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1. INTRODUCAO

Relatos de abortamentos bovinos s&o extremamemgueintes e apresentam
dificuldades na identificacdo do agente etiologi®omente 30% a 45% dos casos apresentam
diagndstico etioldgico definitivo em virtude das Itiplas causas envolvidas (KIRKBRIDE,
1992; CAMPERO et al., 2003). Além disso, a expuldadeto pode ser tardia a morte fetal,
resultando em autdlise e dificultando a identifiage isolamento do agente etiologico
(FERNANDES, 1998).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) € um dos ppats patdgenos que afeta as
criacdes comerciais de bovinos no mundo, estanslacaslo com a rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR), vulvovaginite/balanopostite pustulaiecciosa (IPV/IPB), conjuntivite, doenga
sistémica em neonatos, meningoencefalite e diveimasas de problemas reprodutivos
(WYLER et al., 1989). Caso a infec¢cdo venha a seatosistémica em animais prenhes, o
virus pode atravessar a barreira do epitélio wegirausar a morte do concepto, resultando
em morte embrionéria, fetal ou abortamento.

As altas taxas de soropositividade, em rebanhom@®wnao vacinados, relatadas em
trabalhos realizados em diferentes regides do IBiR8IVAZZOLO et al., 1989; VIDOR et
al., 1995; LOVATO et al., 1995; MEDICI et al., 2Q0DAKIUCHI et al., 2001; DIAS et al.,
2008), tornam o BoHV-1 alvo de grande importance pesquisa da etiologia e dos
problemas reprodutivos causados por esse agente.

No presente trabalho, foi realizada uma revisabdgiafica sobre o BoHV-1 e suas
implicancias como agente causal de falhas repnaghjtprincipalmente o abortamento, além
da descricdo de um experimento que objetivou acci@ébe de BoHV-1 em animais de
propriedades com indices reprodutivos insatisfagori
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histérico

Afeccbes venéreas em bovinos sdo relatadas ha teampo na Europa. No ano de
1894, Buchner e Trommsdorf descreveram problemagado que provavelmente tratavam-
se de casos de vulvovaginite pustular infeccioB&)le balanopostite pustular infecciosa
(IPB), os quais classificaram corBtdschenausschla@exantema coital vesicular). O mesmo
problema também foi verificado nos EUA em 1895ue qugere que a existéncia de IPV e
IPB é anterior a IBR (PASTORET et al.,, 1982). Soteesm 1928, Reisinger e Reimann
(apud MUYLKENS et al., 2007) comprovaram que aleg@ destas enfermidades estava
relacionada a um agente filtravel.

Na década de 50, nos Estados Unidos, uma forma seasra do problema foi
relatada causando doenca respiratoria e sendoifickdas como Infectious bovine
rhinotracheitis (Rinotraqueite infecciosa bovina - IBR) (SHROEDERIOYS, 1954;
McKERCHER et al., 1954; JENSEN et al., 1955; MILLER955). Esse problema se
espalhou rapidamente pela Europa devido a impartdedgado, que era realizada com a
finalidade de melhorar o desempenho na producdeitéede alguns paises (MUYLKENS et
al., 2007).

O isolamento viral foi documentado pela primeira een 1956, a partir de amostras
obtidas de casos de IBR que ocorreram em rebardsoEdA (MADIN et al., 1956; YORK
et al., 1957). Estes isolados se mostraram socaoginte idénticos aos isolados de casos de
IPV (GILLESPIE et al., 1959; WAGNER; GILLESPIE, 195McKERCHER et al., 1959).
Posteriormente, o virus foi reconhecido como um bremdo grupo dos herpesvirus
(ARMSTRONG et al., 1961).

Nos anos 60, havia a suspeita do agente caus@Rldgambém estar relacionado a
eventos de abortamento, sendo a etiologia confampdr laboratérios americanos e
canadenses (ORMSBEE, 1963; CRANE et al., 1964; MRBEHER; WADA, 1964). Ainda
nesta década, o BoHV-1 foi isolado pela primeira de casos de conjuntivite e encefalite,
podendo este segundo ter como agente o BoHV-5 (ARIN; PLUMER, 1961; FRENCH,
1962; BARENFUS et al., 1963).

No Brasil, a presenca do BoHV-1 foi registrada pineamente em 1962, tendo sido
isolado pela primeira vez em 1978, a partir deydastvaginais de vacas, ambos no Estado da
Bahia (GALVAO et al., 1963; ALICE, 1978). Por suazy o primeiro indicio de falha
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reprodutiva por BoHV-1 no Pais data de 1978, quavideller et al. (1978) conseguiu isolar
0 BoHV-1 a partir de um rim de feto bovino, coletan um matadouro de Sao Paulo.

No Estado do Rio Grande do Sul, a presenca do BbHd-registrada em 1972,
porém seu isolamento foi obtido pela primeira vez 2991 de lesGes de IPB de touros
(WIZIGMANN et al., 1972; WEIBLEIN et al., 1991). Aalmente, este virus encontra-se
distribuido em quase todo o mundo, com excecadgilms paises europeus, que adotaram
com éxito programas de erradicacdo (ACKERMANN; ENNSE2006).

2.2. Caracteristicas gerais do BoHV-1

O BoHV-1 pertence a familidlerpesviridae a qual inclui mais de duzentos virus
isolados de diferentes espécies, incluindo insehmdiiscos, peixes, anfibios, répteis, aves e
mamiferos (ROIZMAN; PELLETT, 2001). Esta variedade hospedeiros evidencia a
capacidade de adaptacdo dos herpesvirus na natassma como sua co-evolucdo junto a
diferentes espécies ao longo do tempo (DAVISON2200

Existem, além do BoHV-1, mais sete diferentes twipes isolados de bovinos
(Tabela 1). Todos os membros desta familia aprasentorfologia semelhante,
nucleocapsideo icosaédrico com 100-110 nm de di@mednsistindo em 162 capsémeros
(150 hexameros e 12 pentameros), DNA fita duplapi®ximadamente 135,3 kpb. Além
disso, € circundado por uma zona eletrodensa derialaamorfo denominada tegumento e
por um envelope lipidico, onde glicoproteinas simpiojetam-se da superficie em forma de
espiculas, sendo as glicoproteinas B, C e D as abaisdantes (THIRY et al., 2007). Essa
estruturacédo do envelope € a responsavel por daafa um virion pleomaorfico de 120-300
nm de diametro (Figura 1) (ROIZMAN; PELLETT, 2001).

Sua disposicdo gendmica é tipica dos herpesvirugum “D”, em que 0 genoma
pode ser dividido em um segmento longo unico (Ud)agroximadamente 102 a 104 kpb e
um segmento curto Unico (US) de aproximadamente 40,1 kpb, flanqueado por regides
repetidas invertidas de aproximadamente 24 kpbprderadas repeticdo interna (IR) e
terminal (TR) (Figura 2) (ROIZMAN; KNIPE, 2001).

O BoHV-1 esta classificado na subfamiipphaherpesvirinae género/aricellovirus
(Tabela 2) (ICTV, 2007). Os membros dessa subfarodiracterizam-se por apresentarem um
ciclo de replicacéo curto, com rapida disseminagéaultivos celulares e indugdo de lise nas
células infectadas, além da capacidade de estabeideccdo latente principalmente, mas

nao exclusivamente, em ganglios nervosos (MUYLKENSI., 2007).
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O genoma do BoHV-1 codifica mais de 70 proteinareeas quais 10 a 12 sao
glicoproteinas do envelope (TIKOO et al., 1995)tagsglicoproteinas desempenham um
papel fundamental na interacdo virus-célula e est&olvidas nos diferentes processos do
ciclo viral, tais como reconhecimento e adsorca@mepracdo, disseminacdo de célula para

célula, maturacgédo e liberacdo do virus (Tabeld)RY et al., 2007).

Tabela 1: Espécies de herpesvirus isolados de bovinos haemtge infectados. Adaptado e
modificado de Muylkens et al. (2007).

Virus Subfamilia Doencga

Bovino como hospedeiro natural

BoHV-1 Alphaherpesvirinae IBR
IPV/IPV
BoHV-2 Alphaherpesvirinae Mamilite herpética

Pseudo-dermatite nodular

BoHV-4 Gamaherpesvirinae Metrite
BoHV-5 Alphaherpesvirinae Encefalite herpétca
BLHV Gamabherpesvirinae Nao determinada

Bovino como hospedeiro acidental

AIHV-1 Gamaherpesvirinae Febre catarral maligna
OHV-2 Gamabherpesvirinae
SuHV-1 Alphaherpesvirinae Doenca de Aujezky

Nucleocapsideo

Tegumento

Genoma

Envelope

Glicoproteinas

Figura 1. Representacdo esqueméatica comparada a microsglepidnica de um virion da
subfamiliaAlphaherpesvirinaeAdaptado de Thiry et al. (2006).
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Tabela 2: Taxonomia completa dos herpesvirus do géNamicelloviruse seus hospedeiros

naturais. Adaptado de Davison et al. (2009), cordifitacdes.

Taxonomia Nome Hospedeiro natural

Ordem Herpesvirales

Familia Herpesviridae

Subfamilia Alphaherpesvirinae

Género Varicellovirus

Espécies BoHV-1 Bovino
BoHV-5 Bovino
BuHV-1 Bufélo
CaHV-1 Canino
CpHV-1 Caprino
CeHV-9 Macaco
CvHV-1 Cervo
CVvHV-2 Rena e alce
EHV-1 Equino
EHV-3 Equino
EHV-4 Equino
EHV-8 Asinino
EHV-9 Gazela
FeHV-1 Felino
HHV-3 Humano
PhoHV-1 Foca
SuHV-1 Suino

Legenda: BoHV-1: herpesvirus bovino tipo 1; BoHV-5: herpiggsg bovino tipo 5; BuHV-1: herpesvirus

bubalino tipo 1; CaHV-1: herpesvirus canino tipoCphHV: herpesvirus caprino tipo 1; CeHV-9: herpasvi

cercopitecino tipo 9; CvHV-1: herpesvirus cervidgm 1; CvHV-2: herpesvirus cervideos tipo 2; EHV-1

herpesvirus equino tipo 1; EHV-3: herpesvirus eguipo 3; EHV-4: herpesvirus equino tipo 4; EHV-8:

herpesvirus equino tipo 8; EHV-9: herpesvirus eguipo 9; FeHV-1: herpesvirus felino tipo 1; HHV-3:

herpesvirus humano tipo 3; PhoHV-1: herpesviruméotipo 1; SuHV-1: herpesvirus suino tipo 1.
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Figura 2: Organizacao gendmica dos alphaherpesvirus. O geronsiste em uma fita dupla

de DNA linear. O rearranjo contém um segmento loigico (UL) e um curto Unico (US)

flanqueado por duas sequéncias invertidas repetiggeticdo interna (IR) e repeticdo

terminal. O segmento US pode apresentar duas péssikientagcdes enquanto o segmento

UL apresenta predominantemente uma orientacdoe@eptado pelas flechas; a flecha

pontilhada ilustra que a orientacdo do segment@bte variar em torno de 5%). Adaptada

de Thiry et al. (2006).
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Tabela 3: Principais glicoproteinas do BoHV-1. Adaptada dstelzes (2001),com

modificacdes.

