et al., 1991). Analises
sorolégicas e moleculares de amostras de BoHV-1 permitiram caracteriza-las em
tipos 1 e 2, sendo esse ultimo subdividido em 2a e 2b (ROIZMAN et al., 1992).

O BoHV-5 é o0 causador da encefalite herpética bovina, uma
enfermidade neuroldgica que atinge animais jovens, apresentando baixos indices
de morbidade, mas elevados indices de letalidade (SALVADOR et al., 1998).

Inicialmente o BoHV-5 era considerado um terceiro subtipo do BoHV-1,
designado 1.3, por eles apresentarem uma homologia de, aproximadamente, 85%
no genoma (DELHON et al., 2003). Contudo, analises sorolégicas e moleculares
permitiram reclassifica-lo como um novo tipo dentro da familia (ROIZMAN et al.,
1992). Ensaios moleculares, utilizando enzimas de restricdo, permitiram a
caracterizacdo de amostras de BoHV-5 em subtipos 5a, 5b e 5na/nb (ndo a, ndo
b) (D’ARCE et al., 2002). As principais diferencas entre o0 BoHV-1 e o BoHV-5
referem-se as caracteristicas clinico-epidemiolégicas e ao potencial neurotropico
do BoHV-5 (FLORES et al., 1998).

O genoma do BoHV-1 apresenta 137 kpb enquanto o BoHV-5 possui
138.4 kpb (FRANCO & ROEHE, 2007). O genoma de ambos os virus contém em
torno de 70 genes, e apresentam uma composicdao G+C (guanina e citosina) de
75%, que acaba por conferir sua estabilidade (DELHON et al., 2003). A estrutura
genbmica desses agentes € comum aos integrantes do grupo D de herpesvirus,
gue consiste em um segmento Unico longo (UL) de 102 a 104 kpb, e um
segmento Unico curto (US) de, aproximadamente, 11 kpb. O segmento US
apresenta duas regides repetidas em suas extremidades chamadas regido
repetida interna (IR) e regido repetida terminal (TR) (ROIZMAN & PELLET, 2007).

2.2-Proteinas virais

Até o momento, sabe-se que das proteinas codificadas pelos herpesvirus
bovino tipos 1 e 5, pelo menos 10 séo glicoproteinas, denominadas gB, gC, gD,

gE, gG, gH, gl, gK, gL e gM. Elas apresentam diferentes propriedades



antigénicas, fungdes na replicagédo viral (gB, gD, gH, gK, e gL) e interagdes com a
célula infectada (gB, gC e gD) (SCHWYZER & ACKERMANN, 1996). Este ultimo
grupo esta envolvido nos processos de penetracdo e fusdo da particula viral as
células alvo, sendo importantes componentes imunogénicos. A gC esta
relacionada a adsorcéo, sendo considerada a mais imunogénica (BABIUK et al.,
1996).

FIGURA 2: Representacdo esquematica do genoma do BoHV-5. As sequéncias do
segmento Unico longo (UL) e do segmento Unico curto (US) e suas possiveis orientacdes
estdo indicadas pelas setas. A localizacdo e orientacdo dos genes codificadores das
glicoproteinas sdo indicadas pelas caixas orientadas. A cor preta indica que a
conservacdo média (em nivel de proteina) entre o gene do BoHV-5 e do BoHV-1 é maior
gue 90%; a cor cinza indica um nivel de conservacdo maior que 80%; a cor branca indica
um nivel de conservacdo menor que 80%.

Fonte: DEL MEDICO ZAJAC et al., 2009.

As glicoproteinas agem em diversas etapas do ciclo de replicagéo viral.
Algumas atuam no reconhecimento e ligacdo aos receptores celulares, fusdo das
membranas viral e celular, penetracdo do material genético do virus no citoplasma
e maturacao e saida das particulas virais da célula. Outras ja sdo importantes em
estratégias de evasdo da resposta imune do hospedeiro (HANON et al., 1999;
WINKLER et al., 1999; LIMAN et al., 2000).



2.3-Gliproteina C (gC)

A glicoproteina C tem sido descrita como membro da superfamilia das
imunoglobulinas (FITZPATRICK & BIELEFELDT-OHMANN, 1991). Ela esta
presente no envoltério do virion e na membrana da célula infectada, sendo
considerada a mais importante glicoproteina envolvida na adsor¢do do virus a
célula, ligando-se aos receptores de heparan sulfato na superficie das células-
alvo. (“heparan sulfate proteoglycan”- HSPG) (LIANG et al., 1992; OKAZAKI et al.,
1994). As gCs do BoHV-1 e -5 compartilham cerca de 75% de similaridade. No
BoHV-1 ela se apresenta como um dimero de 508 aminoacidos (1572
nucleotideos) e no BoHV-5 com 486 aminoacidos (1464 nucleotideos). As regides
mais conservadas entre as duas gCs sdo a central e a carboxi-terminal (C-
terminal). J4 a regido amino-terminal (N-terminal) concentra a maior parte das
diferencas entre as gCs desses virus (SCWYZER & ACKERMANN, 1996).

A gC é uma proteina transmembrana estrutural ndo essencial, com
cerca de 91 kDa (FITZPATRICK & BIELEFELDT-OHMANN, 1991;
CHOWDHURY, 1997; METTENLEITER, 2003; THIRY et al., 2006). O gene que a
codifica localiza-se na regido UL44 para ambos os virus, contudo a gC do BoHV-5
apresenta uma delecdo do aminoacido 35 em relacdo ao BoHV-1. (DELHON et
al., 2003). Ela € capaz de bloquear a primeira linha do sistema de defesa do
hospedeiro através de sua ligacdo com o terceiro fator (C3) da cascata do
complemento (HUEMER et al, 1993). Logo, a ¢C pode interferir,
preferencialmente, com eventos relacionados a resposta imune via complemento
do que via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (VAN DER
MEULEN et al., 2006).

Muitos estudos tem buscado elucidar o papel das glicoproteinas do
BoHV-5 no processo de neuroviruléncia. Experimentos com inoculagéo intranasal
em coelhos com um virus gC-deletado, mostraram que a replicacédo no cérebro foi
menos eficiente quando comparada com os animais inoculados com o virus
selvagem. Esses dados sugerem que a gC pode regular o neurotropismo do
BoHV-5 em algumas areas da via olfatéria de coelhos (CHOWDHURY et al.,
2000).



As caracteristicas supracitadas fizeram da gC um alvo de estudos para
o desenvolvimento de testes diagndsticos. Ela ja foi explorada em técnicas
moleculares como a PCR e suas variagcdes (nested PCR e multiplex PCR) para a
deteccdo de BoHV-1 ou diferenciagcéo deste do tipo 5 (VAN ENGELENBURG et
al., 1993; VILCEK, 1993; LYAKU et al., 1996; ASHBAUGH et al., 1997; ALEGRE
et al., 2001; ESTEVES et al., 2003; CLAUS et al., 2005; CLAUS et al., 2007).
Além da utilizagcdo em provas moleculares, o uso desta proteina como antigeno,
permitiu o desenvolvimento de anticorpos monoclonais diferenciais entre BoHV-
1.1 e BoHV-1.2, bem como ensaios imunoenzimaticos diferenciais entre BoHV-1.1
e 1.2 e entre BoHV-1 e BoHV-5 (CHOWDHURY, 1997; RIJSEWIJK et al., 1999;
SPILKI et al., 2005).

2.4-Replicagéao viral

A replicacdo viral ocorre no nucleo celular. A maturacdo envolve a
encapsidacdo do DNA no interior do nucleocapsideo, seguida pela aquisicdo do
envelope durante o processo de brotamento. A producdo da progénie viral
infecciosa é acompanhada pela lise da célula infectada (ROIZMAN et al., 1992).

