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RESUMO

O conhecimento das enfermidades que acometem bovinos é de extrema importancia, as
doencas de manifestacdo neuroldgica sdo frequentes e causadas por varios agentes, O
Herpesvirus bovino tipo 5 ( BoHV — 5 ) é um virus que provoca neuropatia em bovinos,
laténcia no sistema nervoso central (SNC) e manifestacdo clinica em periodos de estresse.
Objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorréncia da infeccdo pelo BoHV-5 em bovinos
pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) com base na utilizacdo de dois
protocolos e analisar os achados histopatoldgicos de amostras de sistema nervoso central de
bovinos. Foram obtidas 48 amostras de SNC de bovinos, constituidas por encéfalo, cerebelo,
tronco encefalico e medula, procedentes de trés matadouros localizados nas cidades de
Ouricuri, Bodoco e Exu, Sertdo do Araripe, Pernambuco. Na analise molecular foram
utilizados dois protocolos com diferentes primers. Com os iniciadores utilizados no protocolo
1 obteve-se 29,16% (14/48) das amostras positivas, no entanto, os iniciadores utilizados no
protocolo 2, resultaram em picos bem definidos no controle positivo e todas as amostras
resultaram negativas pela g°PCR. Com base na andlise histopatoldgica do SNC das amostras
provenientes de bovinos do matadouro de Ouricuri-PE evidenciou-se as seguintes lesdes:
infiltrado linfocitario 90% (18/20), gliose 80% (16/20), neuronofagia 80% (16/20), edema
70% (14/20), macréfagos 65% (13/20), congestdo 65% (13/20), desmielinizacdo 45% (9/20),
hemorragias 35% (7/20), necrose 15% (3/20), células gitter 5% (1/20), espongiose 5% (1/20)
e manguito perivascular 5% (1/20). Em decorréncia da diversidade de patdgenos e
similaridade das enfermidades neuroldgicas em bovinos, o uso de primers que apresentem
poucas reacdes cruzadas (dimeros) é fundamental para a eficiéncia e o éxito do diagnostico na
gPCR frente ao BoHV-5.

Palavras-chave: Biologia molecular. Encefalite. Herpesvirose. Histopatologia. Ruminantes.



ABSTRACT

The knowledge of diseases that affect cattle is extremely important, the neurological
manifestation of disease are frequent and caused by various agents , the Bovine herpesvirus
type 5 ( BoHV - 5) is a virus that causes neuropathy in cattle , latency in the central nervous
system ( SNC) and clinical manifestation in periods of stress. The object of the study was to
research the DNA presence of Herpesvirus Type 5 in cattle through the Real Time
Polymerase Chain Reaction (QPCR) based upon the utilization of two protocols and analyze
the histopathological findings in samples of the cattle central nervous system. Forty-eight (48)
cattle samples of the central nervous system samples were obtained comprised of brain,
cerebellum, brain stem and spinal cord derived from three slaughterhouses located in the
cities of Ouricuri, Bodoc6 and Exu, Araripe Wilderness in the state of Pernambuco. Under
molecular analysis the efficiency of the protocols was compared using the following primers.
With the primers used in protocol 1 there was obtained 29.16% (14/48) of the positive
samples, however, the utilized primers in protocol 2 resulted in well defined peaks with
regard to positivity of the positive controls and all of the samples were negative toward the
gPCR. Based on histopathology analysis of central nervous system samples from Ouricuri-PE
the following lesions became evident: lymphocytic infiltrate 90% (18/20), gliosis 80%
(16/20), neuronophagia 80% (16/20), edema 70% (14/20), macrophages 65% (13/20),
congestion 65% (13/20), demyelination 45% (9/20), bleeding 35% (7/20), necrosis 15%
(3/20), gitter cell 5% (1/20), spongiosis 5% (1/20) and perivascular cuff 5% (1/20). As a result
of the diversity of pathogens and similarity of neurological diseases in cattle the use of
primers that present few crossed reactions (dimers) is fundamental for the efficiency and
success of the gPCR against BoHV — 5.

Keywords: Molecular biology. Encephalitis. Herpes virus. Histopathology. Ruminants.
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1 INTRODUCAO

A Dbovinocultura é uma atividade de grande importancia econémica no Brasil,
ocupando a segunda posicdo no ranking mundial, sendo antecedido pela india (USDA,
2010). Em 2011, a criagdo de bovinos apresentou um aumento de 1,6% em relagéo a
2010 (209,5 milhdes), totalizando um efetivo de aproximadamente 212,8 milhdes de
cabecas (IBGE, 2011). A regido Nordeste, por sua vez, registrou uma queda no seu
efetivo totalizando 28.244 milhGes de cabecas em 2012, fato justificado pela seca
prolongada que resultou na perda de inimeros plantéis, sendo Pernambuco o principal
estado atingido (IBGE, 2013).

Somando-se as perdas ocorridas pelas intempéries climaticas, as enfermidades de
ordem geral determinam prejuizos. Neste contexto destacam-se nos bovinos o0s
disturbios de ordem neuroldgica que abrangem um grupo de enfermidades consideradas
de importancia, quer seja pelos aspectos que envolvem a salde publica ou pelas
expressivas perdas econdmicas que ocasionam. Em decorréncia de sinais clinicos
semelhantes, sdo aspectos importantes para o diagnostico das neuropatias: a frequéncia
da doenca e o estudo epidemiolégico (AQUINO NETO et al., 2009).

O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) durante a década de
80 elaborou dois programas direcionados a vigilancia e notificacdo das neuropatias em
bovinos no Brasil, essas acdes ocorreram em virtude do surgimento da encefalite
espongiforme bovina na Europa, nesse periodo o MAPA criou Programa de Vigilancia
das Encefalopatias Espongiformes em Ruminantes, o Programa Nacional de Controle de
Raiva em Herbivoros e em decorréncia da Raiva ser a principal neuropatia notificada no
Brasil (WELLS et al., 1987, SANCHES et al., 2000; BARROS et al., 2003; BARROS
et al., 2006). No Brasil as principais enfermidades notificadas que afetam o SNC de
bovinos sdo a raiva, e a meningoencefalite por herpesvirus bovino -5 (BoHV-5) e a
febre catarral maligna (FCM).

Os herpesvirus sdo heterogéneos, ndo diferenciados morfologicamente pela
microscopia eletronica e podem replicar-se em diferentes tecidos como 0 nervoso,
glandular, linfoide e Orgdos parenquimatosos (STRAUB, 1982). Os herpesvirus
possuem uma alta especificidade com seus hospedeiros, 0 que indica que o virus possa
ter evoluido juntamente com seus hospedeiros (THIRY et al., 2007). Para explicar o

surgimento e a adaptagdo do BoHV- 5 & espécie bovina foram formuladas varias
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hipGteses, 0 BoHV-5 poderia ser um herpesvirus natural de espécies de ruminantes
relacionadas que teria se adaptado aos bovinos. Nestes animais, por uma falha em fases
finais do ciclo de replicacéo viral, por ocasiao do estabelecimento de laténcia no ganglio
trigémeo, o virus provocaria uma encefalite fatal. Outras hipdteses sdo que 0 BoHV-5
poderia ser um virus recombinante entre 0 BoHV-1 e outro herpesvirus relacionado de
ruminantes ou entdo um rearranjo gendmico do BoHV-1 (STUDDERT, 1989).