Glicoproteina

Caracteristicas

Regido UL gB Altamente imunogénica;
Induz anticorpos neutralizantes;
Atua nos processos de adsorcao, penetracao edalifusa
gC Altamente imunogénica;
N&o essencial para a replicagéo viral;
Durante a adsorcéo, liga-se aos receptores deihapar
Relacionada a viruléncia
gH Altamente conservada;
Atua no processo de entrada, difuséo e saida ds. vir
gK Participa da fuséo do virus a célula.
gL Participa do transporte e da modelagem da gH.
gM Participa do processo de difusdo célula-célula.
Regido US gD Altamente imunogénica;
Induz anticorpos neutralizantes;
Liga-se aos receptores de manose;
Induz apoptose.
gE Participa da difusao viral;
Quando complexada a gl, atua como receptor pagiaa Fc
de IgG.
gG Atua na difusdo célula-célula.
gl Participa do processo de difusdo célula-célula

Quando complexada a gE, atua como receptor paggiaor
Fc de 1gG.
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Com relagdo a resisténcia da particula viral, o BdHassim como todos os membros
da familiaHerpesviridae ¢ considerado fragil e de baixa viabilidade nooc@nbiente, sendo
assim, as condicbes de temperatura e produtos apgmitilizados em processos de
desinfeccao sdo capazes de eliminar esse agetdecdeacteristica dos virions de herpesvirus
deve-se principalmente a presenca do envoltorioglipoprotéico (envelope) (FRANCO;
ROEHE, 2007).

As andlises gendmicas do BoHV-1 com endonucleasesestricdo revelaram a
existéncia de quatro subtipos virais: BoHV-1.1, BeH2a, BoHV-1.2b e BoHV-1.3. De
uma forma geral, as cepas de BoHV-1.1 séo isokdelassos de doenca respiratoria e abortos
(IBR like), enquanto as cepas de BoHV-1.2 de lesBes gefjiRdslike). Porém, bovinos
infectados experimentalmente pela via respirat@an BoHV-1.2 apresentaram sinais
clinicos de doenca respiratoria (EDWARDS et al911 SPILKI et al., 2004) e estavam aptos
a infectar animais controle (EDWARDS et al., 199MITH et al, 1980). Por conseguinte,
animais infectados pela via intra-uterina com BoHY- apresentaram lesbes no trato
reprodutivo (MILLER et al., 1984). Os subtipos E11.2a foram associados com infec¢cao
fetal e casos de abortamento (MILLER et al., 199ijerentemente do subtipo 1.2b
(WHETSTONE et al., 1989; EDWARDS et al., 1990; SMI&t al., 1995).

O BoOHV-5, causador de enfermidade neuroldgica, lperste fatal em bovinos,
anteriormente era classificado como BoHV-1.3 devddosemelhancas com estirpes virais
respiratorias e genitais. Além disso, os dois @mtesam cerca de 70% de homologia
(DELHON et al., 2003), porém, com base em diferemga padréo de restricdo do genoma,
microscopia eletronica, hibridizacdo cruzada e epidlogia, houve a proposta de
reclassificacdo. Em 1992, o Comité Internacional Texonomia de Virus(ICTV)
reclassificou as cepas neurotropicas como uma iespigal distinta, denominada BoHV-5
(ROIZMAN et al., 1992). Portanto, a maior difereregeire o BoHV-1 e o BoHV-5 esta na
capacidade do BHV-5 invadir e replicar-se no SN&emminando enfermidade neuroldgica
(BAGUST,; CLARK, 1972; STUDDERT, 1989; ROIZMAN et.dl992; BELKNAP et al.,
1994).

2.3. Replicacéo viral

O BoHV-1, assim como os outros membros da fanHiapesviridae replicam seu
genoma no nucleo da célula hospedeira, utilizareddesfatores virais e celulares (Figura 3).
Apresenta ciclo de replicacdo curto e geralmentantea lise da célula infectada, fato que

geralmente € o responsavel pela sintomatologiacalitocal (ENGELS; ACKERMANN,
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1996). O virus penetra principalmente pelas mucosasasal, genital e ocular. Nas células
epiteliais dessas regifes ocorre a replicacdo stepormente, a disseminagdo célula-célula,
levando a lise celular e produzindo infeccao laeala. A infeccdo sistémica ocorre quando
particulas virais invadem linfonodos e vasos lint& seguido de uma viremia associada a
linfécitos, mondcitos e disseminacdo pelo organis(YAGA; McKERCHER, 1979;
ENGELS; ACKERMANN, 1996). Porém, também j& foi demstrada circula¢do do virus ndo
associado a células, sendo detectado no soro deaigniexperimentalmente infectados
(KAASHOEK et al., 1996). Cabe ressaltar que aingiste pouca informacdo acerca dos
mecanismos que determinam a disseminagéo sist&niddoHV-1 (MUYLKENS et al.,
2007).

O inicio da infeccdo se da com a ligacdo das glatefnas virais (principalmente gB,
gC e gD) aos receptores celulares (principalmeattima 1 e sulfato de heparina) (TIKOO et
al., 1995). A seguir, ocorre a fusdo do envelopal iom a membrana citoplasmatica, que
depende da acdo das gB, gD, gH e gL, ocorrendoetipedo do virus (SPEAR et al., 2000).
Apoés, o0 nucleocapsideo chega ao nucleo celular doopelos microtubulos celulares
(DOHNER et al., 2002).

No primeiro contato com o ambiente intracelulaguatas proteinas presentes no
tegumento do virion tém papel importantevial protein 8 (VP8) atua como um sinal de
localizag&o nuclear para o BoHV-1y@ion host shut offVHS) tem a funcéo de bloquear a
sintese de proteinas celulares;wral protein16 (VP16) é responsavel por ativar a expressao
dos genes alfa (MISRA et al., 1995; HINKLEY et 2000; ZHENG et al., 2004).

Dentre as proteinas codificadas pelos genes aif@p cdenominadas d&ovine
Infected Cell ProteinBICPO, BICP4, BICP22, BICP27 e BICP47) ativamxpressao do
gene beta, dando sequéncia a replicacdo viral (WIRTal., 1992; GEISER et al., 2005;
JONES et al., 2006; SAYDAM et al., 2006). As betatpinas atuam na regulacdo da
trancricdo, suprimindo as alfa-proteinas e promdgenexpressao das gama-proteinas. Além
disso, atuam no processo de replicagdo do genorah % expressdo dos genes gama €
iniciada durante a replicacdo do DNA viral. As gamnateinas sao requeridas para a sintese
da nova progénie viral (ROIZMAN; KNIPE, 2001).

A montagem dos capsideos (morfogénese) aconteaicieo celular, através da
interacdo de determinadas proteinas virais (UL18,9JUL35 e UL38). Os capsideos virais
sao preenchidos com as moléculas do DNA viral agalo auxilio de varias proteinas virais
(UL15, UL25, UL26, UL28, UL32 e UL33) (ROIZMAN; KNRE, 2001).
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O capsideo, contendo o material genético, migavésr da membrana nuclear para
tornar-se envelopado. As glicoproteinas virais saduzidas no reticulo endoplasmatico
rugoso e entao transportadas para o aparelho dg €wolvesiculas para continuar o processo
de glicosilacdo. As glicoproteinas sao transposams vesiculas até a membrana nuclear ou
plasmatica. O capsideo viral associa-se com as raeaxb modificadas pelo virus, podendo
envolver a interacdo com as proteinas da matrdificadas pelo virus. A liberacao final do
virion envelopado da célula envolve o virus semdorporado em vesiculas, sendo a seguir,
liberado da célula como virus infeccioso livre. l@uibrma de dispersdo do virus pode ser

célula-célula, sem contato com o meio extraceluU@ETTENLEITER, 2002;
METTENLEITER et al., 2006).
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Figura 3: Ciclo replicativo dos membros da subfamifipphaherpesviridae(1) Fusdo do
envelope com a membrana plasmatica da célula dpetleso e penetracdo do virus; (2)
Transporte do nucleocapsideo até os poros nucle@edDesnudamento e liberacdo do
genoma viral no interior do nucleo; (4) Transcric@®s genes alfa; (5) Traducéo das proteinas
alfa; (6) Transcricdo dos genes beta; (7) Tradw@® proteinas beta; (8) Replicagdo do
genoma; (9) Transcricdo dos genes gama,; (10) Téaddgs proteinas gama; (11) Inicio da
morfogénese; (12) Aquisicdo do envelope por brotdmatravés da membrana nuclear; (13)
Aquisicado do envelope no aparelho de Golgi; (14Vv{@iens sdo enviados em vesiculas até o
aparelho de Golgi; (15) Transporte dos virions esmiculas até a superficie celular; (16)
Liberacdo por exocitose. AdaptadeFranco e Roehe (2007).
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2.4. Transmissao

As infeccdes pelo BoHV-1 sao transmitidas principaite através do contato de
animais soronegativos com aerossois, secrecdessnagalares e genitais de animais
infectados (WYLER et al.,, 1989; MARS et al., 2000ambém ha a possibilidade de
transmissao indireta, através de fomites, insermagtificial, transferéncia de embrides e
fetos abortados ou fluidos fetais (WYLER et al.839VAN OIRSCHOT et al., 1993;
BIELANSKI; DUBUC, 1994).