Esse processo de replicacdo viral dos alfaherpesvirus tem como
modelo o ciclo replicativo do HSV-1 (Herpes simplex 1) e acredita-se que ocorra
de forma semelhante para o BoHV-1 e 5. Ocorrem as seguintes fases: 1)
adsorcao; 2) fusao; 3) transporte do nucleocapsideo e proteinas virais contidas no
tegumento ao nucleo das células infectadas; 4) transcricdo, replicacdo e sintese
do DNA e proteinas virais, respectivamente; 5) montagem e preenchimento dos
capsideos e 6) liberacdo da progénie infecciosa (ROIZMAN & KNIPE, 2001)

2.4.1-Adsorcao

E o processo de ligacdo do virus a receptores da membrana das
células-alvo. As glicoproteinas do envelope viral reconhecem e ligam-se a
receptores especificos da membrana celular (BABIUK et al., 1996; MEYER et al.,

1998). A interacdo das varias glicoproteinas do envelope viral é que permite esse



processo. gC e gB sdo as principais glicoproteinas envolvidas na adsorcao do
virus em células epiteliais. Elas reconhecem e ligam-se aos receptores celulares
de HSPG e, em seguida, gB e gD ligam-se a outros receptores de membrana.
Esta estratégia de uma proteina reconhecer mais de um receptor celular
(denominada redundancia) permite que o virus infecte diferentes tipos celulares
(BABIUK, et al., 1996; MEYER et al., 1998; METTENLEITER, 2003).

2.4.2-Fuséao e penetracao

Nestes processos estao envolvidas as glicoproteinas: gB, gD, gH, gL e
gK (BABIUK et al.,, 1996; ROIZMAN & KNIPE, 2001). WILD et al. (1998),
observando o processo de penetracdo do BoHV-1 e 5, encontraram alguns virions
parcialmente fusionados a camada mais externa da membrana plasmatica, cerca
de 40 segundos apdés o inicio da infeccdo. A fusdo completa foi observada 45
segundos apods, 0 que resultou numa insercao parcial do envelope do virus a
membrana plasmatica, com formacao de “dobras” na membrana, observadas por

meio de microscopia eletrénica de varredura.

2.4.3-Transporte

ROIZMAN & KNIPE (2001) afirmam que o transporte do
nucleocapsideo pode ocorrer pela acdo da glicoproteina VP22 que é a
responsavel pela reorganizacdo do sistema de microtdbulos celulares até o

centrémero, perto do nucleo celular.

2.4.4-Transcricao, replicacao e sintese

A transcricdo e a replicacdo do DNA viral ocorrem no nucleo da célula,
enquanto a sintese das proteinas se da no citoplasma celular. A transcricdo dos
genes virais com consequente bloqueio da sintese celular, é regulada
temporariamente, havendo trés classes de RNA mensageiros (MmRNA),
denominadas: imediatamente precoce (a) (immediate early), precoce (B) (early), e

tardia (y) (late), que s&o transcritos pela RNA polimerase II (RNApol II) celular
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(TIKOOQO et al., 1995). Os genes a sdo os primeiros a serem transcritos. Participam
deste processo proteinas do tegumento (aTIF e VP8), em interagdo com fatores
de transcricdo celular sendo, entdo, cinco a-proteinas denominadas bovine
infected cell protein (BICPO, BICP4, BICP22, BICP27 e BICP47) expressas no
inicio da sintese protéica viral. A sintese das a-proteinas alcanca o nivel maximo
entre 2 a 4 horas apos o inicio da infec¢do (ROIZMAN & KNIPE, 2001)

A partir da produgao de um volume suficiente de a-proteinas, da-se
inicio a transcricdo dos genes B, e de 5 a 7 horas apés o inicio da infec¢do é
alcancado o nivel maximo de expressao (ROIZMAN & KNIPE, 2001).

As B-proteinas estdo envolvidas na regulacdo da transcricdo protéica,
suprimindo as a-proteinas, promovendo as y-proteinas e, juntamente com as q,
atuam no processo de replicacdo do genoma viral. Cerca de trés horas apos o
inicio da infeccdo pode-se detectar a replicacdo do DNA viral. Nesta fase o DNA
viral pode ser encontrado na forma circular ou linear, indicando que os
herpesvirus possam replicar seu material genético pelo mecanismo denominado
“circulo rolante” (ROIZMAN & KNIPE, 2001).

Os genes y sdo divididos em dois grupos: y1 (também chamados By;

eles codificam algumas proteinas tais como: gB, gD e BICP5) e v, (que codificam
gC e US11) sendo expressos mais tardiamente. A maioria dos genes vy codifica
proteinas estruturais enquanto os a e f codificam proteinas ou enzimas que se
complexam ao DNA viral (ROIZMAN & KNIPE, 2001).

2.4.5-Montagem e preenchimento dos capsideos

A montagem dos capsideos ocorre no nucleo das células infectadas
através da interacdo de determinadas proteinas virais (UL18; UL19; UL35; e
UL38). Os capsideos sao preenchidos com as moléculas do DNA viral replicado
com o auxilio de vérias proteinas virais (UL33; UL32; UL28; UL25; UL15; UL26.5)
(ROIZMAN & KNIPE, 2001).

2.4.6-Liberacao
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A maturacdo do capsideo envolve a sua associagdo com o DNA viral,
formando o nucleocapsideo, e a ligacdo deste com a camada interna da
membrana nuclear adquirindo, assim, o envelope viral. Os virions se acumulam
dentro de vesiculas no citoplasma utilizando o complexo de Golgi para serem
secretados para 0 meio extracelular ou ocorre a disseminacdo das particulas
virais célula-a-célula (METTENLEITER, 2002).

2.5-Patogenia e sinais clinicos

Apesar de o BoHV-1 ser mais frequentemente associado a
enfermidades respiratdria, genital e problemas reprodutivos, dados da literatura
demonstram que ele também pode causar desordens neurologicas (D’OFFAY et
al., 1993; HORIUCHI et al., 1995, BATISTA et al., 2010). O BoHV-5 tem sido
isolado, principalmente, de casos de doenga neurologica fatal em bovinos,
Desde a identificacdo do BoHV-5 alguns estudos sobre sua patogenia e sinais
clinicos bem como uma possivel diferenciacéo do tipo 1 vem sendo realizados. A
maioria das informacbes sobre enfermidade neurolégica, entretanto, séo
disponiveis apenas para o tipo 5.

O virus inicialmente infecta as células epiteliais na porta de entrada e a
replicacdo primaria ocorre nas mucosas (nasal ou vaginal, dependendo da via de
infeccdo). A replicacdo viral no trato respiratorio superior leva a uma elevada
producéo de progénie viral que sera liberada nas secrec¢des nasais, constituindo-
se uma forma de disseminacdo bastante eficiente durante a infeccdo aguda
(BAGUST, 1972; BAGUST & CLARK, 1972).

Apés a replicacdo primaria no epitélio nasal, células nervosas locais
(células olfatérias e/ou terminacdes nervosas maxilares) sdo infectadas e o
agente alcanca o sistema nervoso central (SNC) disseminando-se neurbnio a
neurdnio por duas rotas diferentes: olfatéria e trigeminal. A presenca de virus no
ganglio trigeminal ocorre entre cinco a sete dias apos a infec¢cdo (BAGUST, 1972;
BAGUST & CLARK, 1972; PEREZ et al., 2002). No entanto, o desenvolvimento

simultaneo de lesdes no cortex cerebral anterior, medula, ponte e ganglio
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trigémeo, sugere que 0s virus também alcancem o cérebro por transporte axonal
de neurdnios bipolares dos nervos olfatérios para o bulbo olfatério (PEREZ et al.,
2002).