A similaridade de sinais com outras doencas infecciosas e parasitarias, ndo permite a
elaboracdo de um diagnostico clinico conclusivo da infeccdo ocasionada pelo BoHV — 5
(TAKIUCHI et al., 2001). A complementacdo diagndstica por meio da associacdo de
técnicas de caracterizacdo etioldgica com a observacao de alteragdes morfoldgicas, e
avaliacdo epidemioldgica da ocorréncia de doencas neuroldgicas da regido sdo
fundamentais para o éxito no diagnostico (ARRUDA et al., 2010).

A familia Herpesviridae possui a caracteristica de estabelecer laténcia em células
ganglionares do animal infectado, nesse momento, podem ocorrer episodios de
reativacdo e excrecdo viral ndo acompanhada de sinais clinicos, por meio de pontes
intercelulares o virus pode migrar de uma célula a outra sem entrar em contato com o
espaco extracelular e com os liquidos corporais, ficando indisponiveis para a atuacéo de
anticorpos. (STRAUB, 1982).

Durante a laténcia ndo é possivel o isolamento do virus e a imunohistoquimica para
a demonstracdo de antigenos virais na célula infectada. Entretanto, a utilizacdo de
técnicas moleculares é capaz de detectar o DNA viral e identificar os sitios de laténcia.
Em contraste com a infeccdo ativa, onde a replicacdo viral seguida de lise celular ocorre
principalmente em tecidos periféricos, a infeccdo latente geralmente ndo determina a
lise da célula infectada e ocorre em células de vida longa, com baixa taxa de replicagdo
e altamente diferenciadas, como os neur6nios e células linfoides (ASHBAUGH et al.,
1997; CARON et al., 2002).

Tendo em vista a escassez de informacfes sobre a ocorréncia da infeccdo pelo
BoHV-5 no Estado de Pernambuco, especificamente na Regido do Sertdo do Araripe,
faz-se necessario conhecer a ocorréncia do agente e assim possibilitar a adocdo de

medidas sanitérias de controle e prevengédo adequadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS NEUROLOGICAS EM BOVINOS

Diversos agentes, pridnicos, virais, bacterianos, parasitarios, e nao infecciosos
podem provocar encefalites, que sdo lesGes inflamatdrias no Sistema Nervoso Central
(SNC). Alguns dos agentes sdo zoonoses, por isso impactam diretamente a salde
publica como o virus da raiva, o prion agente causador da encefalopatia espongiforme
bovina (EEB), a Listeria monocytogenes, outros infectam apenas animais como 0s virus
da familia Herpesviridae, a leucose enzodtica bovina, e o virus da diarreia viral bovina.
Esta diversidade de agentes implica em esforgos por parte do Sistema de Defesa
Sanitaria Animal para realizar o diagnoéstico diferencial e confirmacdo do agente para
aplicar as medidas especificas de controle (CLAUS et al., 2002; BARROS et al., 2006).

O diagnostico ante mortem é de dificil realizacdo devido a auséncia de sinais
clinicos patognoménicos. Por este motivo, o diagndstico post mortem com auxilio de
métodos laboratoriais é indispensavel (HALFEN e VIDOR, 2001).

2.2 HERPESVIRUS BOVINO -5

As infeccbes por Herpesvirus bovino tém acarretado grandes prejuizos
econdmicos nos rebanhos bovinos, queda na producdo leiteira, morte embrionéria e
fetal, reduzida eficiéncia reprodutiva de fémeas e machos, bem como restricbes ao
comércio internacional de animais e de seus subprodutos, descritos no Cddigo de
Sanitério para Animais Terrestres (OIE, 2010).

O Herpesvirus bovino — 5 (BoHV-5) provoca uma doenca infecciosa viral aguda
e altamente fatal em animais, a ocorréncia € mundial, caracterizada por sinais
neuroldgicos corticais e associada a inflamacgdo do encéfalo e meninges com necrose do
cortex telencefalico (RISSI et al., 2006). Os bovinos sdo considerados os hospedeiros
naturais dos BoHV-5; casos espontaneos da enfermidade tém sido descritos apenas
nessa espécie, mas a doenga ja foi reproduzida experimentalmente em ovinos e coelhos
(SILVA et al., 1998; FLORES et al., 2009; CADORE et al.,, 2011; PEDRAZA-
ORDONEZ et al., 2012).
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A meningoencefalite herpética dos bovinos pode ser confundida clinicamente
com doencas como a raiva, pseudorraiva, polioencefalomalacia por deficiéncia de
tiamina, intoxicacdo por chumbo e intoxicagdo por sal (SANCHES et al., 2000; LEMOS
et al., 2002; SPILKI et al., 2003).

2.3 NOMENCLATURA E CLASSIFICACAO DOS HERPESVIRUS

A palavra herpes deriva do grego epnewv (herpein), que significa rastejar,
referindo-se a caracteristica da lesdo determinada pelos herpesvirus humanos, como o
Herpes simplex virus (HSV) e Varicella zoster virus (VZV). Os virions da familia
Herpesviridae contem envelope composto por uma membrana lipidica e glicoproteinas
um capsideo icosaédrico de aproximadamente 100-110 nm de didmetro, constituido por
12 capsdémeros pentaméricos e 150 hexamericos (KNOWLES, 2011). O DNA e o
capsideo sdo envoltos por um material amorfo denominado tegumento e externamente
por um envelope lipoprotéico, no qual se encontram inseridas varias glicoproteinas
virais que formam projecdes (ROIZMAN et al., 2001). O genoma do BoHV-5 possui
137.821 pares de base (137,8 kpb), sendo composto por 75% de guanina/citosina (
DELHON et al., 2003)

O BoHV-5 pertence a ordem Herpesvirales, a qual se constitui por trés familias
de herpesvirus denominadas Alloherpesviridae, Herpesviridae e Malacoherpesviridae.
A familia Herpesviridae é dividida em trés subfamilias denominadas Alpha, Beta e
Gammaherpesvirinae. A Alphaherpesvirinae contém quatro géneros: Simplexvirus,
Varicelovirus, Mardivirus e lltovirus. Dentro do género Varicelovirus, ha dezessete
espécies que acometem variados hospedeiros. Entre essas dezessete espécies,
encontram-se 0 BoHV_5 (ICTV, 2009). Os genes dos Alphaherpesvirus sdo expressos
pelo mecanismo de cascata. Assim, no instante em que o genoma viral se liberta do
capsidio inicia-se a producdo de proteinas precoces imediatas, que promovem a
producdo de proteinas imediatas; por fim ha producdo de proteinas tardias seguindo a
sintese do DNA viral (SALVADOR et al., 1998).

Devido as semelhancas com estirpes virais respiratorias e genitais, inicialmente
0 BoHV-5 foi classificado como BoHV-1.3, com base em diferencas epidemiologicas,

antigénicas e moleculares, o subtipo 3, foi reconhecido como um virus distinto,
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denominado BoHV-5 e passou a compor uma nova espécie da familia Herpesviridae
(ROIZMAN et al., 1992). O tipo 5 encontra-se dividido nos subtipos: BoHV-5a, BoHV-
5b e BoHV-5¢ (D’ARCE et al., 2002, HOLZ, 2010). Entretanto, ndo existe informacéo
a respeito de associagOes entre distintos subtipos de BoHV-5 e diferentes quadros
clinicos. A Unica associacao clara e reconhecida é a correlacdo entre casos de encefalite
e meningoencefalites agudas e o isolamento de BoHV-5 a partir de tecido nervoso de
animais afetados (CARRILO et al., 1983; WEIBLEN et al., 1989; D’OFFAY et al.,
1995; COLODEL et al., 2002). A maior diferenga entre 0 BoHV-1 e 0 BoHV-5 esté na
capacidade do BoHV-5 invadir e replicar-se no SNC, determinando enfermidade
neuroldgica (BAGUST, 1972; STUDDERT, 1989; ROIZMAN et al., 1992; BELKNAP
etal., 1994).