Durante a fase aguda da primo-infec¢do, durantperindo de 10 a 17 dias, o BoHV-
1 pode ser excretado em secrecfes nasais em deilag 18 TCIDsymL (NANDI et al.,
2009). Quando ocorre a reativacdo da infeccédo tigten virus € eliminado em menores
quantidades e por um periodo mais breve (2 a J.dias

O BoHV-1 também pode estar presente no sémen destinfectados em titulos de
até 18 TCIDs¢/mL (STRAUB; MACKLE, 1965), sendo descrito como atdigeno viral mais
frequentemente encontrado no sémen bovino (AFSHBEGLESOME, 1990). O virus pode
ser disseminado através da monta natural ou insgéonartificial, sendo a ultima bastante
favorecida pelas técnicas de criopreservacédo derségue mantém a infectivadade do virus
por longos periodos (ROCHA et al., 1999). A trarss&i0 do BoHV-1 pela inseminacao
artificial € frequentemente associada a casos detasbentos em animais infectados
naturalmente e experimentalmente (LUKAS et al.,319BARSONSON & SNOWDON,
1975; MURRAY, 1990; MILLER et al., 1995; POSPISIL a&., 1996). Foi postulado que o
BoHV-1, por replicar predominantemente na mucosaymxial e na uretra, a contaminacgéo do
sémen ocorre durante a ejaculacdo, quando o ligsedanal entra em contato com as
mucosas infectadas. Essa hipotese foi confirmadavpa Engelenburg et al. (1993) que
encontrou mais de 90% de DNA do BoHV-1 em fluidons®l e, praticamente, nao foi
detectado junto aos espermatozoides.

A transferéncia de embrides também pode representaisco de transmisséo, visto
que 0 virus possui receptores tanto em odcitos)tque zona pellcida de embrides. O virus
pode chegar aos liquidos foliculares de anima&micos, estando presente em concentracdes
que podem variar de 10rCIDsymL a 10 TCIDsymL, além de infectar os embrides de
fémeas gestantes (BIELANSKI; DUBUC, 1993; ALFIERI &., 1998). Os embrides que
oferecem o maior risco sdo 0s que nao recebenmieata com tripsina e 0s armazenados em

nitrogénio liquido emeconteiners abertos, visto que o nitrogénio liquido pode estar
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contaminado com BoHV-1 e ainda mantém a infectidao virus (BIELANSKI et al.,
1997; BIELANSKI et al., 2000). Cabe resaltar quératamento com tripsina ndo garante
100% de eficacia na remocéo de BoHV-1 (BIELANSKa&kt 1997).

A presenca de virus viavel ja foi detectada em &namsle leite de fémeas infectadas,
chamando a atencdo como fonte de infeccdo parasoatimais (ROBERTS et al., 1974,
ESPINASSE et al., 1974; GOURLAY et al., 1974; BILGE98 apud WELLENBERG et
al., 2002). Esta variavel de herpesvirus esta ngelale associada com lesfes no Ubere de
fémeas com mastite, porém ainda ndo esta confirsads lesdes primarias foram causadas
por esse virus (GUY et al., 1984).

A espécie bovina é a hospedeira natural do BoH\pdrém outras espécies
apresentam anticorpos reagentes, como bufalos,ossuinaprinos, ovinos, camelos,
dromedarios e cervos (STRAUB, 2001; NAWAL et al020INTISAR et al., 2009). Além
disso, caprinos, ovinos, bubalinos, cervideos asrgéa foram infectados experimentalmente
com sucesso e desenvolveram infec¢coes agudasneeBat@UONAVOGLIA et al., 1996;
HAGE et al., 1997; SIX et al.,, 2001; MOLLEMA et ,ak005; THIRY et al., 2006;
SCICLUNA et al., 2010).

2.5. Neuroinvasao, laténcia e reativacao

Membros da subfamiliAlphaherpesvirinagpodem estabelecer infecgbes latentes em
ganglios nervosos, onde o DNA viral permanece sfiirraa de concatameros nos nucleos
das células infectadas. O BoHV-1 apresenta capieida infectar neurénios e ascender até o
sistema nervoso central (SNC), através do fluxonakeetrégrado, durante a replicacéo
priméria, que ocorre nas superficies de mucosasadwsais contaminados. Com isso, 0
animal que uma vez for infectado, permanecera aeservatorios e perpetuador desses virus
na natureza, quando houver reativacdo da infeéggoré 4) (THIRY et al., 2007).

A mucosa nasal é inervada pelos nervos olfatoriigémio. A regido rostral é
inervada apenas pelo nervo trigémio, enquanto idoegudal contém terminacbes nervosas
tanto do trigémio, quanto do olfatério (GERDTS kt 2000). Essas duas rotas representam
0S principais caminhos para a neuroinvasao do SiN& gifaherpesvirus como o BoHV-5 e
SuHV-1. Porém, o BoHV-1 usa preferencialmente a dat nervo trigémio na mucosa nasal,
e do nervo sacral na mucosa genital (JONES, 203, ENLEITER, 2003).

Apesar da neuroinvasdo se restringir ao ganglial loade acaba estabelecendo a
infeccdo latente, o BoHV-1 tem sido isolado de bosicom desordens do SNC (D'’OFFAY
et al., 1993; HORIUCHI et al., 1995; ROELS et &000; SILVA et al., 2007). Porém,
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Muylkens et al. (2007) relataram que afeccbes d& SMusadas pelo BoHV-1 ocorrem
devido as diferencas individuais na susceptibikdado hospedeiro e que isolados
neurotropicos ndo apresentam diferenca no padragesigicio de seu DNA quando
comparados a isolados que nédo chegaram ao SNC.

O estabelecimento de infec¢des latentes tambérorgmf relatados em sitios ndo
neuronais. De acordo com Winkler et al. (2000) wWééncias de que o BoHV-1 e outros
alfaherpesvirus podem estabelecer infeccédo lateotecentros germinativos das tonsilas
faringeas. Além disso, o virus foi detectado erfddimos T CD4+, em células mononucleares
periféricas do sangue, ganglios linfaticos e bW/ EENE et al., 1996; FUCHS et al., 1999;
WINKLER et al., 2000).

ApoOs a entrada do virus na célula, o genoma vinservado dentro do nucleo do
neurénio, sem producado de virus infeccioso (DECM&NI., 2005) e com a expressdo dos
genes virais extinta, com excecdo dos transcritelacionados a laténcia (LRT)
(HENDERSONet al., 2004). Sendo assim, sdo produzidos prodetasionados a laténcia
(LTP), que apresentam funcdes inibitoérias na amaptoa entrada da ceélula na fase S e na
expressao da BICPO (SCHANG et al., 1996; CIACCI-ZANA et al., 1999; GEISER et al.,
2002). E importante ressaltar que a manutencaatéadia € definida como um periodo em
que as particulas virais infecciosas ndo sao delest por procedimentos padrdes de
isolamento viral.

A reativacdo da infeccdo latente pode ser deseadadgevido a fatores de estresse
como, por exemplo: transporte, desmame, descomrdg, pcaréncias nutricionais graves,
excesso de trabalho ou ocorréncia de infec¢deatéomesmo pela administragdo de farmacos
imunodepressores, como, corticoides (THIRY etl®185; THIRY et al., 1987; MUYLKENS
et al., 2007). Do corpo do neurbnio, os capsidéogransportados de forma anterograda até
alcancar a extremidade axonal ligada a célula nayargle ocorrera a montagem e liberacao
viral (SMITH et al., 2001; ENQUIST et al., 2002)s4a reativacdo ocorre somente em uma
pequena proporc¢do de neurdnios (JONES et al., 2006)
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Figura 4: Estabelecimento da infeccéo latente e reativagiinféccdo dos membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae. Apés a replicacdomaria, os nucleocapsideos sao
transportados pelo fluxo axonal retrogrado atéavpas neuronais localizados nos ganglios
sensoriais e autondmicos. Nestes neurbnios, o rdplisa ou estabelece infec¢do latente. Sob
condicOes de estresse ou imunodepressao, a infetefite pode ser reativada e resulta em
replicacdo produtiva. Os virions produzidos samsjpartados de volta aos locais de

replicagdo primaria, onde replicam e sdo excretados

2.6. Resposta imune

Durante a infec¢do primaria, a sintese de protaimass induz uma série de eventos
que estimulam a imunidade inespecifica do hospedBRBIUCK et al., 1996). A resposta
imune inespecifica consiste na primeira tentatieadeéfesa do hospedeiro, tendo como
objetivo eliminar ou amenizar a infeccao viral. tdefase, ocorre a producao e liberacdo de
interferon, que modula o transporte de leucdcitde eutras células efetoras, como as células
mononucleares periféricas, macréfagos e céluawiral killers ao local da infeccao
(BABIUCK et al., 1996). Neste local, neutrofilos neacrofagos liberam o6xido nitrico,
metabdlitos do acido aracdbnico e enzimas pardarelmparticulas virais e células infectadas
(CAMPOS et al., 1986; CAMPOS et al., 1989).
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A resposta imune especifica é também ativada eagéb primaria, sendo a resposta
imune humoral detectada a partir do sétimo diaipi@scdo, persistindo por varios anos
(WYLER et al., 1989; BABIUK et al., 1996). A prodig de anticorpos contra 0 BoHV-1
parece ter menos importancia na fase inicial dacg#o, pois o pico ocorre quando o
hospedeiro ja se encontra em recuperagdo. O papedsposta humoral é questionavel, na
infecc@o primaria, pois ele parece ndo particigadidseminacao viral célula a célula, uma
vez que o virus apresenta mecanismos de escapsiggenesmo na presenca de anticorpos
neutralizantes (WYLER et al., 1989; BABIUK et dl996). Porém, numa infeccdo secundaria
ou numa reativacao viral, a imunidade humoral #xirevenindo a infec¢cdo, pois os
anticorpos exercem maior atividade nas particutassvextracelulares (BABIUK et al., 1996;
MUYLKENS et al., 2007). Anticorpos neutralizantesrqmmanecem circulantes por varios anos
apos o primeiro contagio (MECHO® al, 1987; VAN DER POElLet al, 1995). No caso de
uma reativacao viral, os niveis de anticorpos podemao sofrer alteragbes (MADIGX al,
1995).