Uma vez alcancado o SNC, um quadro de meningoencefalite fatal é
induzido nos bovinos entre oito e 10 dias apos a infecgdo (BELKNAP et al., 1994;
MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002). As meningoencefalites fatais podem
atingir bovinos entre seis e 60 meses de idade (BULACH & STUDDERT, 1990;
SALVADOR et al., 1998). Os animais acometidos podem apresentar febre,
depressdo, tremores, bruxismo, nistagmo, andar em circulos, opistétono,
incoordenacdo, perda do equilibrio, convulsdes, movimentos de pedalagem e
head pressing (pressao do topo da cabeca contra algum obstaculo) (BAGUST &
CLARK, 1972; SCHUDEL et al., 1986). A letalidade alcanca 100% dos casos
(CARRILO et al., 1983b).

Apesar de o BoHV-5 ter sido primeiramente associado a doenca
neuroldgica, sua identificacdo em sitios extraneurais sugere a participacao deste
agente em outros quadros morbidos de enfermidades respiratorias e reprodutivas,
a semelhanca do que ocorre com o BoHV-1. O virus ja foi detectado em casos de
doenca respiratoria natural (CARRILLO et al., 1983a) de infeccdo subclinica
(ASHBAUGH et al., 1997; CASCIO et al., 1999; VOGEL et al., 2003), de doenca
moderada (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2006), no sémen de touros saudaveis
(GOMES et al., 2003), em tecidos de fetos abortados (CARRILLO et al., 1983a;
METZLER et al., 1986) e no baco e pulmédo, em casos de infec¢des sistémicas
(SUAREZ et al., 1993).

A neuropatogenicidade do BoHV-5 tem sido estudada utilizando-se
diversos modelos experimentais. Bovinos inoculados por via intravaginal, epidural
e intracerebral desenvolveram doenca neurologica e vieram a 0Obito (FRENCH,
1962; BAGUST, 1972; BAGUST & CLARK, 1972). Animais inoculados por via
intraconjuntival apresentaram hipertermia com replicagdo do virus na mucosa
nasal, mas ndo houve presenca de sinais nervosos (BAGUST, 1972).

Outros modelos experimentais utilizando coelhos (CHOWDHURY et al.,
2000; MEYER et al., 1996; SILVA et al., 1999) e ovinos (SILVA et al., 1998) ja
foram desenvolvidos com vistas ao entendimento da neuropatogenicidade do

BoHV-5. Esses animais reproduziram a doenca clinica dos bovinos,
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desenvolvendo meningoencefalite apds a inoculagdo do virus por via intranasal.
Eles também eliminaram o BoHV-5 nas secrecdes nasais, sendo fonte de
contaminagao para animais sentinela (SILVA et al., 1998).

Caso os bovinos acometidos sobrevivam a infeccao pelos herpesvirus,
estabelece-se um quadro de laténcia nos ganglios sensoriais por toda a vida do
animal (CASCIO et al., 1999; MEYER et al.,, 2001; PEREZ et al., 2002) e, sob

certas condicbes, reativacao e reinfeccdo dos tecidos periféricos podem ocorrer.

2.6-Laténcia

Todos os alfaherpesvirus sdo capazes de estabelecer laténcia em
células ganglionares do animal infectado, que € uma das caracteristicas
epidemiologicas mais importantes da familia Herpesviridae (CLAUS et al., 2002).

Em 1997, AUSHBAUG et al., detectaram DNA de BoHV-1 e BoHV-5
por meio da técnica de nested PCR, no ganglio trigemeo de bovinos infectados
experimentalmente. SILVA et al. (1998), demonstraram a capacidade do BoHV-5
em estabelecer laténcia por meio da inoculacdo em ovinos e posterior detec¢ao
do virus em secrecdes nasais, apos tratamento com dexametazona.

Os herpesvirus podem sofrer reativacdo e serem re-excretados sem
nenhum sinal clinico (BELKNAP et al., 1994; CASCIO et al., 1999) ou o0s animais
acometidos podem desenvolver manifestacfes clinicas de encefalite, similares as
observadas durante a infeccdo aguda (PEREZ et al., 2002; VOGEL et al., 2003).
O primeiro caso é de especial interesse, haja vista que os animais infectados de
forma latente atuariam como reservatdrios naturais, representando uma fonte
silenciosa do virus em condi¢cGes de re-excrecdo. Essa reativacdo pode ocorrer
por diferentes estimulos imunodepressivos como estresse, transporte, parto ou
tratamento com glicocorticoides. A disseminacao do virus no sistema nervoso, a
partir de uma infeccdo primaria, ocorre através da penetracdo via neurbnios
sensoriais periféricos e transporte dos virions, que podem ou nado estar
acompanhados por proteinas do tegumento, por fluxo axonal retrégrado,
usualmente aos ganglios trigémeo ou sacral (JONES, 2003; METTENLEITER,
2003).
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Estudos com o objetivo de determinar as bases moleculares da laténcia
demonstraram que, em contraste aos cerca de 70-80 genes expressos durante o
processo de lise, no estagio de laténcia apenas uma pequena regido do genoma
(conhecida por genes relacionados a laténcia - LRG), sobrepostos aos genes a, é
transcrita. Trés transcritos foram detectados durante o periodo de laténcia: um de
8,7 kpb (em pouquissima quantidade) e outros dois, de 2 ou 1,5 kpb (em maior
guantidade), no nucleo das células latentemente infectadas (COFFIN et al., 1995;
HOSSAIN et al., 1995). DEVIREDDY & JONES (1998) sugeriram que a infecgéo
latente poderia ser dividida em trés etapas:

1) Estabelecimento da laténcia: os transcritos dos LRG (LRGT) sofrem
processamento alternativo, sendo traduzidos os fragmentos de 2 ou 1,5 kpb
processados a partir do fragmento maior de 8,7 kpb.

2) Manutencdo da laténcia: o produto de LRGT (LTRP) reprimiria a
expressao viral dos genes a, complexando-se com fatores de transcricdo
celulares (ciclina A, ciclina E, cdk2, cdc2). Nos neurbnios infectados, os LTRP
neutralizam os efeitos deletérios da ciclina A, substancia necessaria para a
progressdo do ciclo celular e em estagios iniciais de apoptose, bem como de
outros fatores virais ou celulares, para assegurar a sobrevivéncia do neurénio e o
estabelecimento da laténcia.

3) Reativacdo do virus: nesta fase, o fato de ter sido detectada a
expressdo de RNA de ciclina A durante a reativacéo, pode indicar que os LTRP
nao conseguem evitar que as células avancem no ciclo celular ou entrem em
apoptose, ou ainda, a reativacado pode ser um ato de prevencdo a uma eminente
apoptose celular. Ao final do processo de reativacdo, o virion € transportado
através dos axodnios ao local onde ocorreu a infeccéo original (JONES, 2003).

Esse mecanismo de laténcia e reativacdo se torna, em grande parte,
responsavel pela transmissdo e manutencdo do virus na populacdo bovina
(TIKOO et al., 1995).
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2.7- Epidemiologia

2.7.1-Hospedeiros

Os bovinos séo os hospedeiros naturais do BoHV-1 e -5. Em animais
jovens (acima de seis meses de idade), o curso da enfermidade pelo BoHV-5 é
rapido e letal, ja os adultos sdo considerados menos susceptiveis a infeccao,
dependendo das cepas virais e de caracteristicas do hospedeiro. Bovinos com
infeccdo latente sdo reservatorios naturais dos virus e apds a reativacao viral, se
tornam um risco potencial de contaminacdo para 0S animais susceptiveis
(CARRILLO et al.,1983a; SCHUDEL et al., 1986). WHETSTONE & EVERMANN
(1998) identificaram o BoHV-1 como causador de infec¢do e doenga em ovinos e
caprinos.