Anélises com anticorpos monoclonais (MAbs) tém demonstrado diferencas
antigénicas entre as principais glicoproteinas (gB, gC e gD) do BoHV-5 e do BoHV-1.
A sequéncia de aminoacidos do segmento amino-terminal da gC desses dois virus
apresenta diferencas significativas (COLLINS et al., 1993; CHOWDHURY, 1995;
ROEHE et al., 1997). Os estudos conduzidos com o objetivo de elucidar as bases
gendmica e antigénica da neuroviruléncia do BoHV-5 tém-se concentrado nas
glicoproteinas virais que apresentam as maiores diferencas quando comparadas as
presentes em estirpes do BoHV-1. Assim, glicoproteinas como a gC, gE e gl tém sido
relacionadas com o potencial neuropatogénico do BoHV-5 (CHOWDHURY et al.,
2000a, 2000b).

Com relacdo a composicdo gendmica, o DNA do BoHV-5 apresenta
similaridade de 85% com o BoHV- 1. Sugere-se que as diferencas na sequéncia de
nucleotideos entre esses dois virus estejam distribuidas por todo o genoma (ENGLES et
al., 1987; CHOWDHURY, 1995).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

A transmissdo é geralmente associada ao contato intimo com essas superficies,
mas 0 BoHV-5 é também propagado por aerossois e secre¢Bes corporeas (FENNER et
al.,, 1993). Foi comprovado que o virus é eliminado via sémen, em animais
assintomaticos (ESTEVES et al., 2003; GOMES et al., 2003; SILVA et al., 2007).
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Apresentando baixos indices de morbidade, mas elevados indices de letalidade
(SALVADOR et al., 1998), a doenca ocorre na forma de surtos ou em casos isolados,
com coeficientes de morbidade que podem variar de 0,05% - 5%, a letalidade é quase
sempre 100% (RISSI et al., 2007).

A infeccdo pelo BoHV-5 determina meningoencefalite herpética em bovinos de
todas as faixas etéarias, principalmente nos jovens. No Brasil, encefalites causadas pelo
BoHV-5 tém sido confirmadas de forma crescente nos rebanhos, sendo considerada a
segunda maior causa de encefalite com etiologia determinada em bovinos, sendo a
primeira a raiva (SANCHES et al., 2000; SOUZA et al., 2002).

Surtos de encefalite herpética tém sido relatados em varios paises, onde o primeiro
surto notificado, ocorreu na Australia em bezerros de dois a seis meses de idade
(JOHNSTON et al., 1962), sequido pela Hungria (BARTHA et al., 1969), Estados
Unidos (EUGSTER et al., 1974; D'OFFAY et al., 1995; ELY et al., 1996), Canada
(BECK, 1975), Escécia (WATT et al., 1981), Uruguai (DIAS et al., 1982), Argentina
(CARRILLO et al., 1983; VALERA et al., 2000; PEREZ et al., 2003) e Col6mbia
(PEDRAZA et al., 2010).

No Brasil, ja foram descritos surtos em alguns estados das regides Centro-oeste
(DE PAULA et al., 2005), Sudeste (SALVADOR et al., 1998; GOMES et al., 2002;
AQUINO NETO, 2005) e Norte (RIET-CORREA et al., 2006). Estudo realizado no
semiarido nordestino determinou o BoHV-5 como responsavel por 2,7% (3/111) dos
casos de doenca neuroldgica em bovinos (GALIZA et al., 2010), enquanto Sanches et
al. (2000), na regido Sul encontraram em 305 casos 4,59% positivos para BoHV-5.
Fonseca Jr. et al. (2011), por meio da PCR Multiplex detectaram cerca de 20% (10/65)
em amostras de encéfalo provenientes de varias regides do estado de Minas Gerais.

Mudancas ambientais podem também atuar em conjunto sobre o sistema
imunoldgico, predispondo os animais a outros patdgenos, e a reativagdo de infeccbes
latentes. O estresse, méa nutri¢do, aglomeracdo, mudanga de alimentacg&o, transporte, tem
sido frequentemente responsabilizada por surtos de doencas associadas ao BoHV-1 e
BoHV-5 em bovinos (FLORES e CARGNELUTTI, 2012).
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2.5 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Sdo trés as caracteristicas basicas da infeccdo pelos herpesvirus:
epiteliotropismo, lise celular e capacidade de laténcia. As principais portas de entrada
do virus sdo as superficies mucosas do trato respiratorio e genital, (MEYER et al., 2001;
GOMES et al., 2003; VOGEL et al., 2004). A maioria dos herpesvirus, provavelmente,
reconhece multiplos receptores celulares, qualquer um dos quais pode ser suficiente
para a entrada na célula (SPEAR e LONGNECKER, 2003). A partir de entdo, ocorrem
as seguintes fases: 1) adsorcdo; 2) penetracdo; 3) transporte do nucleocapsideo e
proteinas virais contidas no tegumento ao nucleo das células infectadas; 4) transcricao,
replicacdo e sintese do DNA e proteinas virais; 5) montagem e preenchimento dos
capsideos e 6) liberacdo da progénie infecciosa. Presume-se que ocorra de forma
semelhante para 0 BoHV-1 e 5 (ROIZMAN e KNIPE, 2001).

A primeira via de infeccdo é a olfatoria, apds inoculacdo intranasal, os alvos
iniciais de replicacdo dos Alphaherpesvirus sdo as celulas superficiais da mucosa
respiratdria, essa fase pode persistir por mais de 15 dias (VOGEL et al., 2004). Apds
replicacdo na mucosa nasofaringea, os virions invadem as terminagcdes dos neurdnios
bipolares que inervam a mucosa e distribuem-se na mucosa, o virus é provavelmente
transportado na forma de particula subviral (capsideo desprovido de envelope) em
vesiculas envolvidas com o transporte axénico retrégrado aos corpos neuronais de
neurdnios sensoriais e autondmicos, na mucosa do trato respiratério superior
produzindo sinais respiratorios leves a moderados (FLORES et al., 1998; MEYER et
al., 2001; VOGEL et al., 2004).

A segunda pela via trigeminal, pelos axdnios dos neurdnios pseudounipolares,
cujos corpos celulares localizam-se no ganglio trigémeo e projetam terminagdes aos
nacleos sensoriais da ponte e do bulbo (NARITA et al., 1976, CHOWDHURY et al.,
1997; LEE et al.,, 1999; MEYER et al., 2001, PEREZ et al., 2002). A invasdo e
replicacdo viral no SNC resultam em meningoencefalite ndo supurativa (BAGUST,
1972; NARITA et al., 1976; BELTRAO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et
al., 2002).

Nos corpos neuronais, o virus pode replicar-se ativamente ou estabelecer

infeccdo latente. Acidos nucléicos e proteinas virais sdo facilmente demonstraveis nos
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ganglios sensoriais, 0 virus persiste dentro dos neurdnios provavelmente por toda a vida
do hospedeiro, sob a forma de uma molécula circular fechada, e onde somente uma
pequena porcdo do gene viral € expressa, e exames ultraestruturais revelam replicacao
viral ativa. Replicacéo significativa no sistema nervoso periférico apés a infecgdo aguda
ou reativacdo da laténcia pode resultar em invasdo do sistema nervoso central,
provocando alteracfes que variam desde infeccdo subclinica até encefalite fatal
(FLORES et al., 1998).