A resposta imune mediada por células é detectanla ea 7-10 dias pdés-infeccao,
com a ativacao de linfocitos T (LT). Os LT exerceitotoxicidade pelo reconhecimento de
epitopos virais, como os epitopos das gB, gC, &D,gf e gG, associados a moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) maperficie das células infectadas,
causando lise destas (DENIS et al., 1994; BABIUKIgt1996; MACHADO et al., 2004). LT
CD8+ reconhecem epitopos virais associados a pastele MHC-I e LT CD4+ a epitopos
associados ao MHC-Il, enquanto os linfécitos CDdntebuem com as células B na
producao de anticorpos (ESKRA; SPLITTER, 199/ANG; SLITTER, 1998; MACHADO
et al., 2004).

2.7. Falhas reprodutivas

A gestacao de bovinos tem duracéo de 280 a 29@ aiassidera-se, de maneira geral,
que a fase embrionéria compreende os primeirosatbd# gestacdo, a fase fetal o periodo
posterior até o dia 270 e o periodo final é a femmnatal (LAWRENCE; FOWLER, 1997).
Esses conceitos serédo considerados para uma neelhpreenséo dos temas a seguir.

Fémeas prenhes que se infectam com o BoHV-1 pod&er snfeccao sistémica. I1sso
provavelmente ocorre se as particulas virais imgadios linfonodos e vasos linfaticos,
ocorrendo, entdo, viremia associada principalmentlinfécitos e mondcitos, ocorrendo
disseminacdo pelo organismo (NYAGA; McKERCHER, 19BOIGELS; ACKERMANN,

1996). Com isso, 0 virus pode vencer a barreiraemitélio uterino e matar o concepto,
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gerando morte embrionaria ou fetal (TAKIUCHI et @D05). Porém, cabe ressaltar que ainda
existe pouca informacéo acerca dos mecanismosejaerdnam a disseminagéo sistémica do
BoHV-1 (MUYLKENS et al., 2007).

Fémeas durante o estro também podem apresentderpesbse tiverem infeccéo
sistémica. Nesse caso ocorre 0 processo de endemedcrosante, com tendéncia de
resolucdo entre uma a duas semanas, gerando lidéelei temporaria (MILLER, 1991).
Quando a infeccdo acontece proxima ao periodo diagio, os ovarios sdo particularmente
comprometidos e a replicacao viral nessas estaitlggerminara o desenvolvimento de um
quadro de ooforite com necrose e hemorragias mhr toovario, principalmente no corpo
liteo, com consequente queda na concentracdo despeoona e falha na prenhez. O ciclo
estral seguinte podera ser normal para a maiogaadonais, porém, ha possibilidade de ser
observado atraso de até dois meses em uma pequgoagdo dos animais (MILLER; VAN
DER MARTIN, 1986; SPIRE et al., 1995).

2.7.1. Fase embrionéria

O BOHV-1 pode determinar mortalidade embrionaria jpartir do sétimo dia pos-
fertilizacdo. Até esse periodo, os embrides estéiegidos pela zona pellcida que apresenta
receptores para o virus (ALFIERI et al., 1998). Coperda da zona pellcida, o embrido fica
susceptivel e a mortalidade de embrides precocds per causada pela prépria atividade
citotéxica do BoHV-1 nas células embrionérias, a@smo por alteragdes fisiopatoldgicas no
ambiente uterino, que séo incompativeis com o dedamento normal do feto (MILLER;
VAN DER MARTIN, 1986; MILLER, 1987; SPIRE et al.995).

Até o décimo quinto dia de gestacdo, a mortalidadbrionaria determina o retorno
ao cio em intervalos regulares. Embrides mortos @&sée periodo sédo igualmente eliminados

e as fémeas apresentam ciclo estral com interuadggilares (KASTELIC, 1994).

2.7.2. Fase fetal

Abortamentos causados pelo BoHV-1 podem ocorree éhtemanas a 2 meses apos
doenca causada pelo virus, ou ainda, ap0s a vaocinde fémeas prenhes com vacinas
modificadas (GIBBS; RWEYEMAMU, 1977; MUYLKENS et .al2007). Nos casos de
infeccdo natural, de 25% a 60% dos animais gestgmgem abortar, geralmente no terceiro
trimestre da gestacao (RIET-CORREA et al., 19960BFER et al., 2008).

ApoOs o inicio da infeccéo fetal, a morte do fetoroe entre 24 e 48 horas, mas sua

expulsédo € adiada por até sete dias. O feto mewxiel@ a infeccéo sistémica, que gera danos
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viscerais severos, principalmente no figado, pusnbaco, rins e timo, além da diminui¢éo
gradual da circulacdo placentaria e degeneracaglaizenta (KENNEDY et al. 1964;
MOLELLO et al., 1966; SMITH et al., 1989). Retencffacentaria e degeneracdo dos
cotilédones sdo bastante comuns em fémeas queambdetos em avancado estagio de
autdlise (GIBBS; RWEYEMAMU, 1977). Ap6s o abortos titulos virais variam muito,
diminuindo no feto devido a autélise e mantendestavel ou até aumentando na placenta
(KENDRICK; STRAUB, 1967).

A autolise pode mascarar algumas lesbes fetaismmesdo havendo lesdes
macroscopicas patognomoénicas, porém por ocorrem ata freqléncia, sdo altamente
sugestivas de abortamento induzido por BoHV-1 (Al et al., 1998). Pode ocorrer
necrose focal, visualizada macroscopicamente camntop esbranquicados de 1 a 3 mm de
diametro no figado e pulmdes, edema serosangutogbenirrenal, necrose massiva no cortex
renal e hemorragia (KENNEDY et al. 1964; OWEN et 4964; KENDRICK, 1973).
Histologicamente s&o observados focos de necroseodgulacdo multifocal com pouco
infiltrado inflamatoério no figado, adrenal, ringptestinos, linfonodos, pulmdes e baco
(KENNEDY et al., 1964). Corpusculos de inclusdgantcleares podem ser visualizados no
figado, rins e adrenais (RIET-CORREA et al., 198hwer et al. (2008) relatou casos de
abortamentos causados por BoHV-1 em que os fetesagtavam encefalite ndo-supurativa,
porém, esta ndo € uma alteracdo patolégica muitmeoem mortes fetais por este agente.

O virus também esta presente na placenta, mesmbaamlesdes em alguns casos, o
gue sugere que a degeneracao deste o6rgao € seawslisdes no feto (MOLELLO et al.,
1966; KENDRICK et al.,, 1971). A lesdo macroscopicais comum € o0 edema,
principalmente na interface uteroplacentaria. Higficamente é observado marcado edema
no estroma e regido perivascular, necrose e degéante células endoteliais, e necrose de

coagulacéo nas vilosidades coridnicas (MOLELLO .etl866).

2.8. Outros sinais clinicos

O BoHV-1, além de causar problemas reprodutivosesgmta uma variedade de
possiveis apresentacdes clinicas, como: formaraédpa, genital, ocular, nervosa e infeccao
sistémica de neonatos. Enterite e dermatite sdmissmenos usuais causados pelo virus
(ELGELS; ACKERMANN, 1996). O periodo de incubagadeé geralmente, 10 a 20 dias em
condicdes naturais (NANDI et al., 2009).

A maioria das infeccbes causadas pelo virus apeesende forma subclinica e a

severidade da doenca dependera da viruléncia @ icepnidade do hospedeiro e presenca
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de infec¢cdes concomitantes (MUYLKENS et al., 200 paises onde a infecgdo pelo
BoHV-1 é endémica, podem ser observados quadmisadimais discretos devido a ingestéo
do colostro que confere protecdo eficaz contraimaissclinicos (MECHOR et al., 1987;
LEMAIRE et al., 2000; MUYLKENS et al., 2007).

Doenca respiratéria e genital concomitantes satam@sincomuns (McKERCHER,;
WADA, 1964), sugerindo que o virus permanece laedid no sitio de infeccdo primério,
com laténcia no ganglio neuronal da regido (HOMAMEASTERDAY, 1983;
ACKERMANN; WYLER, 1984).

2.8.1. Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR)

A IBR é a forma classica das sindromes provocadiesBoHV-1. Pode apresentar-se
de forma subclinica, leve ou grave, com alta madigde baixa mortalidade (NANDI et al.,
2009). Geralmente, € caracterizada por hiperte(di®-42° C), inapeténcia, descarga nasal,
taquipnéia e dispnéia, tosse, depressao e quesiealma producéo de leite em vacas leiteiras
(HAGE et al., 1998; MEYER et al., 2001; NANDI et.,aR009). Pela dificuldade na
respiracdo, 0s animais tendem a respirar pela B@mdo a salivacédo profusa.

A mucosa nasal pode se apresentar hemorragica éesdes vesiculares a erosivas.
As erosbes podem ser transitoriamente recobertas m@mbranas fibrinosas, que se
removidas, ddao um aspecto hiperémico a cavidadsd, reesonde a IBR recebeu o apelido de
red nosgnariz vermelho).

Casos agudos sem complicacdo, geralmente, regededa 10 dias (FENNER et al.,
1993; MEYER et al.,, 2001). Porém, a enfermidadeepadmplicar-se com infeccdes
secundarias, tanto bacterianas, quanto viraisnderam aumento nas taxas de mortalidade.
Os agentes secundarios envolvidos podem ser o BVBWN3, BRSV, Mannheimia

haemolyticaPasteurella multocid& Histophilus somni§YATES, 1982).