Anticorpos contra o BoHV-5 ja foram detectados em ovinos (LINDNER
et al., 1993) e em animais silvestres (METZLER et al., 1990; BHAT et al., 1997).
Infeccdo experimental em ovinos e caprinos demonstrou que ambos sao
susceptiveis aos herpesvirus bovino, desenvolvendo infeccdo aguda e latente
(BELAK et al., 1999, SILVA et al., 1999; DIEL et al., 2007). Além disso, as duas
espécies re-excretaram o0 virus apos tratamento com dexametazona e foi
detectada transmissao viral entre os ovinos durante a infeccdo aguda (SILVA et
al., 1999). Estes resultados sugerem que ovinos e caprinos podem ser
potencialmente infectados em condi¢cdes naturais atuando como reservatorios do
agente. Embora estes estudos ndo demonstrem a habilidade dessas espécies em
transmitir o virus para os bovinos, a capacidade de estabelecer e reativar a
infeccdo latente pode gerar sérias implicacdes na epidemiologia destes agentes

virais nas areas em que esses animais mantenham estreito contato.

2.7.2-Distribuicdo geografica

Os herpesvirus bovino sdo detectados no Brasil ha pelo menos 30
anos (WIZIGMANN et al., 1972; ALICE, 1978; MUELLER et al., 1978). Em Goias,
o primeiro dado relativo a deteccdo de anticorpos para esses virus foi no século
XX, no final da década de 80 (ANUNCIACAO et al., 1989). Entretanto, o estudo
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analisou um pequeno namero de amostras e em apenas um municipio. Dados
posteriores confirmaram a presenca do virus em animais do Estado,
demonstrando a elevada frequéncia mesmo quando foram analisados diferentes
segmentos da populacao bovina (rebanhos de leite, corte e misto) (FARIA et al.,
2003; VIEIRA, 2003; BARBOSA et al.,, 2005). Em 2009 foi feito o primeiro
isolamento de BoHV-5 do estado de Goias, no municipio de laciara (SILVA et al.,
2009).

O BoHV-1 foi isolado no Brasil pela primeira vez no ano de 1978, nos
Estados da Bahia (ALICE et al., 1978) e Sdo Paulo (MUELLER et al., 1978). Em
seguida, ocorreu isolamento em Minas Gerais (GALVAO et al., 1986), Rio de
Janeiro (NOGUEIRA, 1986), Rio Grande do Sul (WEIBLEN et al., 1996) e Mato
Grosso do Sul (SALVADOR et al., 1998).

Surtos de meningoencefalite pelo BoHV-5 foram relatados,
inicialmente, no Rio Grande do Sul, em 1989 (RIET-CORREA et al., 1989;
WEIBLEN et al., 1989). Desde entdo a enfermidade foi detectada no Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Parana, Minas Gerais e Rio de Janeiro.
Embora néo existam relatos da infeccdo em outros Estados, sugere-se que 0
BoHV-5 seja enzoodtico em todo pais (RIET-CORREA et al., 1989; ROEHE et al.,
1997; SALVADOR et al.,, 1998; COLODEL et al., 2002; SOUZA et al., 2002;
GOMES et al., 2003).

A prevaléncia de infec¢cdes pelo BoHV-1 e -5 no Brasil ainda é
desconhecida, uma vez que nado existem testes sorolégicos que diferenciem com
precisdo a infeccdo entre os dois tipos virais, e ndo é possivel estabelecer um
diagndstico conclusivo baseado apenas na sintomatologia clinica. Logo, estima-se
gue uma consideravel parcela dos bovinos supostamente infectados pelo tipo 1,
possa ser soropositiva para o tipo 5 devido a extensa reatividade cruzada
existente entre eles (ROEHE et al., 1998). Somado a isso, € provavel que uma
parcela ainda desconhecida dos bovinos soropositivos para o BoHV-5 tenham seu
diagnostico clinico confundido com outras enfermidades de acometimento
neurolégico como raiva, botulismo, polioencefalomalacia, intoxicacdo por NacCl,
babesiose ou listeriose (SALVADOR et al., 1998).

D’OFFAY et al. (1993) sugerem que a protegao cruzada natural ou a

induzida por anticorpos vacinais contra o tipo 1, seja uma possivel explicacdo
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para a rara ocorréncia de casos de enfermidade associada ao tipo 5 nas regides
endémicas para o BoHV-1 nos EUA e Europa. No entanto, a situagéo
epidemioldgica na América do Sul ndo oferece suporte a essa hipétese. Mesmo
apresentando uma elevada porcentagem de bovinos soropositivos para o BoHV-
1, Argentina e Brasil (24,8-84,1% e 19,0-85,0%, respectivamente) relataram
muitos casos de meningoencefalite associada ao BoHV-5 (ODEON et al., 2001;
GULARTE QUINCOZES, 2005). A razao para essa discrepancia da prevaléncia
na América do Sul em relacdo aos outros continentes ainda € desconhecida.
Outro ponto importante é que neste continente nao existem programas
especificos para deteccdo e identificagdo de animais infectados pelo BoHV-5
como pelo BoHV-1 (DEL MEDICO ZAJAC, 2009).

Apesar de os surtos de encefalite supostamente causados pelo BoHV-
5 terem aumentado consideravelmente nos ultimos anos (SALVADOR et al.,
1998; COLODEL et al., 2002) a identificacdo do tipo 1 em casos de transtornos
neurolégicos continua sendo realizada (CAMPOS et al., 2009; BATISTA et al.,
2010). Estes achados demonstram a necessidade da identificacdo correta dos
isolados de herpesvirus para melhor conhecimento de sua patogenia e
epidemiologia.

Surtos de BoHV-5 sdo esporadicos e parecem estar restritos em suas
distribuicbes geograficas, sendo mais detectados no Hemisfério Sul. A razéo
desta distribuicdo particular ainda ndo foi determinada. Existem poucos dados
sobre a transmissdo do BoHV-5 bem como sua identificacdo contudo, casos de
encefalite herpética ja foram relatados na Austrélia, Hungria, Canada (FRENCH,
1962; JOHNSTON et al., 1962, BARTHA et al., 1969; GOUGH & JAMES, 1975),
América do Norte (REED et al., 1973; D’OFFAY et al., 1993) e Europa (MORETTI
et al., 1964). Surtos sado mais frequentemente relatados no Brasil (RIET-CORREA
et al., 1989; RIET-CORREA et al., 2006; SALVADOR et al., 1998, SOUZA et al.,
2002; SILVA et al., 2009) e Argentina (CARRILLO et al., 1983b; SCHUDEL et al.,
1986; PEREZ et al., 2002).
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2.8-ldentificagéo e caracterizagdo viral

A identificacdo da presenca desses virus no organismo animal é feita,
via de regra, com base no diagndstico soroldgico, pela pesquisa de anticorpos ou
ainda pelo isolamento dos virus em espécimes clinicos. Entretanto, tais técnicas
nao permitem a caracterizagdo das amostras virais. Para esse fim sao utilizadas
técnicas sorologicas com anticorpos monoclonais (mAb) (ROEHE et al., 1997;
ESTEVES et al., 1998; D’ARCE et al., 2002; SOUZA et al., 2002) ou analises de
parte do genoma por meio de técnicas moleculares que incluem a analise de
restricdo por endonucleases (REA) ou polimorfismo de comprimento do fragmento
de restricdo (RFLP) (D’ARCE et al, 2002), a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (GOMES et al., 2003; MEYER et al., 2003; CLAUS et al., 2005, 2007) ou o
sequenciamento gendémico de por¢des divergentes do DNA viral (DELHON et al.,
2003; ESTEVES, 2007).