Os genes e as proteinas codificadas envolvidos na neuroviruléncia de
Alphaherpesvirus sdo classificados em trés grupos: as enzimas envolvidas no
metabolismo de acido nucleico, os fatores que modulam a resposta imunitaria e as
glicoproteinas virais. As glicoproteinas virais desempenham importante papel na
viruléncia, mediando adsorcdo e a penetracdo do virion na célula hospedeira, além da
disseminacdo célula a célula e a indugdo de resposta imune do hospedeiro, como
ligacBes as imunoglobulinas e componentes do sistema imune (DEL MEDICO ZAJAC
etal., 2010; ROLLOF, 2014).

As glicoproteinas B (gB), C (gC) e D (gD) sdo imunodominantes e estdo
presentes em maior concentracdo, sendo importantes para o inicio do processo de
infeccdo viral, e contribuem com a adsorcédo viral ligando-se a receptores celulares da
membrana celular (ROLLOF, 2014). Ja as glicoproteinas E (gE) e G (gG) estdo
envolvidas na transmissdo do virus célula a célula, sendo a gG necessaria para manter a
adesdo entre as células infectadas (NAKAMICHI et al., 2002). A gG tem a
particularidade de ser Gtil na diferenciacdo do BoHV-1 e 5, uma vez que a regiao
codificadora apresenta na sua porcdo final uma delecdo no genoma do BoHV-1, em
comparagdao com o BoHV-5, além de pequenas trocas e insercdes ao longo do gene
(OLIVEIRA, 2006).

A doenga apresenta curso clinico de 1 a 15 dias, inicialmente os sinais clinicos
associados com a infeccdo do BoHV — 5 sdo febre, depressdo profunda, corrimento
nasal, ocular e disfagia (CARRILLO et al., 1983). Os sinais neurologicos geralmente se
iniciam no 9° ou 10° dia pos-infeccdo e incluem tremores, bruxismo, salivacao, protusao
da lingua, opistétono, cegueira, andar em circulos, prostracdo seguida de convulsoes,

pressdo da cabeca contra anteparos, hiperexcitabilidade, dectbito e morte (BAGUST,
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1972; NARITA et al., 1976; BELTRAO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et
al., 2002).

Os sinais neuroldgicos sdo progressivos e geralmente resultam em morte,
embora casos de recuperacdo apos curso clinico de intensidade leve ou moderada
também possam ocorrer (BELKNAP et al., 1994; BELTRAO et al., 2000) Pode ainda
estabelecer laténcia sem produzir sinais clinicos de meningoencefalite durante a
infeccdo primaria (MEYER et al., 2001).

2.6 ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

O virus e alteracGes histopatologicas podem ser detectados em varias areas do
encéfalo de animais que morrem ou sdo sacrificados durante o curso da enfermidade
neuroldgica (BELTRAO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002).

Histopatologicamente a doenca € caracterizada pela presenca de
meningoencefalite ndo supurativa com necrose em cortex cerebral (COLODEL et al.,
2002; ELIAS et al., 2004). A localizacdo e intensidade das lesGes sdo variaveis podendo
apresentar areas de malacia. Em alteracOes recentes sdo observados necrose neuronal
aguda, com presenca de neurénios com nucleos picnéticos e citoplasma acidofilico e
retraido (neurdnios vermelhos), edema, tumefacdo do endotélio vascular, infiltrado
inflamatoério mononuclear ou misto, nos espacos de Virchow Robin (manguitos
perivasculares) e infiltracdo difusa do neurdpilo (SALVADOR el al., 1998; COLODEL
et al.,, 2002; ELIAS et al., 2004; RISSI et al.,, 2006). Gliose difusa ou focal,
neuronofagia e areas focalmente extensas de necrose do componente neuroectodérmico,
preenchidos por macréfagos volumosos de citoplasma espumoso (células Gitter) e
manutencdo das estruturas mesenquimais (vasos e células da glia), caracteristicas de
malacia (COLODEL et al., 2002; ELIAS et al., 2004; RISSI et al., 2006).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico das encefalites virais de bovinos pode ser obtido associando-se
dados epidemioldgicos, sinais clinicos e resultados de exames laboratoriais ante-mortem
e post-mortem (COLODEL et al., 2002; ELIAS et al., 2004, RISSI et al., 2006).
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Nas doencas herpéticas durante a infeccdo aguda e reativacdo da laténcia ha
excrecdo viral em secrecdes nasais e genitais. Entretanto, a massa viral e o tempo em
que ¢ eliminada sdo maiores na infec¢cdo genital quando comparados a nasal (VOGEL et
al., 2003). A deteccdo por meio de metodos diretos inclui o isolamento viral,
hibridizacéo in situ e imunohistoquimica (D’OFFAY et al., 1995; ELY et al., 1996).

O diagnéstico da infeccdo pelo BoHV-5 pode ser realizado por metodos
indiretos como: virus neutralizacdo, imunofluorescéncia, imunoperoxidase, porém como
0 BoHV-1 e o BoHV-5 apresentam similaridades em suas sequéncias de 4&cido
desoxirribonucleico (DNA), isto dificulta a distingcdo correta entre estas duas estirpes
virais, pois podem ocorrer reacfes cruzadas (MEYER et al., 2001). A sorologia tem
valor limitado no diagndstico indireto, uma vez que os métodos rotineiros disponiveis
para a deteccdo de anticorpos ndo diferenciam animais infectados pelo BoHV-5
daqueles infectados pelo BoHV-1 (WELLENBERG et al., 2001).

Em estudo realizado para a tentativa de avaliacdo sorologica discriminativa entre
animais infectados com o BoHV-1 e o BoHV-5, testes de soroneutralizacdo foram
empregados frente a estirpes de ambos os tipos virais e os titulos obtidos foram
comparados. Os resultados demonstraram, além da reatividade soroldgica entre esses
virus, uma proporcdo de animais suspeitos de infeccBes pelo BoHV- 1 que foram
positivos para BoHV-5 (ANZILIERO et al., 2011).

Para o diagndstico do BoHV-1, a PCR em tempo real é comumente
recomendada pela OIE (2010). A utilizacdo da PCR na identificacdo do agente viral em
material genético de amostras clinicas é o meio mais preciso, a técnica apresenta maior
sensibilidade e especificidade quando comparada as tradicionais técnicas de isolamento
viral, imunofluorescéncia e hibridizacdo para o diagnostico dos herpesvirus bovinos
(CAMPOS et al., 2009). Em virtude do aparecimento de reacOes cruzadas originadas da
alta homologia gendmica e antigénica entre o BoHV-1 e BoHV-5, o diagnostico
molecular é uma ferramenta importante na diferenciacdo dos dois agentes (ESTEVES et
al., 2007).

O uso da anélise molecular é apropriado para detectar o BoHV-5 e diferencia-lo
do BoHV-1, em amostras de campo ou procedentes de experimentos laboratoriais
(ALEGRE et al., 2001; GOMES et al., 2003), além de permitir a deteccdo de DNA viral

em periodo de laténcia e a identificacdo desses sitios (SILVA et al., 1998). Ensaios
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moleculares com uso de enzimas de restricdo propiciaram a caracterizagdo de amostras
de BoHV-5 em subtipos BoHV-5a, BoHV-5b e BoHV-5na/nb (D’ARCE et al., 2002;
OLIVEIRA, 2006).

Vérios tipos de PCR vém sendo desenvolvidas para o aprimoramento do
diagnostico dos herpesvirus em bovinos, tais como: PCR convencional, nested-PCR,
multiplex-PCR e PCR Real Time (QPCR). Esteves et al. ( 2007) e Arruda et al. (2010),
empregaram a PCR convencional em amostras parafinadas para realizar o estudo
retrospectivo em bovinos com doencas neuroldgicas, que foram anteriormente
inconclusivas frente a outros métodos de diagnostico.