2.8.2. Forma ocular

Geralmente, durante a doenga respiratoria, os @itaemmbém podem apresentar
conjuntivite unilateral ou bilateral. A enfermidade caracterizada por lacrimejamento
profuso, fotofobia e epifora, com os pélos abaiee alhos ficando bastante sujos. Em casos
mais graves, também pode ocorrer eversao das padpebfeccdes secundarias sdo bastante
comuns, com aparecimento de pus na descarga ldcriceate caso a coérnea, que
normalmente ndo € afetada, pode apresentar cematitéceracdo deixando cicatrizes
permanentes (MURPHY et al., 1999; TURIN; RUSSO,Z0M0ANDI et al., 2009).
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2.8.3. Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV)

Fémeas infectadas com BoHV-1 por via vaginal podi#senvolver IPV, uma
enfermidade caracterizada pela presenca de pysintasnescimento vulvar e descarga
mucopurulenta. Os animais afetados apresentam , fal@pressdo, anorexia e miccao
freqliente e dolorosa. Devido a dor, o animal gexatenmantém a cauda um pouco elevada
para evitar o contato com a vulva que se apreseadt@da e hiperémica, com pustulas de
cerca de 1 a 2 milimetros de diametro. Essas p@sstebalescem formando uma
pseudomembrana que tende a cobrir a mucosa. Agesauitos casos serem subclinicos, o
estagio agudo da doenca dura de 4 a 5 dias, seledasdesdes tendem a cura em 10 a 14 dias
(PASTORET et al., 1982).

Importante ressaltar que sémen contaminado com BbHY um dos principais
causadores de IPV, além de poder causar cervantedescarga mucopurulenta e endometrite
(NANDI et al., 2009).

2.8.4. Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB)

Bovinos machos podem desenvolver IPB de formaceiau subclinica. O touro pode
se contaminar tanto pela monta natural quanto pstode vagina artificial contaminada.
Apbs 1 a 3 dias de incubacdo, as mucosas do peegi@énis tornam-se hiperémicas,
surgindo pontos avermelhados que tendem a fornpargs vesiculas e pustulas. Além disso,
o animal pode apresentar micgéo frequente e inchgumde de monta (WEIBLEN, 1992).
Estas lesdes podem coalescer formando placasasileeinfeccbes bacterianas secundarias,
resultando em uma descarga prepucial mucopuruéeaté hemorragica (VAN OIRSCHOT
et al., 1995). As lesdes nos touros perduram pa@s tempo do que nas fémeas, sendo que 0s
nédulos hiperémicos podem ser vistos até 1 mémfpeszdo (ALFIERI et al., 1998).

O BoHV-1 replica predominantemente na mucosa piapeqa uretra, contaminando
0 sémen durante a ejaculacdo (VAN ENGELENBURG .etl8P3). Cabe ressaltar que a IPB
também é acompanhada de uma diminui¢do bruscaatidape do sémen, através da reducao
da mobilidade e aumento de anormalidades morfadgitos espermatozoides (MEYER et
al., 2001).

2.8.5. Encefalite
Casos de encefalite por BoHV-1 sé&o idénticos assrehdos na infeccdo por BoHV-

5 e caracterizam-se por incoordenacdo motora qolkigvara ataxia, tremores, opistétono,
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cegueira, convulsdes e morte (FURUOKA et al., 196GELS et al., 2000, PENNY et al.,
2002; SILVA et al. 2007). Ao contrario de outrogabkerpesvirus neurotropicos, como o
BoHV-5 e o SuHV-1, o BoHV-1 causa encefalite espmamente (D'OFFAY et al., 1993;

HORIUCHI et al., 1995; ELY et al., 1996; ROELS &t 2000).

2.8.6. Doenca sistémica em neonatos

Bezerros que receberam pouco colostro estdo exgpastaaior risco e podem sofrer
uma doenca sistémica devido a infeccdo congénitaostnatal (HIGGINS & EDWARDS,
1986; MECHOR et al., 1987; BRYAN et al., 1994). igatdo excessiva e diarréia séo
sintomas bastante comuns, com 0s animais vinddta &m 4 a 5 dias. Também podem ser
observadas lesdes no trato digestivo, como glossisofagite e ruminite necrotica
(MUYLKENS et al., 2007).

2.9. Epidemiologia

O BoHV-1 est& presente em plantéis de bovinos aécpmente todo 0 mundo, com
as taxas de prevaléncia variando consideravelmalde uma regido para outra
(ACKERMANN; ENGELS, 2006). Alem de bovinos, inqués sorologicos ja revelaram
presenca de anticorpos reagentes em outros ruregndomesticos, como bufalos, caprinos,
ovinos e ruminantes selvagens (TEIXEIRA et al.,8TRAUB 2001; NAWAL et al. 2003;
INTISAR et al., 2009).

Muitos estudos tém tentado identificar fatoresideorpara a infec¢cdo por BoHV-1 e
sua introducdo nos rebanhos. Alguns deles ressaltprincipalmente a idade, sexo (machos
sdo mais frequentemente positivos que fémeas) antaondo rebanho (SOLIS-CALDERON
et al., 2003; BOELAERT et al., 2005). Contato dirde animais, como troca de reprodutores
e participacdo dos animais em exposi¢cfes tambénfatdes importantes (VAN SCHAIK,
2001; VAN SCHAIK et al., 2002; DIAS et al.,, 2008putros fatores, como espaco das
instalacbes e densidade do rebanho, também devem ceesiderados (VONK
NOORDEGRAAF et al., 2004).

Como ja citado anteriormente, a infeccdo latenten textrema importancia

epidemiolégica por manter o BoHV-1 no rebanho pagbs periodos.

2.9.1. Situacdo no mundo
Na Europa, a taxa de rebanhos positivos varia dersielmente, de 20 a 90% (VAN
OIRSCHOT et al.,, 1996; CASTRUCCI et al.,, 1997; RUSVFODOR, 1998; BIUK-
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RUDAN et al., 1999; BOELAERT et al., 2000; ACKERMAN ENGELS, 2006;
STILWELL et al., 2007). Entretanto, alguns paisescdmunidade européia, como Suica,
Austria, Dinamarca, Noruega, Suécia e Finlandia, b@ixas taxas de animais soropositivos
gracas a programas soroldgicos seguidos de elidonae portadores (ACKERMANN et al.,
1990; STRAUB, 1991; VAN OIRSCHOT et al., 1996). Baqto isso, outros paises como a
Alemanha e a Bélgica, optaram pelo controle dasgifes pelo BoHV-1 atraves da utilizacédo
de estratégias de diferenciacdo entre animais adeo# e infectados. No caso, usam-se
vacinas com delecédo da gE, que nao interferemste $erologico para deteccao dos animais
naturalmente infectados (MUYLKENS et al., 2007).

A infeccdo também tem sido bastante pesquisadafiiza/e Asia, com indices que
podem ser comparados aos de outros continentes B9AM al., 2004; ALKAN et al., 2005;
DEKA RAMNEEK et al., 2005; YAN et al., 2008). Nadia, entre os anos de 1986 e 20086,
de 7313 amostras testadas por ELISA de captura inws-neutralizagdo, 3152 foram
positivas, correspondendo a 41% dos animais testG&NON, 2007 apud NANDI et al.,
2009).

Na Oceania o agente tem sido detectado e, apdgagdio, o BoHV-1.2b foi
determinado como o subtipo predominante tanto natrAlia quanto na Nova Zelandia
(WANG et al., 2006; ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2008 pud CAMPQOS, 2009).

Nos Estados Unidos e Canad4, onde a infeccéo teftecandémico, ndo existem
politicas nacionais de erradicacédo. Estes paisesanp pelo controle através de programas
imunoprofilaticos utilizando vacinas com virus atado e/ou inativado (ALFIERI et al.,
1998; CARDENAS et al., 2006).

Com relacdo a América do Sul, levantamentos epumlégicos e identificacdo de
surtos realizados na Argentina, Uruguai e Colénd@monstraram o carater endémico das
infeccdes pelo BoHV-1, com freqUéncia de animarsrseagentes variando de 8,8 a 84,1%
(ODEON et al., 2001 apud CAMPOS, 2009; GUARINOIet2008).

2.9.2. Situacao no Brasil

Evidéncias soroldgicas e etioldégicas demonstranteaepca e alta frequéncia, das
infeccdes pelo BoHV-1 nos rebanhos brasileiros.ofic@gntagem de animais sororrreagentes
varia consideravelmente entre os levantamentoseeyidogicos, porém, na maioria dos
trabalhos, os indices de animais soropositivossafieriores ou estdo muito proximos a 50%

das amostras analisadas (Tabela 4).
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Tabela 4: Percentagem de animais soropositivos para BoHVhlrebanhos bovinos no

Brasil, assinalada por diferentes autores.

Referéncia Estado Total Técnica Positivos (%)
Galvéao et al. (1962) BA 458 SN 34,5
Wizigmann et al. (1972) RS 229 SN 33,0
Mueller et al. (1981) SP 384 SN 42,2
Ribeiro et al. (1982) BA 2057 SN 74,0
Nogueira et al. (1986) RJ 21 SN 77,8
Ribeiro et al. (1987) BA 1618 SN 10,8
Pituco (1988) MG, PR, SP, RS 1681 SN 22,1
Ravazzolo et al. (1989) RS 526 SN 81,8
Langoni et al. (1995) SP 184 ELISA 49,5
Lovato et al. (1995) RS 7956 SN 18,8
Silva et al. (1995) PE 282 SN 69,5
Vidor et al. (1995) RS 2341 SN 31,9
Médici et al. (1996) PR 150 ELISA 54,0
Tonin et al. (1996) SP 532 ELISA 40,2
Barros Filho et al. (1997) PR 240 SN 27,1
Krahl et al. (1997) RS 1823 SN 29,3
Melo et al. (1997) SE 102 SN 96,0
Melo et al. (1999) PB 142 SN 62,7
Richtzenhain et al. (1999) 21 estados 21062 ELISA 4,36
Cerqueira et al. (2000) BA 558 ELISA 56,0
Cerqueira et al. (2000) BA 558 SN 48,0
Grégio et al. (2000) RJ 235 SN 56,0
Médici et al. (2000) PR 7397 SN 50,8
Dias et al. (2008) PR 291 ELISA 61,5a88
Holz et al. (2009) RS 2200 SN 57,7

Souza et al. (2009) MA 156 ELISA 67,5
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2.9.3. Ocorréncia de abortamentos por BoHV-1 frente aasutrausas infecciosas e nao
infecciosas

Devido a inumeras dificuldades na identificacdo alyente causal de casos de
abortamentos e as possiveis multiplas causas edas|vsomente 30,2 a 45,5% dos fetos
bovinos abortados apresentam diagndstico etiolédefinitivo. Destas, geralmente 30 a
34,4% s&o causas infecciosas, sendo 4,2 a 10,5&% @i1,68 a 5,41% causadas pelo BoHV-
1 (KIRKBRIDE et al., 1985; KIRKBRIDE, 1992; CAMPERG®t al., 2003). A Tabela 5
apresenta as possiveis causas infecciosas derabotts em bovinos.