2.8.1-Diagnostico virologico

O diagndstico virologico € realizado por meio da identificacdo de
antigenos virais em secre¢cbes ou tecidos de animais infectados
(imunofluorescéncia direta e imunohistoquimica), do isolamento do virus em
cultivos celulares ou com o uso de técnicas moleculares (ROEHE et al., 1997).

Apesar de o isolamento viral ser a técnica padrdao ouro para o
diagnostico dos herpesvirus, ela apresenta desvantagens em relacdo a outras
técnicas, sejam sorolégicas ou moleculares. Para o isolamento é necesséria a
presenca de particulas virais viaveis na amostra a ser analisada. Além disso, a
confirmacado do diagnostico pode levar varios dias. Entre as técnicas laboratoriais,
especialmente a PCR, tém se estabelecido por apresentar indices de
sensibilidade e especificidade adequados as necessidades diagndsticas, além de
serem rapidas e poderem detectar 0 genoma diretamente nas amostras clinicas
(TAKIUCHI et al., 2001).

Para a execucdo do isolamento viral, suspensfes de tecidos ou

secrecOes sao inoculadas em cultivos celulares, os quais podem ter origem em
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cultivos primarios ou linhagens celulares continuas. ApoOs certo periodo de
incubacéo, que pode variar de trés a cinco dias, a presenca do virus € detectada
pela observacao de efeito citopatico (ECP) caracteristico, ou seja, pela destruicdo
do tapete celular causada pela lise das células infectadas pelo agente (WEIBLEN
et al., 1989; ROEHE et al., 1997).

2.8.2-Diagnastico sorolégico

Esta modalidade de diagnostico pode ser realizada utilizando-se
diversas técnicas como: fixacdo de complemento, hemaglutinacdo passiva,
imunofluorescéncia, imunoperoxidase (IPX), soroneutralizacdo (SN) e ensaios
imunoenzimaticos (KIRBY et al., 1974; OSORIO et al., 1989; RODRIGUEZ et al.,
1989; SHEN et al., 1991; DEREGT et al., 1993; GIBBS & RWEYEMAMU, 1997,
GRAHAM et al., 1997). Os diagnosticos mais utilizados na maioria dos
laboratérios baseiam-se em testes de SN e ensaios tipo ELISA (ROEHE et al.,
1997) que sdo os recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE).

2.8.3-Diagndstico molecular

Poucos trabalhos foram conduzidos para caracterizar os diversos
isolados de BoHV e além disso néo foi feita uma diferenciacdo efetiva em termos
antigénicos e moleculares (ROEHE et al., 1997; SOUZA et al., 2002). D’ARCE et
al. (2002) desenvolveram um estudo contemplando a caracterizacdo completa de
12 amostras isoladas no Brasil utilizando andlise com endonucleases de restricdo
e anticorpos monoclonais. De acordo com esse trabalho, foram identificadas trés
amostras de BoHV-1, sendo uma subtipo 1, uma subtipo 2a e uma 2b; as outras

nove amostras foram caracterizadas como BoHV-5, sendo sete do subtipo “a” e

duas do subtipo ndo a / nédo b.
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2.8.3.1-Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O objetivo deste teste diagndstico é a amplificacdo de uma regido
especifica do DNA do microrganismo. E uma técnica altamente sensivel e
especifica, sendo de rapida execucao (ESTEVES, 2007). Diversas variacfes da
PCR j& foram desenvolvidas visando a deteccdo de BoHV-1 e 5, utilizando
diversas sequéncias do genoma destes virus como regido-alvo (VAN
ENGELENBURG et al., 1993; WAGTER et al., 1996; FUCHS et al., 1999; ROS et
al., 1999; SCHYNTS et al., 1999; ALEGRE et al., 2001; ESTEVES et al., 2003;
CLAUS et al., 2005).



21

3-OBJETIVOS

Com o presente estudo objetivou-se:

e Pesquisar a presenca de herpesvirus bovino em amostras de cérebro.

e Determinar a casuistica da infeccao pelo herpesvirus bovino no Estado de
Goias analisando amostras de cérebro de bovinos que apresentaram sinais

de enfermidade neuroldgica.

e Isolar o herpesvirus bovino em cultura de células.
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4-MATERIAL E METODOS

4.1-Amostras

A pesquisa de virus foi conduzida em 110 amostras de cérebro, obtidas
de animais com idade entre um e 120 meses que foram encaminhadas ao
Laboratorio de Andlise e Diagnéstico Veterinario (LABVET- Agéncia Goiana de
Defesa Agropecuaria) para teste de raiva no ano de 2008. Todas as amostras
foram previamente testadas para raiva e transportadas em gelo até o Laboratorio
de Virologia Animal do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da
UFG, onde foram processadas.

4.2-Extracdo do DNA

De cada amostra de cérebro foram separadas porcdes do cortex
anterior, cortex posterior, medula, ponte e cerebelo. Este material foi
acondicionado em microtubos de 2,0 mL, devidamente identificados e mantidos a
— 80°C até o seu processamento. O protocolo escolhido foi o descrito em DEZEN
(2007).

Para a extracdo do DNA desses tecidos, 100 pg do material foram
pesadas e adicionaram-se 800 pL de tampdo TEN 2X (Tris, 0,2 M; EDTA, 0,02 M;
NaCl, 2 M), 80 uL de SDS 10% e 5 uL de proteinase K (20 mg/mL). Esse material
foi homogeneizado no agitador e incubado por uma hora em banho-maria a 65°C.
Em seguida, foram acrescentados 3 pL de RNAse e as amostras foram
submetidas a uma nova incubacéo de 37°C por 15 minutos. Apds esse processo,
o material foi centrifugado por 30 segundos a 19800 g em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo. Nessa etapa, foram
adicionados 300 pL de fenol tamponado e 600 uL de cloroférmio: &lcool isoamilico
(24:1) e o conteudo dos tubos foi homogeneizado no agitador por cinco minutos.
Uma nova centrifugacao foi realizada por cinco minutos a 6500 g. Um volume de

550 pL do sobrenadante foi transferido para outros tubos e adicionaram-se 550 pL
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de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Novamente o material foi homogeneizado
no agitador e centrifugado por cinco minutos a 6500 g. Em seguida, 500 pL do
sobrenadante foram coletados e transferidos para outro tubo, onde foram
adicionados 2,5X o volume do sobrenadante de etanol absoluto. A solucdo foi
incubada por 30 minutos a —20°C e, ap0s esse periodo, centrifugada por 20
minutos a 19800 g numa temperatura de 0°C. O sobrenadante foi desprezado e
1000 pL de etanol 70% foram acrescentados. Os tubos foram homogeneizados
cinco vezes por inversédo e centrifugados por um minuto a 19800 g. Por fim, o
sobrenadante foi removido sendo aguardada a completa evaporacao do alcool,
entdo, o pellet foi ressuspendido em 50 pL de Tris-EDTA (TE-Tris, 10 mM; EDTA,
1 mM) e armazenado a — 20°C até o momento do uso.