Apesar da existéncia de diversos trabalhos na literatura utilizando a PCR, ainda
sdo poucos os relatos do diagnéstico de BoHV-1 e 5 por gPCR, trabalhos recentes
demostram a deteccdo do BoHV-5 com sistema SYBR Green em embrides bovinos
(CARDOSO et al., 2013) e em amostras parafinadas de cérebro bovino (PEDRAZA-
ORDONEZ et al., 2013).

Pedraza-Ordofiez et al. (2013), estudaram amostras emblocadas em parafina,
comparando os iniciadores utilizados por Gomes et al. (2002) e Campos et al. (2009),
conseguiram reduzir as reagdes cruzadas e aumentar a eficiéncia da gPCR para o
diagnostico do BoHV-5, além de concluirem que a técnica € uma ferramenta util no
diagnostico da infeccdo por herpesvirus em bovinos, mesmo em amostras armazenadas

em formalina &cida por longos periodos.

2.8 CONTROLE E PREVENCAO

O controle da infeccdo pelo herpesvirus, como o BoHV-1, fundamenta-se
principalmente na imunizagdo com vacinas inativadas ou com vacinas vivas
modificadas. Na indisponibilidade, até o momento, de um imundgeno contendo
especificamente o BoHV-5, as vacinas preparadas com o BoHV-1 podem ser utilizadas,
de uma forma emergencial, para a tentativa de controle de focos de meningoencefalite
herpética, pois ocorre protecdo cruzada entre BoHV-1 e BoHV-5 (STRAUB, 1991;
FENNER et al., 1993).

As medidas de controle do BoHV-5 em um rebanho estdo relacionadas com a

severidade da infeccdo, praticas de manejo e com indices de prevaléncia. Programas de
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vacinacdo sdo recomendados para sistemas de recria e confinamento que agregam
bovinos de varias procedéncias e em regides que apresentem alto indice da infeccdo no
rebanho com comprovacdo laboratorial da doenca. O exame prévio de reprodutores
antes da introducéo do animal no rebanho, o descarte de animais positivos, sdo medidas
de biosseguranca para evitar a introducdo e disseminacdo da doenca nos rebanhos sem
historico da enfermidade (FLORES e CARGNELUTTI, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia da infeccdo pelo Herpesvirus Bovino 5 em sistema
nervoso central de bovinos procedentes de matadouros localizados no Sertdo do Araripe

- Pernambuco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pesquisar a presenca de DNA do BoHV-5 pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QPCR);
- Comparar dois protocolos sugeridos pela literatura para deteccdo de DNA do BoHV-5

pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR).

- Identificar e avaliar alteracdes microscopicas pela andlise histopatoldgica
convencional em amostras de sistema nervoso central de bovinos procedentes do

municipio de Ouricuri-PE.
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5.CAPITULO 1 - Ocorréncia do Herpesvirus Bovino 5 em Bovinos Procedentes de

Matadouros no estado de Pernambuco, Brasil.

(Artigo a ser submetido ao periddico - Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia)
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RESUMO
Objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorréncia da infeccdo pelo Herpesvirus
Bovino 5 (BoHV-5) pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) com
base em dois protocolos e analisar os achados histopatoldgicos de amostras de sistema
nervoso central de bovinos. Foram obtidas 48 amostras de sistema nervoso central
(SNC) de bovinos procedentes de trés matadouros localizados no Sertdo do Araripe,
Pernambuco. Para analise molecular foram utilizados dois protocolos com diferentes
primers. Com os iniciadores utilizados no protocolo 1 obteve-se 29,16% (14/48) das
amostras positivas, no entanto, para os iniciadores utilizados no protocolo 2 todas as
amostras resultaram negativas a qPCR. Com base na analise histopatoldgica das

amostras provenientes de bovinos do matadouro de Ouricuri-PE foram evidenciadas
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principalmente a presenca de infiltrado linfocitario 90% (18/20), gliose 80% (16/20) e
neuronofagia 80% (16/20). Em decorréncia da diversidade de patdgenos e similaridade
das enfermidades neuroldgicas em bovinos, o uso de técnicas sensiveis e precisas como
a gPCR, bem como primers que apresentem poucas reacdes cruzadas (dimeros) séo
fundamentais para a eficiéncia e o éxito do diagnostico do BoHV-5.

Palavras-chave: biologia molecular, encefalite viral, histopatologia, ruminantes.

ABSTRACT

The object of the study was to research the DNA presence of Bovine Herpesvirus Type
5 through the Real Time Polymerase Chain Reaction (QPCR) based in utilization of two
protocols and analyze the histopathological findings in samples of the cattle central
nervous system. Forty-eight (48) cattle samples of the central nervous system samples
were obtained from three slaughterhouses located in Araripe Wilderness in the state of
Pernambuco. Under molecular analysis the efficiency of the protocols was compared
using the following primers. With the primers used in protocol 1 there was obtained
29.16% (14/48) of the positive samples, however, the utilized primers in protocol 2
resulted in 100% of samples negative toward the qPCR. Based on histopathology
analysis of central nervous system samples from Ouricuri-PE the following lesions
became evident: lymphocytic infiltrate 90% (18/20), gliosis 80% (16/20) and
neuronophagia 80% (16/20). As a result of the diversity of pathogens and similarity of
neurological diseases in cattle, the use of sensitive and accurate techniques such as
gPCR and primers that present few crossed reactions (dimers) are fundamentals to the
efficiency and success of BoHV -5 diagnosis.

Keywords: molecular biology, viral encephalitis, histopathology, ruminants.

INTRODUCAO
Os disturbios do sistema nervoso central (SNC) em bovinos compreendem um
grande grupo de doencas que determinam perdas econémicas e impactos na saude
publica (Lemos et al., 2001; Galiza et al., 2010). A variacdo e semelhanca da
manifestacdo clinica das neuropatias, bem como a diversidade de agentes infecciosos
envolvidos e a dificuldade de diagnéstico, sdo aspectos importantes que limitam as

acoes de controle nessas enfermidades (Aquino Neto et al., 2009).
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Entre os agentes infecciosos envolvidos em doengas neuroldgicas estdo as
bactérias, protozoarios e os virus (Claus et al.,2002). Neste tltimo grupo destacam-se 0s
herpesvirus bovino, pois determinam perdas produtivas e reprodutivas significativas
(Kirkbride et al.,1992; Junqueira et al.,2006; Rufino et al.,2006).

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) virus da familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus esta relacionado a enfermidade
infecciosa viral aguda e altamente fatal descrita em diversos paises. O BoHV-5 acomete
0 SNC e caracteriza-se ao exame histopatoldgico por quadro de meningoencefalite ndo
supurativa com necrose em cortex cerebral (Roizman et al.,1992).

O diagnostico das encefalites virais dos bovinos baseia-se na associacdo de
dados epidemioldgicos, sinais clinicos e resultados de exames laboratoriais ante e post-
mortem (Colodel et al.,2002; Elias et al.,2004; Rissi et al., 2006). Apesar da existéncia
de diversos trabalhos na literatura utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
ainda sdo escassos 0s estudos que envolvem o diagnostico de BoHV-5 pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR), destacando-se trabalhos de deteccdo do
agente com sistema SYBR Green® em embrides bovinos (Cardoso et al.,2013) e em
amostras parafinadas de cérebro bovino (Pedraza-Ordofiez et al.,2013).