No Brasil, Corbellini et al. (2006), em estudo izaiio no sul do pais, identificaram a
causa do abortamento em 51,5% dos casos, destis 58% de causa viral (BVDV, neste
caso), porém, nao foi encontrado abortos causaatoBqHV-1 neste estudo. Ja Cortez et al.
(2006) analisaram 114 fetos bovinos abortados be¥@rros com mortalidade perinatal por
PCR e encontraram 22,6% de causas infecciosasp $g6% de causas virais e 3,2% por
BoHV-1. Cabe ressaltar que os estudos investigatigonanto a pesquisa de agentes

infecciosos em abortamentos bovinos ainda sdosscas pais.

Tabela 5: Causas infecciosas de abortamentos em bovinos.

Virus Bactéria Fungo Protozoario

BoHV-1 Campylobacter fetus Aspergillus fumigatus  Neospgaranum
BoHV-4 Histophilus somni Mucor spp. Trichomonas foetus
BVDV Ureaplasma spp. Morteriella wolfii Toxoplasma gondii
BTV Brucella abortus Anaplasma marginale
AKV Leptospira spp.

Listeria monocytogenes
Arcanobacterium pyogenes
Chlamydophila abortus
Salmonella sp.

Coxiella burnetti
Mycoplasma spp.

Aborto enzodtico

Legenda: AKV: virus Akabane; BoHV-1: herpesvirus bovinodid; BoHV-4: herpesvirus bovino tipo 4;
BVDV: virus da diarréia viral bovina; BTV: virus diagua azul.
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2.10. Diagn6stico

2.10.1Diagnostico clinico

Em casos de aborto, mesmo em primo-infeccbes caws fde abortamentos apos
doenca respiratdria, o diagnoéstico clinico ndo Acksivo. Para isso, deve ser feita a
diferenciacdo de outras causas infecciosas (T&)edade causas néo infecciosas, como as
relacionadas ao manejo (estresse térmico), enaat®xcorticosterdides exdgenos, desordens
genéticas ou nutricionais, teratogenia, plantascadx micotoxinas, entre outras causas,
também devem ser incluidas no diagnéstico difeadicCARSON, 1996).

O diagnéstico clinico das infecgBes causadas peldVBl é apenas presuntivo nos
casos de IPV e IPB, onde as lesdes sdo bastardeterésticas. Porém, mesmo nestas
situacOes, devem ser descartados outros quadrasoslicom infeccfes paviicoplasma
bovigenitalium e Ureaplasma diversumque sao responsaveis por vaginite granular
(RUHNKE et al., 1984). Para todas as outras fordeaapresentacdo, o diagndstico clinico é
praticamente impossivel. Nos quadros clinicos guoeoleem o sistema respiratério, é
importante diferenciar a infeccdo pelo BoHV-1 ddasieocasionadas por outros patégenos
que estdo agrupados no Complexo Respiratério Bpwinomo o BRSV, BVDV, PI-3 e
bactérias do géneasteurellalOBANDO et al., 1999).

Portanto, a realizagdo de um diagnostico conclusis infecgbes causadas pelo
BoHV-1, independente da sua forma de apresentagigende do apoio de uma estrutura

laboratorial.

2.10.2Diagnastico laboratorial

O diagnéstico laboratorial de BoHV-1 pode ser étialo (virolégico ou molecular)
ou sorologico. A identificacdo da particula vi@htigenos ou genoma virico pode ser obtida a
partir de fragmentos de oOrgdos de fetos abortadm®io o figado, rim, pulméo, baco,
linfonodos, timo e cotilédone fetal (ALFIERI et,al998), o que torna possivel o uso de uma

grande variedade de testes.

2.10.2.1. Diagndstico virologico

O diagnostico virologico das infeccbes por BoHV-1 réalizado através da
identificacdo de antigenos virais sobre secrecOestexidos de animais infectados
(imunofluorescéncia direta, imuno-histoquimica), twlamento do virus em cultivos

celulares ou, ainda, através de métodos molecu(®E&EHE et al., 1997). Porém, para
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realizacdo destes testes, é necesséario que a anstisica contenha namero suficiente de
particulas virais.

O isolamento do BoHV-1 em cultivo celular € consid® a prova ourogflden
standard em diagnostico virologico, sendo utilizada comadpdio de comparacdo com
qualquer outro método. Entretanto, € uma técnibariasa, de custo elevado e dispendiosa
em relacdo ao tempo dedicado para a sua elabofegt@ometodologia apresenta ainda como
desvantagem a necessidade de material clinico lb&isevado, ja que a técnica exige a
presenca de particulas virais viaveis, ou sej&ctahtes. Nos abortos comprovadamente
ocasionados pelo BoHV-1, geralmente de 30 a 40%cdsss é possivel o isolamento viral
(SMITH et al., 1989; KIRKBRIDE, 1992). Isto ocornpeincipalmente devido as oscilagbes de
temperatura, as quais o virus € labil, e ao akm gie autdlise, inviabilizando o isolamento
pela perda da infecciosidade da particula viraRgKBRIDE, 1992). Além disso, esse tipo de
material pode apresentar alto grau de citotoxi@dalficultando o sucesso no isolamento e
em outras técnicas que necessitem do cultivo celotano a imunoperoxidade (IPX) e a
imunofluorescéncia direta (IFD) (HYNDMAN et al., 98). O tempo exigido para a obtencéo
de resultados é outra desvantagem da técnicagmisesessarios, no minimo, de 14 a 28 dias
para a concluséo do diagndstico (TAKIUCHI et aDQD).

Para a execucao do isolamento viral em cultivolaelisuspensdes de tecidos ou
secre¢fes sdo inoculadas em sobre cultivos deasglas quais podem ser originarias de
cultivos primarios ou linhagens celulares contin(fagbela 6). Apés um periodo variavel de
incubacdo, a presenca de virus é detectada pelo eitepatico (CP) causado nos cultivos
celulares, que sao desorganizacdo nuclear, arredmmdo e desprendimento celular;
formacdo de focos infecciosos com o aspecto dehtsade uva”, lise e corpusculos de
inclusédo intranucleares (WEIBLEN et al., 1992; RGEEL al., 1997; BRUM; WEIBLEN,
2007).

Laboratérios que manipulam BoHV-1 e BVDV tém prafero uso de células CRIB
em relagdo a outras células para o isolamento dtiwcceelular, pelo fato de estas serem
resistentes a infeccbes pelo BVDV, que possui aa®stP e também ndo CP, podendo
ocorrer infeccdes sem o efeito CP caracteristicoils.

O diagnéstico rapido buscando a identificacdo tldacontendo antigenos virais em
secrec¢Oes ou tecidos pode ser obtido através deaspde IFD ou IPX. Estes testes dependem
essencialmente do tipo de anticorpos empregadasapadeteccao do antigeno (ROEHE et al.,
1997).
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Tabela 6: Células susceptiveis para replicagdovitro de BoHV-1. Adaptado de Brum e
Weiblen (2007).

Cultivos primarios Células de linhagem
Pulmé&o de bovino CRIB
Corneto nasal de bovino MDBK
Rim de bovino BT
Testiculo de bovino HelLA
EBTr

2.10.2.2. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR tem como objetivo a amplificacdo de uma gépecifica do DNA viral.
Apresenta como vantagens o potencial de altosdadie sensibilidade e especificidade, além
da rapidez de execucdo. Além disso, permite assndle uma grande variedade de amostras
bioldgicas, fragmentos de tecidos de feto abortadtema nervoso central, secrecdes, sémen
e cultura de tecidos, contendo particulas viraseis e ndo viaveis.

Com frequéncia séo realizadas amplificacées déesgtonservadas dos genes que
codificam a gB (VILCEK et al.,, 1994; MASRI et all996; MWEENE et al., 1996;
SANTURDE et al.,1996; KATARIA et al.,, 1997; ROCHAt al., 1998a), gC (VAN
ENGELENBURG et al.,, 1993; KATARIA et al., 1997; EBVES et al., 2008), gD
(WEIDMANN et al., 1993; GEE et al., 1996; WAGTERat, 1996; ZHOU et al., 1999), gE
(FUCHS et al., 1999; SCHYNTS et al., 1999) e adima quinase (KIBENGE et al., 1994;
YASON et al., 1995; MOORE et al., 2000).

Pesquisas recentes vém sendo desenvolvidas cofetivolile estabelecer uma PCR
sensivel e rapida para deteccdo de BoHV-1 em abent®s, para uso na rotina laboratorial.
J& foram descritas detec¢cdes por PCR em fetos adosrtpor BoHV-1 de animais
experimentalmente e naturalmente infectados (MILLERl., 1995; POSPSIL et al., 1996,
ROCHA et al., 1998b; TAKIUCHI et al., 2003; TAKIUQHet al., 2005; CORTEZ et al.,
2006). Nesses estudos, os autores sempre ressaltaanor sensibilidade da PCR, quando
comparada aos métodos mais tradicionais. Além dMssri et al. (1996) relataram que a
técnica de PCR também poder ser capaz de dete®aiHW-1 precocemente, a partir do
quarto dia poés-infeccdo, antes mesmo do apareameat anticorpos detectaveis pelos

procedimentos soroldgicos tradicionais.
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2.10.2.3. Andlise por enzimas de restricao

Este tipo de andlise € voltado para a caractenzgeadmica de amostras ja isoladas,
sendo, desta forma, dependente de isolamento aipheakcdo do virus em cultivo celular,
para posterior extracdo e clivagem do DNA viral cenzimas de restricdo. Uma vez
realizadas as digestbes enzimaticas, os produtaostsao analisados em gel de agarose a
fim de determinar o perfil de restricio do DNA elilo (ENGELS et al., 1981; BRAKE;
STUDDERT, 1985; ENGELS et al., 1986; METZLER et 4086; BULACH; STUDDERT,
1990; EDWARDS et al., 1990; D'OFFAY et al., 1998)ONE et al., 1999). Este método é

bastante usado para determinacdo dos subtipos tidgil.2a e 1.2b de BoHV.