Em cada processo de extracdo, 20 amostras foram extraidas. Ao final
de cada procedimento foi feita uma corrida eletroforética em gel de agarose a 2%,
imerso em tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE - 0,045M Tris-Borato, 1mM EDTA) em
uma cuba horizontal sob uma corrente de 100V. Para verificar a presenca do
material extraido antes da analise por PCR, o gel foi corado em brometo de etideo
a uma concentracao final de 0,5 pug/mL (SAMBROOK et al., 1989) e o DNA foi
visualizado por meio de transiluminacdo do gel em Iluz ultravioleta. A
concentracdo de DNA das amostras extraidas variou de 50 a 100 ng, sendo
determinada por meio de comparacdo com concentragcdes conhecidas do

marcador de peso molecular Lambda®.

4.3-ldentificacdo da presenca de herpesvirus bovino

A presenca do DNA do BoHV-1 e -5 nos espécimes clinicos foi
analisada por meio de PCR multiplex, como descrito por CLAUS et al. (2005).

Os oligonucleotideos utilizados no ensaio de PCR foram desenhados
com base nas sequéncias do gene que codifica a glicoproteina C (gC) do BoHV-5
e do BoHV-1, tendo sido possivel detectar numa Unica reacdo a presenca dos
dois tipos de herpesvirus (CLAUS et al., 2005).

As seqUéncias do gene estdo disponiveis no banco de dados do

“National Center for Biotechnology Information” (NCBI;



24

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os oligonucleotideos B1 (5°CAA CCG AGA CGG
AAA GCT CC3' nt 185-204); B5 (5'CGG ACG AGA CGC CCT TGG 3'- nt 322-
339) e Becon (5'AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG 3’ nt 519-538 (BoHV-1) e nt
461-480 (BoHV-5) anelam em regifes conservadas de ambos os virus (BoHV-1 e

BoHV-5), amplificando um produto de 159 pb para o BoHV-5 e 354 pb para o
BoHV-1 (CLAUS et al., 2005).

Para otimizar o ensaio de PCR, um primeiro ensaio foi realizado com
diferentes quantidades de DNA extraido, a saber: 1 pL, 2 pL, 4 pL, 5pL e 7 pL. A
guantidade 6tima de material extraido para o desenvolvimento do experimento foi
de 1 puL. A reacédo foi conduzida utilizando-se 1 uL de DNA extraido nhum volume
final de 30 uL, seguindo as concentragbes finais de reagentes indicados no
Quadro 1. O material foi amplificado em um termociclador automatico modelo
MX-BCL-7 (ESCO®). O nGmero de ciclos, tempo e as temperaturas utilizadas

para cada reacao estéo registrados no Quadro 2.

QUADRO 1: Reagentes utilizados na reac¢do de PCR multiplex
e suas respectivas concentracdes finais

b

*5X Colorless Go Taq REaction Buffer - 7,5 mM MgCl, (Promega®,
Brasil); **Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen®, Brasil)

QUADRO 2: Condigdes utilizadas para amplificar fragmentos da gC de herpesvirus bovino

Fases Desnaturagcédo Desnaturagdo Anelamento  Extenséo Extenséo
inicial de DNA primers final

T/t (min) 94°C/ 1 min 94°C/ 1 min 58°C/1min  72°C/1min  72°C/ 7 min


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Os fragmentos amplificados foram analisados através de eletroforese
como descrito no protocolo da extragéo.

A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada por meio de
transiluminacgdo do gel em luz ultravioleta, ap6s cora-lo em solucdo de brometo de
etideo. O tamanho dos amplicons foi determinado pela comparagdo com um
marcador de peso molecular de 100 pares de base (LUDWIG®). Os géis foram
fotografados utilizando aparelho fotodocumentador modelo DP-CF-011-C
(VILBER LOURMAT®).

Amostras de referéncia e/ou representativas dos virus, gentilmente
cedidas pelo professor Dr. Paulo Michael Roehe do Laboratério de Virologia
Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram incluidas no estudo
como controle positivo e agua ultrapura esterilizada foi utilizada como controle

negativo.

4 .4-Cultivo de amostras de virus

As amostras padrdao e 20 amostras clinicas, selecionadas
aleatoriamente, foram inoculadas em células MDBK (“Madin-Darby bovine
kidney”) cultivadas em meio para cultura de células (meio minimo essencial de
Eagle - MEM) suplementado com soro fetal bovino (SFB) e antibioticos usuais
(ROEHE et al., 1997). Os espécimes clinicos foram inoculados até um minimo de
trés passagens sucessivas antes de serem considerados negativos para
isolamento de BoHV. A presenca de BoHV nos cultivos celulares foi analisada por
meio da observacdo de efeito citopéatico (ECP) caracteristico (ROEHE et al.,
1997). A confirmacéo do isolamento viral foi feita por meio de PCR multiplex como

descrito anteriormente.
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5-RESULTADOS

Das 110 amostras analisadas, 98 foram provenientes do Estado de
Goiéas, 10 de Tocantins e duas de Mato Grosso. Do total, 109 eram de bovinos e
uma de bubalino. Quinze amostras (13,7%) foram positivas para raiva.
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FIGURA 3: Mapas com as respectivas cidades onde foram colhidas as amostras
utilizadas no estudo. Disseminacédo dos virus pelo Estado de Goias e Tocantins. A- 2:
Alianca (TO); 8: Cariri (TO); 16: Itapora (TO); 38: Sucupira; B- 3: Alvorada do Norte (TO);
6: Britania; 9: Cidade de Goias; 13: Faina; 14: Guarani; 22: Jussara; 24: Mara Rosa; 25:
Minacu; 26: Mozarlandia; 27: Mutunopolis; 28: Nova Crixas; 29: Padre Bernardo; 35:
Santa Terezinha; 36: Sdo Miguel do Araguaia; 39: Trombas; 40: Uirapuru; 41: Uruana; C-
1: Abadiania; 4: Anapolis; 5: Bom Jesus; 10: Cocalzinho; 11: Corumba de Goias; 12:
Divindpolis; 15: Hidrolandia; 17: Itaucu; 18: Jaragud; 19: Jatai; 20: Jesupolis; 21: Joviania;
23: Leopoldo de Bulhdes; 30: Palmeiras de Goias; 31: Petrolina; 32: Pontalina; 33:
Porangaba; 34: Rio Verde; 37: Silvania; 42: Viandpolis.

Na analise por meio de PCR multiplex, 59 amostras (53,6%)
amplificaram fragmentos especificos da regido da gC de herpesvirus bovino.
Destas, 22,0% (13/59) amplificaram um produto de 354 pb correspondente ao
BoHV-1 enquanto que 52,5% (31/59) foram positivas para o BoHV-5, amplificando
um produto de 159 pb. Quinze amostras (25,4%) apresentaram positividade para

ambos os virus (Figura 4).
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FIGURA 4: PCR multiplex - amplificagdo da regido da gC de herpesvirus bovino.
1- amostra de referéncia de BoHV-5 (A663); 2, 4 e 5- amostras positivas para
BoHV-1 e -5; 3- controle negativo (dgua); 6- marcador de peso molecular; 7, 9, 10,
11 e 12- amostras positivas para BoHV-5; 8- amostra positiva para BoHV-1.

Das amostras positivas para herpesvirus bovino, oito (13,7%) eram
positivas para raiva. A reatividade simultdnea de raiva e BoHV-1 ocorreu em
guatro amostras; de raiva e BoHV-5, em duas amostras; duas amostras eram
positivas simultaneamente para raiva, BoHV-1 e BoHV-5.