Dessa forma, objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorréncia da infecgéo
pelo Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) em bovinos pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (qQPCR) com base na utilizacdo de dois protocolos e analisar
os achados histopatoldgicos de amostras de sistema nervoso central de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

A pesquisa foi realizada em trés matadouros que recebem inspecdo sanitaria
municipal, localizados nos municipios de Exu, Bodoco e Ouricuri, Sertdo do Araripe-
PE (Figura 1). A regido situa-se na extremidade noroeste do estado de Pernambuco,
composta no total por 10 municipios, limitando-se com os Estados do Ceara e Piaui e

com o Sertdo Central e Sertdo do Sdo Francisco de Pernambuco.
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42

Obtencao das Amostras

Foram coletadas 48 amostras de sistema nervoso central (hemisférios cerebrais,
medula, tronco encefélico, cerebelo) de bovinos, de ambos os sexos e diferentes racas,
sem sinais clinicos neuroldgicos, constatados na avaliagdo ante mortem nos respectivos
matadouros. As amostras de tecido nervoso foram coletadas logo apds o abate, na linha
B foi efetuado o exame do conjunto cabeca-lingua, nessa etapa a calota craniana foi
aberta manualmente com emprego de machadinha. Apo6s a coleta as amostras foram
acondicionadas em recipientes plasticos, identificadas e transportadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel, sendo posteriormente congeladas e encaminhadas
ao Laboratdrio de Doencas Infectocontagiosas da UFRPE e ao Laboratorio Nacional
Agropecuario em Pernambuco — LANAGRO para realizacdo da analise molecular. No
municipio de Ouricuri foram coletadas 20 amostras que além de submetidas ao
congelamento para andlise molecular, foram destinadas a exame histopatoldgico,
devidamente acondicionadas em frascos contendo formol tamponado a 10% e
encaminhados ao Laboratério de Histopatologia do Departamento de Medicina

Veterinaria da UFRPE para processamento.
Processamento das Amostras

Processamento Histopatoldgico

Os fragmentos de tecido nervoso apos fixa¢do em formol tamponado a 10% foram
processados pelos métodos usuais para andlise histopatolégica. Ap6s a fixacdo foi
realizada a desidratacdo dos fragmentos em banhos de alcool absoluto, seguido de
diafanizacdo em xilol, banho de parafina a 60°C e por fim os fragmentos foram
incluidos em parafina. Posteriormente os blocos foram seccionados em micrétomo em
fatias de 5um e as laminas coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE)
(Luna,1968).

Extracdo de DNA Herpesvirus Bovino 5

De cada amostra obtida de SNC bovino foram separados fragmentos de hemisférios
cerebrais, medula, tronco encefalico e cerebelo, acondicionados em microtubos de 2,0

mL, devidamente identificados e mantidos a — 80°C até o processamento.
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O processo de extragdo do DNA do BoHV -5 foi realizado segundo Maniatis et
al. (1989). Apds prévia maceracdo das amostras de encéfalo bovino utilizando cadinho e
pistilo, o material obtido foi devidamente armazenado, posteriormente em tubo de
polipropileno de 1,5 mL identificado foram adicionados 100puL da amostra macerada,
100uL de TE (Tris 10mM — EDTA 1mM pH 8,0) e 100uL de fenol equilibrado pH 8,0.
Em seguida, a amostra foi homogeneizada por 1min em vortex e centrifugada a 14.000
rpm por 5 min a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo de polipropileno identificado. A este foi adicionado 50uL de fenol, 50uL de
cloroférmio e novamente a amostra foi homogeneizada por 1 min e centrifugada a
14.000 rpm por 5 min a 4°C, sendo o sobrenadante transferido para outro tubo de
polipropileno identificado e acrescido de 100 pL de cloroférmio, realizou-se nova
homogeneizagdo da amostra por 1 min e centrifugacdo nas mesmas condi¢des
anteriores. Da mesma forma, em outro tubo de polipropileno, adicionou-se 10pL de
acetato de amonio 3M, 100 pL de sobrenadante e 100 L de isopropanol, a mistura foi
mixada e incubada por 24h em freezer.

Ap0s a incubacdo, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm durante 15 min, o
sobrenadante desprezado e o pellet lavado com 500 pL de etanol 70%, centrifugado a
14.000 rpm durante 5 min a 4°C, desprezou-se o etanol 70% e o pellet foi deixado em
temperatura ambiente até total secagem do tubo, ao pellet acrescentou-se 50 uL de dgua

ultrapura.

Analise Molecular por PCR Real time (qQPCR)

A presenca do DNA do BoHV-5 nas 48 amostras do material submetido a
extracdo foi analisada pela técnica de gPCR segundo metodologia descrita por Pedraza-
Orddfiez et al. (2013). Foram utilizados dois protocolos, o protocolo 1 utilizando-se a
sequéncia codificadora da glicoproteina C (gC) PF 5 'GTGGAGCGCCGCTTCGC-3' e
PR 5 TATCGCGGAGAGCAGGCG-3 gerando um produto de 236bp (NCBI, 2007) e 0
protocolo 2 sequéncia codificadora da glicoproteina G (gG) PF %’
TACGGACTGCCGGATTAACA-3’, e 5’ GTCACCACTA
CCACCGCCGCCAACAT-3" apresentando 222bp (Engelhardt e Keil, 1996). A
concentracdo dos iniciadores foi 200nm, as condicOes da reacdo foram as seguintes:

94°C durante 5 min, seguido 45 ciclos (94°C durante 15 sec, 60°C durante 30s para a
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desnaturacéo e 72°C durante 30 segundos para emparelhamento e extensdo). Os dados
de fluorescéncia e os nameros do ciclo limiar (CT) foram determinados utilizando o
Rotor-Gene Q Seriess Software 2.2.3 (Build 11) Copyrigth® 2012 QIAGEN GmbH.

A quantificacdo da gPCR foi determinada por meio da curva padrdo, calculada
pela analise de dilui¢des seriadas do controle positivo, o ciclo no qual a reacdo atinge o
limiar da fase exponencial é o ciclo threshold (Ct), ele permite avaliar a quantificacéo
exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia emitida. O Ct é inversamente
proporcional a concentragdo de DNA da amostra, um Ct baixo apresenta uma maior
sensibilidade do teste e consequentemente uma melhor eficiéncia do teste, o Slope

indica a eficiéncia da amplificacdo e um resultado -3.3 indicam 100% de eficiéncia.

Amostras de controle positivo do virus, gentilmente cedidas pelo professor Dr.
Rudi Weiblen do Laboratério de Virologia Animal da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), foram incluidas no estudo como controle positivo e agua ultrapura

esterilizada foi utilizada como controle negativo.

Na eficiéncia do controle da quantificacdo do teste, foi realizado através da
andlise da curva padrdo da gqPCR/BoHV-5 frente aos dois primers, para o protocolo 1 o
valor de M (slope) foi igual a -1,373 representando uma eficiéncia de 84% , o Ciclo
Threshold ( CT) alcancado B = 27.81 (Fig. 2)

R=0,84037
RA2 =0,70621
M =-1,373

Standard Curve B=27.81

ad® Ad 1d

Concentration

Figura 2 — Representacdo do teste de eficiéncia dos primers utilizados no
protocolo 1 na gPCR-BoHV-5.
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Na eficiéncia da gPCR/BoHV-5 para o protocolo 2 o valor de M (slope) foi igual
a -3,709 representando uma eficiéncia de 99% e um CT de B = 14.08 (Fig. 3).

R=0,99622
RA2 =0,99245
M =-3.709
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Figura 3 — Representagdo do teste de eficiéncia dos primers utilizados no
protocolo 2 na gPCR-BoHV-5.

Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRPE (Licenca n® 019/2013 de 18 de Marco de 2013).