2.10.2.4. Diagnostico soroldgico

As técnicas de sorologia usadas mais frequenterséota soroneutralizacdo (SN) e 0
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Elas sdo importargger demonstrarem que 0sS animais
positivos j& foram expostos ao virus e apresentarocsnversdo. A identificagdo de
problemas clinicos causados pelo BoHV-1, atravéspmwas soroldgicas, s6 pode ser
realizada por sorologia pareada onde evidenciarseaumento no titulo de anticorpos
presentes em amostras de soro do mesmo animaigdalbom intervalo de trés a quatro
semanas. Desta forma, a sorologia pareada é atier#e nos casos de infecgbes recentes,
onde os titulos de anticorpos sao crescentes (WY&tER, 1989).

As técnicas soroldgicas sdo incapazes de difereaagimais vacinados de animais
expostos ao virus de campo. Esses animais, assim @® animais com a infec¢cao na forma
latente, apresentardo uma flutuacéo no titulo deaapos, com tendéncia a queda ao longo
do tempo, sendo necesséria a adocdo de outrasagam busca pelo diagndstico correto
(ALFIERI et al., 1998).

2.10.2.4.1.Soroneutralizacao

A SN é considerada a técnica padréo para detee;antatorpos neutralizantes contra
BoHV-1. Entretanto, é uma técnica onerosa que dkpp#e da manutencdo de estoque de
virus e de cultivos celulares adequados. O perfledmcubacédo para neutralizacdo do virus
através dos anticorpos pode variar de 1 a 24 ooaesultado da prova é geralmente obtido
em trés a cinco dias (PERRIN et al., 1993; KRAMP&l.¢ 1996; KRAMPS et al., 2004).

O uso de diferentes cepas pode alterar a senaitdida técnica de SN. Geralmente, a
técnica é realizada com o uso de uma amostra deéneia, entretanto, o uso de varias
amostras melhora ao sensibilidade do teste (HOlaZ ,e2009; VARELA et al., 2010).
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A SN né&o permite uma diferenciacéo clara entre aisinmfectados por BoHV-1 ou
BoHV-5. Cerca de 92% dos animais infectados comoands virus apresentam reagdes
cruzadas quando a prova é realizada frente a amdsxgltando o alto grau de reatividade
cruzada existente entre estes dois virus (ROEHE, €i998; TEIXEIRA et aJ 1998).

2.10.2.4.2.ELISA

Provas de ELISA tém sido muito utilizadas para widestico soroldgico devido a sua
alta sensibilidade, especificidade, capacidade wEepsamento de grande numero de
amostras, relativa facilidade e rapidez de execuQdoreagentes sao, em principio, baratos,
estaveis, faceis de preparar e, geralmente, oladssi de ELISA, podem ser quantificados
através do uso de um simples espectrofotdmetro (BIDL et al.,, 1983), podendo ser
utilizada para amostras de soro sanguineo e VéitBl (WUIJCKHUISE, 1998; STAHL et al.,
2002; KAMPA et al., 2004).

Na Europa, em funcdo do uso de vacinas com viros delecdo da gE, tém sido
utilizados testes de ELISA para deteccdo de sox@rséo da gE, o que tem possibilitado a
diferenciacéo entre animais infectados e vacingdligeRS et al., 2000; MUYLKENS et al.,
2007).

No Brasil, 0 uso de testes de ELISA comerciais $&ho dificultado em fungcéo do
custo de aquisicdo dos mesmos, em funcdo disamsalgboratérios, utilizam seus préprios
testes de ELISA produzidos internamente para dataduos agentes (TEIXEIRA et al., 2001;
SPILKI et al., 2005).

Atualmente, no comércio mundial, ha varios tipos ElSA disponiveis para
diagnostico sorologico de infecgbes por BoHV-1 (HERG et al., 1980; CHO; BOHAC,
1985; EDWARDS; GITAO, 1987; KRAMPS et al., 1994; SIRAM et al., 1997; TEIXEIRA
et al., 2001; WELLENBERG et al., 2001; KRAMPS et aD04).

Assim como na SN, pode ocorrer reacdo cruzada emaenexpostos ao BoHV-1 ou
BoHV-5 (TEIXEIRA et al., 2001; WELLENBERG et al.0Q1).

2.11.Prevencéo e controle

As medidas de controle em relacdo ao BoHV-1 devemrslacionadas com a
severidade da infec¢cdo no rebanho, praticas dejmar@mm a prevaléncia da infeccdo. Para
isso, é importante o conhecimento da situacdo &gical do rebanho, independente da

apresentacao ou ndo de sinais clinicos.
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Em rebanhos soronegativos, deve-se evitar a intemdda infeccdo. Isso é facilmente
realizado em rebanhos fechados, onde a reposigiimda na propria propriedade. Ja em
rebanhos com introducdo de animais, devem readizames soroldgicos pareados para a
verificacdo do estado sanitario do animal (STRAW®90; GEE et al., 1996). Outros riscos
potenciais de introdu¢cdo de BoHV-1 num rebanho a&inseminacgéo artificial e a
transferéncia de embrides (GUERIN et al., 1989; SUR, 1990). Para isso as centrais de
coleta de sémen devem manter, preferencialmenimaemnsorologicamente negativos. Ja
animais geneticamente superiores, mas soropositiee®m ser manejados em separado e ter
seus ejaculados testados para assegurar a ausi@ncilius (ROCHA et al.,, 1999). Na
transferéncia de embrides, deve-se realizar antieatto dos embrides com tripsina e cuidados
na armazenagem, evitando o usocdatainerabertos (SINGH et al., 1983, BIELANSKI,
LALONDE, 2009).

Rebanhos com histérico comprovado de infec¢do, smmmiogia elevada, sistemas de
recria e confinamento que agregam novilhos de sygacedéncias, além de propriedades
com alta rotatividade de animais (compra, vendansporte, etc.) sdo recomendados a
implementar a vacinacdo. Nessas situacdes, a gacneontinua e regular pode reduzir a
circulacdo de virus e a ocorréncia de doenca alimexluzindo, conseqientemente, as perdas
econdmicas (FRANCO; ROEHE, 2007).

2.11.1Vacinas

O uso de vacinas tem como objetivo controlar aedigsacdo do virus e reduzir a
severidade da doenca clinica e as consequenteaspasdociadas ao BoHV-1. Porém, as
vacinas atuais ainda sao incapazes de protegeaaestabelecimento de laténcia com virus
de campo, ou seja, 0s animais vacinados podenrrsa tatentemente infectados se forem
posteriormente infectados (GALEOTA et al., 1997)m disso, as vacinas disponiveis no
Brasil ainda impossibilitam a diferenciacéo entrgmais vacinados e naturalmente infectados

pelos métodos soroldgicos tradicionais (TURIN et1899).

2.11.1.1. Vacinas inativadas

Vacinas inativadas apresentam o agente inativadogmpostos quimicos especificos
ou métodos fisicos (HALFEN, 1996 apud SPILKI, 20BETZHOLD et al., 2001). As
mesmas sao consideradas, em geral, menos efetivagied as vacinas vivas; todavia, €
consenso que sao mais seguras devido a ndo omplieacdo do virus vacinal no hospedeiro
(FRERICHS et al., 1982).
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2.11.1.2. Vacinas vivas convencionais

Vacinas vivas atenuadas sdo comercializadas pradite desde o primeiro
isolamento do BoHV-1. A atenuacdo é obtida, usualejepor passagens sucessivas em
cultivos celulares ou pela inducdo de mutacbes alesenvolvimento deste tipo de vacina,
diferentes amostras tém sido testadas desde padodefus naturalmente atenuadas até
mutantes termo-sensiveis (ZYGRAICH et al., 197ddas elas disponiveis no mercado. Tais
vacinas sao eficazes na prevencdo de sinais dingssociados a infeccdo. Algumas
desvantagens pos-vacinacdo sdo comumente relataof@msa inducdo de abortos em vacas
prenhes (LOMBA et al., 1976), excrecdo do virusnele reversao a viruléncia (BRYAN et
al., 1994), além da dificuldade em caracterizamdequadamente as delecbes/insercdes
gendmicas associadas aos métodos de atenuacamcionad (JONES et al., 2000; THIRY
et al., 1985). Essas vacinas estdo disponiveis yidizacdo, tanto pela via intramuscular,

guanto pela intranasal.

2.11.1.3. Vacinas de subunidade e vacinas de DNA

Uma das alternativas para contornar o problemangassibilidade de discriminacéo
da resposta induzida pela infec¢cdo ou vacinacdowamimas convencionais é a imunizacao
utilizando proteinas selecionadas do genoma viratifas de subunidade) que induzam
resposta imune protetora e, mais recentemente;iaagéio com o proprio DNA que codifica
0s genes de tais proteinas (vacinas de DNA) (VANUDIRN LITTEL-VAN DEN HURK et
al., 1990; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK et al, 197). Entretanto, essas vacinas
ainda apresentam menor eficiéncia quando compaeadasinas inativadas e vacinas vivas
(BOSCH et al., 1997; BOSCH et al., 1998; KONIG lgt2003).