Apesar de 10, das 20 amostras submetidas ao isolamento terem
amplificado DNA de BoHV-1 e/ou -5, em nenhuma foi evidenciado ocorréncia de
ECP caracteristico do virus apés trés passagens cegas com cinco dias de

incubacéo.
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6-DISCUSSAO

O correto diagnéstico etiolégico de quadros morbidos é sempre de
grande interesse para um melhor esclarecimento da epidemiologia desses
agravos com vistas ao desenvolvimento de estratégias eficazes de controle,
prevencdo e erradicacdo das infecgfes virais. Devido a diversidade de agentes
gue causam enfermidades neuroldgicas € muito importante fazer o diagnéstico
diferencial. No ano de 2008, de 149 amostras encaminhadas para diagndstico de
raiva no laboratorio de referéncia do Estado de Goias, apenas 36 (24,2%) tiveram
a presenca do agente confirmada (RESENDE, comunicagdo pessoal). Com o
presente estudo objetivou-se identificar herpesvirus bovino em amostras de
cérebro que foram submetidas ao diagnostico de raiva.

Desde que o BoHV-5 foi reconhecido como uma entidade separada do
BoHV-1, a maioria dos estudos com amostras de cérebro demonstraram a
presenca do DNA desse virus (SPILKI, et al., 2003; SILVA et al., 2009; ARRUDA
et al., 2010; SILVA et al., 2010;). Assim, os casos de infeccdo neuroldgica
passaram a ser genericamente atribuidos ao BoOHV-5 enquanto que o0s
herpesvirus isolados de doenca respiratéria e genital eram classificados como
BoHV-1, mesmo sem confirmacdo antigénica e/ou molecular de sua identidade
(SILVA et al.,, 2007). Entretanto, o BoHV-1 também apresenta potencial
encefalitogénico (D’OFFAY et al.,, 1993; HORIUCHI et al.,, 1995) e tem sido
identificado em espécimes clinicos oriundos de sistema nervoso (BATISTA et al.,
2010).

Os resultados deste estudo demonstram que tanto o BoHV-5 como o
BoHV-1 estédo presentes no SNC de bovinos. Achados semelhantes foram obtidos
por SILVA et al. (2007), que encontraram o genoma do BoHV-1 em 19,3% das
amostras de SNC de bovinos com doenca neurologica. BATISTA et al (2010)
isolaram BoHV-1.1 e -1.2 de duas amostras de encéfalo provenientes de animais
gue apresentaram sinais neurolégicos, confirmando que o virus pode estar
associado a esse tipo de enfermidade. Por outro lado, apesar da presenca de
amostras positivas para BoHV-5, CLAUS et al. (2007) ndo obtiveram amplificacao

de fragmento da gC do BoHV-1 em nenhuma das amostras de SNC analisadas.
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Varios protocolos de PCR tem sido desenvolvidos e utilizados para
identificacdo de BoHV-1 e -5 em amostras clinicas (MOORE et al., 2000;
ALEGRE et al., 2001; ESTEVES, 2007; CAMPOS et al., 2009). O protocolo de
PCR multiplex desenvolvido por CLAUS et al. (2005) é especifico, rapido,
conclusivo e permite a deteccdo e a identificagdo simultdnea do BoHV-1 e -5,
sendo assim escolhido para a utilizacao nesse estudo.

O uso da gC como alvo para identificacdo do BoHV-1 e -5 baseia-se no
fato dessa proteina ser altamente imunogénica, pois esta relacionada a adsorcéo
desses virus as células-alvo (BABIUK et al., 1996). Além disso, essa glicoproteina
apresenta apenas 75% de similaridade entre as duas espécies virais (DELHON et
al., 2003). Dentre as regibes da gC, a carboxi-terminal é a uma das mais
conservadas, permitindo a deteccdo concomitante do BoHV-1 e -5, sendo
possivel fazer a diferenciacédo entre os dois tipos devido a uma série de delecdes
existentes nessa regido da proteina.

No presente estudo, além da identificagdo isoladamente de BoHV-5 e
BoHV-1 em, respectivamente, 52,5% e 22,0% das amostras analisadas, também
foram encontrados casos de coinfeccdo com os dois virus em 25,4% das
amostras. Esse achado é pouco descrito na literatura, entretanto CAMPOS et al.
(2009) observaram que 75,9% das amostras de ganglios trigémeos de bovinos
oriundos de matadouro amplificaram, concomitantemente, os fragmentos de
ambos os virus. Em um estudo realizado com amostras de sémen de touros
também se observou um elevado percentual (44,7%) de deteccdo concomitante
dos tipos 1 e 5 do BoHV (OLIVEIRA et al., 2011).

Apesar da elevada ocorréncia de BoHV-5 encontrada neste trabalho,
nao se pode afirmar que esse agente seja 0 causador da enfermidade neuroldgica
pela qual os animais vieram a o6bito. O isolamento viral ndo foi bem sucedido nas
20 amostras inoculadas em cultura celular mesmo apos trés passagens cegas.
Dessas 20 amostras, 50% amplificaram DNA viral de BoHV tipos 1 e/ou 5. Esse
fato sugere que, apesar de o virus estar presente no organismo do animal, ele
deve encontrar-se em sua forma latente (SPILKI et al., 2003). Entretanto, como as
outras 90 amostras ndo foram submetidas ao isolamento, também nao se pode
descartar a possibilidade de que alguns destes animais tenham desenvolvido

infeccdo ativa pelo herpesvirus, como comprovado pelo estudo de BATISTA et al.
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(2010) e o achado de SILVA et al. (2009) que obtiveram, respectivamente,
isolamento de BoHV-1 e -5, sendo este ultimo, oriundo de um animal de Goiés.

Do total de amostras positivas para herpesvirus, oito eram positivas
também para o virus da raiva. Como j& comentado anteriormente, a identificacao
de DNA de herpesvirus sem isolamento viral ndo certifica a ocorréncia de uma
infeccdo ativa, podendo o virus apenas estar latente dentro das células. Os
resultados encontrados neste estudo corroboram com as afirmagdes de SPILKI et
al. (2003), que relataram infec¢cdo mista do BoHV-5 e do virus rdbico em um anico
bezerro que morreu com sinais clinicos compativeis com enfermidade
neurolégica. Contudo, ndo foi possivel garantir o papel ativo do BoHV-5 no
desfecho da enfermidade, uma vez que o virus estaria apenas na forma latente
nos tecidos neurais. Esses autores afirmam que, quando se identifica o virus
rabico no encéfalo de animais que vieram a Obito com sinais neurolégicos e
devido a natureza e fatalidade da doenca, geralmente nédo héa interesse em buscar
outros possiveis agentes. No caso das amostras positivas para raiva e BoHV no
presente estudo, a causa real da morte deve ter sido o virus rabico, ja que nao
houve isolamento do herpesvirus. Ressalta-se, entretanto, que ndo ha parametros
suficientes para descartar a possibilidade de infeccdo concomitante ou um maior
papel dos herpesvirus na producdo da doenca neuroldgica, tendo em vista que
nem todas as amostras foram submetidas ao isolamento.

Entre as amostras analisadas, uma foi obtida de um bufalo, proveniente
do Estado de Goias, que demonstrou a presenca concomitante do DNA de BoHV-
1 e -5. A identificacdo de herpesvirus em bufalo foi feita no inicio da década de
70, na Australia, e analises moleculares demonstraram que ela apresenta uma
sequéncia genética distinta dos herpesvirus identificados em bovinos (ST
GEORGE & PHILPOTT, 1972; ROS & BELAK, 2002). JONES et al. (2008)
afirmam que os bufalos sdo capazes de transmitir BoHV-1 para os bovinos e vice
e versa, e que a infeccdo na espécie bubalina pode gerar grandes impactos na
industria da carne desses animais. No Brasil, estudos sorol6gicos demonstraram
a circulacdo de herpesvirus em bufalos (LAGE et al., 1996) entretanto, ao que se
sabe, nenhum estudo identificou ou isolou herpesvirus de origem bovina em
bubalinos. Essa amostra representa, portanto, um achado inédito ndo so pelo fato

de ter identificado virus de origem bovina, mas também em relacdo a coinfeccéo
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pelas duas espécies virais. Analises moleculares e de isolamento devem ser
posteriormente conduzidas a fim de melhor caracterizar a amostra.