RESULTADOS
Das 48 amostras de encéfalo bovino submetidas a anélise molecular pela gPCR
verificou-se uma positividade de 29,16% (14/48) quando utilizou-se os iniciadores
sugeridos pelo protocolo 1 e 100% de amostras foram negativas quando submetidas a
analise seguindo o protocolo 2. A distribui¢do dos resultados da analise molecular por
gPCR em relacdo aos municipios estudados encontra-se disposta na Tab. 1.
Tabela 1 — Distribuicdo dos resultados por municipio estudado em relacdo a anélise

molecular por gPCR, com base em dois protocolos utilizados.

gPCR
Municipios Protocolo 1 Protocolo 2
P Positivo Negativo Positivo Negativo
N % N % N % N %
Exu 1 12,5 7 87,5 - - 8 100
Bodoco 8 40 12 60 20 100

Ouricuri 5 25 15 75 - - 20 100
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Ao término de 45 ciclos, o perfil dos produtos formados foi exposto na curva de
dissociacdo, através do aumento de 1°C a cada 5s, partindo de 60°C e terminando a
99°C. Nas Figuras 4 e 5 de acordo com o protocolo utilizado estdo representados no
eixo X os valores relativos a quantidade de BoHV-5 obtidos no controle positivo e nas
amostras analisadas, enquanto no eixo Y sdo determinados os valores de temperatura de

fusdo na qual foi possivel a amplificacdo das amostras.

Dissociation Curve

o.01

o.01

Derivative

ES

Temperature (C)

Ct =43,60

Figura 4 - Curva de Dissociacdo qPCR — BoHV-5 protocolo 1. Observar o surgimento

de varios picos inespecificos “dimeros”.

Melt data for Melt A.Green

Figura 5 - Curva de Dissociacdo qPCR — BoHV-5 protocolo 2. Observar a presenca de

picos bem definidos.
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Em relagdo aos protocolos analisados constatou-se que os iniciadores indicados
no protocolo 1 favoreceram o aparecimento de varios picos inespecificos para deteccao
do virus (Fig. 4), por sua vez, os iniciadores utilizados no protocolo 2 resultaram em
picos bem definidos no controle positivo (Fig. 5).

As amostras foram consideradas positivas, para ambos os protocolos, quando 0s
valores do Ct estivessem de acordo com o valor do Ct previamente estabelecido pela
curva padréo (limiar de deteccdo) e a temperatura de melting (Tm) do DNA amplificado
correspondesse a do DNA padrdo. A gPCR/BoHV-5 utilizando o protocolo 2, foi capaz
de amplificar especificamente o DNA do BoHV-5 no controle positivo, o Ct encontrado
foi 18.51, a temperatura de Melting entre 90°C e 95°C.

Durante a avaliacdo ante mortem, nenhum animal apresentou sinal clinico
neuroldgico. No exame post mortem, ndo foram evidenciadas alteracbes macroscopicas
significativas determinadas pelo BoHV-5 em nenhum animal.

Considerando os resultados da qPCR para o municipio de Ouricuri, em que 25%
da amostras foram positivas ao protocolo 1 e auséncia de positividade para o protocolo
2, observou-se na analise histopatolégica das 20 amostras de SNC de bovinos as
seguintes lesdes: infiltrado linfocitario 90% (18/20), gliose 80% (16/20), neuronofagia
80% (16/20), edema 70% (14/20), macréfagos 65% (13/20), congestdo 65% (13/20),
desmielinizacdo 45% (9/20), hemorragias 35% (7/20), necrose 15% (3/20), células gitter
5% (1/20), espongiose 5% (1/20) e manguito perivascular 5% (1/20). Os resultados
referentes a analise molecular e achados histopatoldgicos por animal, para 0 municipio

de Ouricuri encontram-se dispostos na Tab. 2.
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Tabela 2 — Achados histopatoldgicos e andlise molecular de amostras de SNC de

bovinos procedentes do municipio de Ouricuri-PE.

Amostra Achados Histopatologicos gPCR gPCR
Protocolo 1 Protocolo 2
0-1 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Negativo Negativo

congestdo, macrofagos, desmielinizagdo, células
gitter, manguito perivascular.

0-2 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Negativo Negativo
desmielinizagéo, necrose.

0-3 Infiltrado  linfocitario, neuronofagia, edema, | Negativo Negativo
espongiose.

0-4 Gliose, neuronofagia, desmielinizacdo, necrose por | Negativo Negativo
coagulacdo, manguito perivascular.

0-5 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Negativo Negativo
desmieliniza¢do, manguito perivascular.

0-6 Gliose, neuronofagia, edema, congestdo, | Positivo Negativo
macrofagos, desmielinizagéo.

O-7 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Negativo Negativo
congestdo, macrofagos.

0-8 Infiltrado  linfocitario, gliose, neuronofagia, | Negativo Negativo
desmielinizag&o.

0-9 Gliose, neuronofagia, edema, macréfagos. Negativo Negativo

0-10 Infiltrado linfocitario, edema, congestdo, | Negativo Negativo
macrofago, desmielinizagdo, hemorragia.

0-11 Gliose, edema. Negativo Negativo

0-12 Edema, congestéo, hemorragia. Negativo Negativo

0-13 Neuronofagia, edema, congestdo, macréfagos. Positivo Negativo

0-14 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Positivo Negativo
macrofagos, manguito perivascular.

0-15 Infiltrado linfocitario,  edema, congestdo, | Negativo Negativo
desmielinizagdo, hemorragia.

0-16 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Positivo Negativo
macrd6fagos, manguito perivascular.

0-17 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema. | Negativo Negativo

0-18 Infiltrado linfocitario, gliose, edema, congestdo, | Negativo Negativo
hemorragia.

0-19 Hemorragias, edema, infiltrado perivascular, | Negativo Negativo
congestdo, hemorragia.

0-20 Infiltrado linfocitario, gliose, neuronofagia, edema, | Positivo Negativo

congestdo, macréfagos.
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DISCUSSAO

Com base nas analises realizadas utilizando-se primers sugeridos no protocolo 1,
obteve-se neste estudo um percentual de 29,16% de amostras positivas para BoHV-5,
entretanto foram evidenciadas a presenca de varios picos inespecificos (dimeros) e um
Ct (B = 21,06) , este fato também foi constatado por Pedraza-Ordofiez et al (2013).

Em relagdo ao protocolo 2 os resultados obtidos na gPCR indicaram 100% de
negatividade para amostras de SNC dos bovinos analisados. Neste estudo, os primers
empregados no protocolo 2 determinaram uma reacdo de melhor eficiéncia diagnostica
devido a inexisténcia de reacGes inespecificas, Ct ( B = 18.51 ), corroborando do mesmo
modo, com os resultados obtidos por Pedraza-Ordofiez et al. (2013) que compararam a
eficiéncia dos primers sugeridos por Campos et al. (2009) e Gomes et al. (2002).

Segundo Pedraza-Ordofiez et al. (2013) a diferenca de desempenho entre
primers pode estar relacionada a diversos fatores tais como: o mix utilizado na
amplificacdo, a qualidade do material genético extraido ou ainda as caracteristicas
relacionadas aos iniciadores. Ressalta-se que nesse estudo utilizou-se as mesmas
condicdes de extracdo e processamento para ambos os protocolos analisados. Deve-se
considerar também o tipo de material bioldgico a ser analisado, uma vez que amostras
procedentes de blocos de parafina, por exemplo, dificultam o processo de extracdo e
amplificacdo.