2.11.1.4. Vacinas diferenciais

Avancos recentes no entendimento das funcdes eleniés glicoproteinas (Tabela 3)
e enzimas do BHV-1 tém permitido o desenho de uava igeracdo de imundgenos para o
combate da infeccdo (TURIN et al., 1999). Assimgdedecdo de genes estruturais nao
essenciais, como a gE e a timidina-quinase viral, gxemplo, tém proporcionado a
confeccdo de novos virus vacinais que, além de segigros, ainda permitem, com o auxilio
de testes diagnosticos adequados, a identificagdoadimais infectados com amostras de
campo em meio aos animais vacinados, o que coaferstas vacinas a denominacdo de
vacinas diferenciais (VAN OIRSCHOT, 1999). Assiripslvos potenciais de tal estratégia

quaisquer proteinas que, quando ausentes do vigduzam a viruléncia do virus vacinal em
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relacdo & amostra parental e que por outro lageimsavo dos anticorpos do hospedeiro apés
infecgBes naturais. Deste modo, animais que terdrmimorpos contra a proteina ausente no
virus vacinal sdo considerados infectados e egisstée controle adequadas podem ser
tomadas, mesmo utilizando-se a vacinacdo para ireduexcrecao viral e consequente

disseminagéo do BoHV-1 no rebanho (SPILKI, 2004).
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3. PADRONIZACAO DA TECNICA DE PCR PARA DETECCAO DE BoH V-1 EM
DIFERENTES AMOSTRAS BIOLOGICAS E SEU USO EM PROPRIEDADES
COM BAIXAS TAXAS REPRODUTIVAS

Os dados que seguem na parte experimental destagnafia foram obtidos durante o
periodo de graduacdo com bolsa de Iniciacdo Ciemtd executados pelo graduando no
Laboratério de Virologia da Faculdade de Vetersda Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Esses experimentos tiveram como objetitabetecer um protocolo para diagnéstico
diferencial das infec¢bes causadas pelo BVDV, quena das principais linhas de pesquisa
do laboratorio, e teve uma doutoranda e uma mektrenabalhando no assunto durante o
periodo: Laura Lopes de Almeida e Angela Oliveical@llini, respectivamente.

3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Amostras

Para a padronizacdo da técnica, foram utilizadasstes negativas de sangue total,
soro sanguineo, sobrenadante de cultivo celularesgleite, liquido folicular, liquidos fetais
e suabes nasal e genital de bovinos. As amostrasrddoram obtidas apos centrifugacdo do
sangue total a 2000 x g durante 10 minutos, enquasitamostras de sangue total foram
coletadas em tubos contendo EDTA. O sobrenadantultigo celular foi proveniente de
células MDBK cultivadas com DMEM, congeladas e setidas a centrifugacdo a 2000 x g
durante 10 minutos. Foi usado sémen diluido comagéenovo, para uso em inseminacao
artificial, este foi centrifugado 1500 x g para eigdo do liquido seminal. O leite foi
centrifugado para obtencdo das células somatidagago com PBS, segundo Drew et al.
(1999). Ja as amostras de suabe, foram coletadae aoxilio de suabe estéril e armazenadas
em tubos contendo 500 pL de PBS pH 7,2 e, postesiote, centrifugadas a 2000 x g durante
10 minutos. Essas amostras foram contaminadagiaitifente com BoHV-1, amostra Los
Angeles, de titulo YF®TCIDsy/mL, com diluicbes seriadas na base 10, deal @0’

Posteriormente, foram obtidas amostras de soroufzew (69), suabe nasal (16) e
suabe genital (4) de 81 animais de rebanhos galchaos histérico de problemas

reprodutivos.
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3.1.2. Extragéo de DNA e PCR

A extracdo de DNA foi realizada em 100 pL de anagaitilizando um protocolo a
base de particulas de silica (BOOM et al. 1990).

Para a PCR, foram selecionados mimers gE-1 e gE-2, que amplificam um
fragmento de 265 pb de uma regidao da gE do BoH&t&gso no GenBank: U06934) (Tabela
7) (FUCHS et al., 1999). Como as condi¢Oes da ceagtavam adequadas para uma reagao
multiplex, esta foi padronizada para uma reacaplsisn A PCR foi otimizada em um volume
total de 25 pL, contendo 0,2 mM de dNTP mix, 2 md\igCh, 1 x tampao de PCR (10 mM
Tris HCI pH 8,5 e 50 mM KCI), 40 pmol de capiamer, 5% de DMSO e 2,5 U déag DNA
polimerase. As amostras foram pré-desnaturada®@ @érante 10 minutos e sofreram 35
ciclos de 96°C por 1 minuto (desnhaturacdo), 60%@rda 45 segundos (anelamento) e 72°C
por 45 segundos (extensao) finalizando com umans&tefinal a 72°C durante 10 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofoeesegel de agarose 1,5% e
visualizados sob luz ultravioleta (UV), comparadmsn marcador de peso molecular de
escala de 100 pb.

Tabela 7: Sequéncias dos oligonucleotideos e sua localizag@@spondente na gE de
BoHV-1.

Oligonucleotideo  Sequéncia Localizacao dwimer
gE-1 5 — GCTTCGGTCGACACGGTCTT - 3 501-520
gE-2 5 - CTTTGTCGCCCGTTGAGTCG - 3 746-765

3.2. Resultados

3.2.1. Padronizacado da PCR para deteccdo de BoHV-1 enenliés amostras biologicas

O sangue total, soro sanguineo, sobrenadante tieoccetlular, sémen, leite, liquido
folicular, fluidos fetais e suabes tiveram um lenihinimo de deteccdo de?fp10-? 102
1072 102 102 10"? e 1G3"% respectivamente. A Figura 5 ilustra os fragmeantoglicados
por PCR das amostras de sobrenadante de cultiviaicglsualizados em gel de agarose sob
luz UV.
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3.2.2. Detecgao de BoHV-1 em animais naturalmente infestad

Foram amplificados os fragmentos de DNA esperadoBoHV-1 em 9 dos 81
animais testados, correspondendo a 11,11% dewpdade. Das amostras de soro sanguineo,
4 apresentaram-se positivas, enquanto 4 suabess reash suabe vulvar também foram
positivos. Nenhum dos animais com mais de um tipoachostra coletada apresentaram

positividade em ambas.

Figura 5: Produtos de amplificacdo do sobrenadante de oultelular submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Linha Icadar de peso molecular de escala de 100
pb; Linhas 2 e 3: amostra diluida 1:10; Linhas 8 emostra diluida 1:100; Linhas 6 e 7:
amostra diluida 1:1000; Linhas 8 e 9: amostra d#lul:10000; Linhas 10 e 11: amostra
diluida 1: 100000.

3.3. Discussao

As variacGes nos limites de deteccdo por PCR nfesedies classes de amostras
biologicas obtidas nesse estudo ocorreram provargendevido a presenca de inibidores,
gue podem variar conforme o tipo de amostra eferiema sensibilidade da técnica. Os
inibidores de PCR geralmente exercem seus efeitetachente sobre o DNA ou sobre a
polimerase termorresistente. Além disso, podemr ajualando os ions magnésio, afetando
indiretamente &aq DNA polimerase, pois sao importantes cofatoresEWBRAUK et al.,
1995; HALE et al., 1996; AL-SOUD & RADSTROM, 1998YNDMAN et al., 1998).
Procedimentos eficientes de remocdo ou inativagited agentes sdo necessarios para o
sucesso na amplificacdo do DNA viral (HALE et 4896).

A identificacdo de 11,11% de animais positivos [aoalV-1 por PCR foi maior que
o0 esperado em uma amostragem aleatdria e isso g@rdexplicado devido a presente
amostragem ter sido direcionada a animais com gaspmica. Apesar das altas prevaléncias
de soropositividade dos rebanhos gadchos frenteaggnte (18,8 a 81,8%) (PITUCO, 1998;
REVAZZOLO et al., 1989; LOVATO et al., 1995; VIDOR al., 1995; KRAHL et al., 1997;
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HOLZ et al., 2008), estes valores se referem a @isigue ja tiveram contato com o virus e
podem estar com infeccdo latente. A técnica da P&R deteccdo de BoHV-1 baseia-se na
amplificacdo de um fragmento especifico do DNAlyigae sera visualizado nas amostras de
animais que estiverem com infeccdo ativa, ndo teteonsiderando-se as amostras usadas
nesse experimento.

A utilizagdo de amostras de suabe diretamente sfedesujestivas de infecgao pelo
BoHV-1 é uma boa opcédo para o sucesso na deteagadrus, visto que o virus faz
replicacdo local e geralmente esta presente etostiue podem atingir até orciDsymL,
durante a primo-infeccdo (NANDI et al., 2009).

Para a deteccdo de BoHV-1 no sangue, é necessé@rio animal esteja em viremia, ja
que, geralmente, o virus circula associado a &IgNMYAGA; McKERCHER, 1979;
ENGELS; ACKERMANN, 1996), sendo portanto, pouco\eamcional o uso de amostras de
soro sanguineo para sua deteccdo. Porém, Kaashadk @996) demonstrou que pode
ocorrer circulacdo do virus ndo associado a célgasdo detectado no soro de animais
experimentalmente infectados em amostras de ali#&ncia. O BoHV-4, outro herpesvirus
de bovinos, poréem da subfamilzammaherpesviringgambém ja foi detectado circulando
livre no soro de animais naturalmente e experineetate infectados (EGYED et al., 1999).

No presente estudo, optou-se em utilizar amosea®ib devido a sua disponibilidade
e conveniéncia, pois elas eram coletadas origingkngara o projeto de pesquisa de BVDV,
como ja citado anteriormente, a principal linha misquisa de nosso laboratério. Estes
resultados reforcaram a possibilidade de circulad@doHV-1 ndo associado a células e
parecem ser a primeira evidéncia descrita de ditedg BoHV-1 no soro de animais

naturalmente infectados.
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4. CONCLUSAO

O BoHV-1 deve ser sempre incluido na busca pelmtagetiolégico por ser uma
importante causa de abortamentos de bovinos, akraud conhecida importancia como
patogeno desta espécie e visto a sua alta fregiBasiplantéis mundiais e brasileiros. Ainda,
deve-se sempre considerar a possivel presencafetgdn latente dentro do rebanho, que
quando reativada, pode acometer animais prenhesag grandes prejuizos. Portanto, o
conhecimento do estado sanitario do rebanho € wengx importancia na identificacdo do
BoHV-1, aliada ao controle da entrada de anima@s)es e material para transferéncia de
embrides.

Na parte experimental desta monografia, foi esézid um protocolo de PCR para
detectar o BoHV em diferentes tipos de amostrdsdimas. Desta forma, foi possivel realizar
a primeira deteccdo descrita de BoHV-1 no soro waeg de bovinos naturalmente
infectados, o que reforca a possibilidade de Miwe circulante, conforme ja proposto por
Kaashoek et al(1996). Os mecanismos responsaveis pela ocorr@oci?do da viremia e
como esta pode ocorrer ainda devem ser investigade® que ainda existe pouco
conhecimento sobre este assunto, embora seja urteatgegrande importancia na ocorréncia

do abortamento.
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