Apesar das amostras analisadas serem, em sua maioria, de animais
provenientes de Goias, 12 pertenciam a animais de localidades préximas a divisa
com o Estado. Dessas, 10 eram oriundas de Tocantins, das quais sete foram
positivas para BoHV-1 e/ou -5, enquanto que as duas amostras do Estado do
Mato Grosso foram negativas para ambos os virus. Esse fato ratifica a
importdncia das medidas de Vvigilancia epidemiolégica nas fronteiras
interestaduais, principalmente, quando se trata de regides consideradas grandes
produtoras na bovinocultura, como é o caso desses trés Estados.

Este € o primeiro estudo que identificou a presenca do DNA de
herpesvirus bovino em amostras clinicas de Goias. O elevado indice de
positividade para os BoHV no material analisado confirma a circulacdo desses
virus nos rebanhos do Estado, ja evidenciada em estudos sorologicos anteriores
como os de ANUNCIACAO, et al. (1989), FARIA et al (2003), VIEIRA et al. (2003)
e BARBOSA et al (2005). Esse fato € motivo de grande preocupacéo devido as
perdas produtivas e reprodutivas geradas por esses virus, sendo um risco
potencial para regides produtoras de bovinos como € o caso de Goias. Além
disso, este estudo pdde acrescentar informacdes sobre a distribuicdo do BoHV-1

e -5 no Brasil.
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7-CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que:

e O BoHV-1 e -5 circulam entre bovinos e bubalinos de Goias e Tocantins.

e A identificacdo do BoHV-1 em amostras de cérebro corrobora com achados
anteriores de que essa espécie viral também pode estar relacionada a
enfermidades neuroldgicas.

e A identificacdo concomitante do genoma de ambos 0s virus, sugere que um
mesmo animal pode infectar-se com o BoHV-1 mesmo estando infectado pelo
BoHV -5 e vice-versa.

e O insucesso no isolamento viral das amostras analisadas n&o exclui a
possibilidade do virus ter causado a enfermidade neurologica nos animais

avaliados.



34

8-CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas utilizadas neste estudo permitiram detectar o DNA viral do
BoHV-1 e do BoHV-5, nas amostras de cérebro. Todavia, como néo foi obtido
isolamento viral em nenhuma das amostras submetidas a esse processo, nao se
pode confirmar a participacdo desses agentes como causadores da infeccéo e
nem responsabilizad-los pelos oObitos dos animais. Entretanto, o BoHV-5 deve
sempre ser considerado no diagnéstico diferencial dos agravos que afetam o
sistema nervoso de bovinos, jA que ndo ha sinais clinicos caracteristicos dessa
infeccdo que possa distingui-la de outras infec¢bes virais como a raiva, por
exemplo. Além disso, ndo se pode descartar 0 BoHV-1 nos diagnésticos
diferenciais, uma vez que estudos recentes tém detectado, frequentemente, esse
agente em casos de encefalite, contradizendo a literatura classica.

No entanto, mais pesquisas precisam ser desenvolvidas com vistas ao
conhecimento da epidemiologia molecular desses virus, buscando entender se a
manifestacédo clinica atribuida ao BoHV-1 e -5 é realmente a desenvolvida por
essas espeécies virais. Também € importante saber se os casos de coinfeccéo
exacerbam os sinais da doenca ou se néo existem diferencas.

A amostra proveniente de um bufalo que foi positiva para herpesvirus
bovino necessita de mais andlises, pois apesar de dados soroldgicos ja terem
detectados anticorpos contra BoHV nessa espécie no Brasil, ainda ndo se tem
comprovacao da manifestacdo de enfermidade por herpesvirus de origem bovina
em bubalinos. Essa espécie pode ser um possivel transmissor do virus e,
portanto, se torna alvo de medidas de controle e prevencao.

Este estudo da continuidade aos ja iniciados ha mais de uma década
gue visam conhecer particularidades dos herpesvirus bovino que circulam em
Goias. Estudos utilizando outros espécimes clinicos devem ser incluidos, com
vistas ao isolamento viral e a caracterizacdo molecular. O isolamento de uma
amostra de BoHV-5 de um animal de Goids com quadro clinico de encefalite,
realizado em nosso laboratério, permitird a abertura de um campo para estudos
de patogenicidade e resposta imunolégica, contribuindo com o esclarecimento da

biologia dos herpesvirus circulantes no Estado.
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E sabido que a infecgdo pelos herpesvirus de bovinos gera perdas
produtivas e reprodutivas significativas nos animais afetados. Portanto, acredita-
se que as enfermidades causadas por esses agentes e 0s paises que nao
apresentam uma politica clara quanto ao seu controle e prevencdo, possam ser
alvo de futuros embargos, haja vista que paises europeus ja conseguiram

erradicar a infeccdo por esses virus de seus rebanhos.
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ANEXO

Tabela 1: dados referentes as amostras positivas para BoHV-1, BoHV-5 e raiva recebidas no ano de 2008

Amostra Municipio de Origem Sexo Idade (meses) BoHV-1 BoHV-5 Raiva

C0o1 Santa Terezinha M 24 X X

C02 Mozarlandia F 72 X

CO03 S&o Miguel do Araguaia M 18 X

C05 Hidrolandia F 25 X X

CO06 Joviania M 30 X

Cco7 Joviania M 72 X

C09 Uirapura F 60 X

C10 Jatai F 60 X

C12 Nova Crixas F 12 X

C13 Mutunépolis F 48 X

Cl4 Nova Crixas M 16 X X
C15 Minagu M 24 X X
C16 Padre Bernardo F 12 X

C17 Alvorada do Norte (TO) M 4 X

C18 Cidade de Goias F 36 X

C19 Cariri (TO) F 120 X

C20 Palmeiras de Goias F 17 X

C21 Faina NI 96 X

C22 Itapora (TO) M 7 X X

Cc23 Itapora (TO) M 7 X

C28 Faina M 45 X

C29 Divinépolis NI NI X X
C30 Petrolina NI 60 X

C42 Silvania M 12 X

C46 Goianésia M 10 X

C47 Corumba de Goias M 18 X

C48 Bom Jesus M 24 X

C53 Alvorada do Norte (TO) NI NI X X

C55 Sucupira (TO) M 5 X

C56 Uruana F 60 X X X
C57 Uruana F 60 X X
C62 Leopoldo de Bulhdes (bubalino) M 10 X X

continua



Co4

C65
C66
Co67
C68
C70
C71
C72
C74
C76
C79
C82
c87
C96
Cco7
C98
C100
C101
C102
C103
C104
C106
C107
C109
C110
C114

Vianépolis
Guarani
Silvania

Nova Crixas
Jussara
Jussara

Canarana (TO)

Cocalzinho
Trombas
Jussara

Abadiania

Pontalina
Uruana
Jaragua
Britania

Cocalzinho

Jesupolis

Rio Verde

Alianga (TO)

Palmeiras de Goias

Itaucu
Porangaba
Cocalzinho

Minacu
Mara Rosa
Andpolis
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15

12
48
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48
30

42
30
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30
48
NI
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96
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18
10

X X X X

X X X X X X X X X X

X X X

X X X X

X X X X X X X X X X
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Legenda: M- macho; F-: fémea; NI- ndo informado.