E importante ressaltar que situacdes relativas as vantagens e desvantagens da
gPCR podem ter influenciado o resultado desta pesquisa, pois a principal desvantagem
desta técnica empregando-se o sistema SYBR® Green é poder gerar sinais falso-
positivos, porgue ele se liga a qualquer sequéncia dupla-fita de DNA, seja ela o alvo ou
ndo. A desvantagem € a reducdo da especificidade ocasionada pelo aumento na emissao
de fluorescéncia gerada por produtos de amplificacdo inespecificos da PCR e dimeros
de primers (Mackay et al., 2002). Alguns pesquisadores ratificam essas diferencas
observadas em relacdo a utilizagcdo do SYBR® Green, a exemplo do protocolo 1.

No presente estudo ndo foram observadas lesdes macroscdpicas no sistema
nervoso central dos bovinos estudados, entretanto a literatura relata a existéncia de
hiperemia difusa dos vasos das leptomeninges por toda a extensdo do encéfalo ( Carrillo
et al., 1983; Roizman et al., 1992), edema e focos de hemorragia na superficie de corte

do encéfalo em casos de animais com neuropatias (Dias et al., 1982; Colodel et al.,
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2002; Elias et al., 2004). Neste estudo ndo foram detectados animais com sinais clinicos
evidentes de neuropatias durante o exame clinico ante-mortem o que poderia justificar a
auséncia de lesbes macroscopicas.

Ja no que se refere as pesquisas em relacéo as lesdes teciduais, na infeccdo por
BoHV-5 tem sido relatada com frequéncia a participacdo de macréfagos denominados
células gitter observados em areas de malacia, que € uma caracteristica neste tipo de
reacdo inflamatoria (Riet-Correa et al., 1989), corroborando com o0s resultados
encontrados nesta pesquisa, entretanto quando comparamos com os resultados obtidos
na qPCR (protocolo 2) a presenca deste tipo de célula pode ser considerado um achado
inespecifico.

Sobre esse aspecto Cunha et al. (2009) afirmam ter encontrado lesdes
meningoencefalicas generalizadas caracterizadas pela presenca de infiltrado
inflamat6rio composto predominantemente por celulas mononucleares e acentuado
infiltrado de células polimorfonucleares, necrose cerebrocortical e edema vasogénico
moderado na area focal de malacia da substancia cinzenta do cortex telenceféalico com
presenca de células Gitter, ao exame histopatoldgico das amostras deste estudo foram
observadas alteragdes semelhantes, entretanto pelo mesmo motivo supracitado podem
ser considerados achados inespecificos, considerando-se também outras possiveis

doencas com envolvimento neuroldgico e achados microscopicos semelhantes.
CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que em decorréncia da
diversidade de patdgenos e similaridade das enfermidades neuroldgicas em bovinos, o
uso de técnicas sensiveis e precisas como a gPCR, bem como primers que apresentem
poucas reacdes cruzadas (dimeros) sdo fundamentais para a eficiéncia e o éxito do
diagnostico do BoHV-5.
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autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu home no mesmo submetido.

= O ABMVZ comunicard, via eletronica, a cada autor, a sua participacdo no artigo. Caso pelo
menos um dos autores ndo concorde com sua participagdo como autor, o artigo sera considerado
como desisténcia de um dos autores e sua tramitacao encerrada.

Comité de Etica
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E indispenséavel anexar copia do Certificado de aprovacdo do projeto da pesquisa que originou o
artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua Instituicio, em
atendimento a Lei 11794/2008. Esclarecemos que o referido documento deve constar como sendo
a primeira pagina do texto em Word (n&o incluir no texto em pdf), além da mencéo, em Material e
Métodos, do nimero do Certificado de aprovacao do projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicacéo:

= Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados s&o
posteriores ao planejamento da pesquisa.

SecOes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract, Introducéo,
Material e Meétodos, Resultados, Discussdao (ou Resultados e Discussdo), Conclusdes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O namero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

» Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado é anterior ao interesse de sua
divulgacédo ou a ocorréncia dos resultados ndo é planejada.

SecOes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo, Abstract, Introducéo,
Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O namero de paginas ndo deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de publicag&o,
embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiagdo deve ser compacto, sem distincdo
das secbes do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora seguindo aquela ordem. Quando a
Comunicacdo for redigida em portugués deve conter um “Abstract” e quando redigida em inglés
deve conter um “Resumo”.

O namero de paginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacéo dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para ortografia em
inglés recomenda-se 0 Webster’s Third New International Dictionary. Para ortografia em
portugués adota-se o Vocabulario Ortogréafico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de
Letras.

Formatacéo do texto

= O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve ser apresentado
em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), em
fonte Times New Roman tamanho 12 e em espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e
secdes do artigo (do titulo as referéncias), com linhas numeradas.

= N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,
substancia, empresa e pais.

Secdes de um artigo
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= Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar 150
digitos.

= Autores e Filiagdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com identificagdo
da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-mail devem ser indicados
com asterisco.

Nota:

1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacao.

2. 0 texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiagao.

* Resumo e Abstract. Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000 digitos
incluindo os espacos, em um sé paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de
literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o
caso. Cada frase deve conter uma informacédo. Atencéo especial as conclusdes.

» Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

» Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema, sua
pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, suficientes
para baliza-la.

= Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢do dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados.

Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados devera constar,
obrigatoriamente, o nimero do Certificado de aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité de
Etica).

» Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente
a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.).
No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab.
1), mesmo quando se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é 8). A legenda
da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser,
obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citacao.

v Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é referida no texto como Fig
seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser
enviadas no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de
submissdo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no
corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.

Nota:

v' Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacdo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a correspondente referéncia deve
figurar nas Referéncias.

= Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des Resultados e
Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer das
partes e sem subitens).
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= Conclusbes. As conclusGes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeticdo de resultados e
especulagdes.

= Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

» Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses
devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Séo
adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para 0 ABMVZ conforme exemplos:

= Como referenciar

1. Citag0es no texto

» Aindicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacao para evitar interrupcdo na sequéncia do
texto, conforme exemplos:

v’ autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88)

v" dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

v mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,

1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.

1. Citagbes no texto

» Aindicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcdo na sequéncia do
texto, conforme exemplos:

v’ autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88)

v" dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

v"mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.

» Citacdo de citagdo. Todo esforgo deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacGes excepcionais pode-se reproduzir a informagcdo ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de publicagéo,
seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

= Comunicacao pessoal. Nao fazem parte das Referéncias. Na citagdo coloca-se o sobrenome do
autor, a data da comunicacdo, nome da Institui¢do a qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals.
Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino. Not.
Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacéo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
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LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais...
Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
Meéxico: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968. 69p.
SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcacga e de carne em bovinos de
corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrdnicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www. org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado
em: 5 dez. 1994.

Nota:

= Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdo aceitos para
avaliagéo.

= O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em diligéncia
e/ou “Aguardando liberagdo do autor”, que ndo tenha sido respondido no prazo dado pelo
Sistema.

Taxas de submisséo e de publicacéo:

» Taxa de submissdo. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por meio de boleto
bancario emitido pelo sistema eletrdnico de submissdo de artigos. Ao solicitar o boleto bancério, o
autor informard os dados para emissdo da nota fiscal. Somente artigos com taxa paga de
submissdo serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.

» Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$150,00, por pégina, por ocasido da prova
final do artigo. A taxa de publicagdo devera ser paga por meio de boleto bancério emitido pelo
sistema eletrénico de submissdo de artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autor informara os
dados para emissdo da nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

= No caso de o0 autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou documento
de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do texto do artigo somente na
versao em Word.

= No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, 0 mesmo deve
ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.



