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RESUMO

A atividade agropecuéria brasileira desempenha um importante papel na economia
global e a bovinocultura tem sido um ponto estratégico para o desenvolvimento deste setor.
Apesar de sua importancia, o rebanho bovino brasileiro enfrenta grandes desafios sanitarios.
As doengas infectocontagiosas, principalmente as doengas virais, comprometem tanto a
salde quanto a produtividade dos animais. Os pestivirus de ruminantes sdo considerados
agentes de grande importancia na bovinocultura, em decorréncia das perdas econdémicas que
causam em rebanhos de corte e leite em todo mundo. E fundamental monitorar a sanidade
dos rebanhos e conhecer a epidemiologia dos agentes infecciosos para desenvolver
programas de prevencgdo e controle eficientes. O género Pestivirus, familia Flaviviridae,
apresenta trés espécies com importancia na bovinocultura: Pestivirus A (virus da diarreia
viral bovina 1, BVDV1), Pestivirus B (virus da diarreia viral bovina 2, BVDV?2) e Pestivirus
H (HoBi-like pestivirus, HoBiPev). Essa variabilidade genética implica em desafios para
deteccdo, prevencao e controle dos pestivirus nos rebanhos bovinos. Em algumas regides
brasileiras essa variabilidade genética ja é bem descrita, como no Sul, sudeste e Centro-
Oeste. Entretanto, faltam informacGes sobre a diversidade de pestivirus em regides onde a
bovinocultura, apesar de ser uma atividade recente, esta em constante expansdo e representa
um alto impacto econdémico, como nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Com o objetivo
de aumentar os dados epidemioldgicos e compreender a diversidade genética e antigénica
dos pestivirus nestas Regides, analisou-se 0 soro sanguineo de 955 bovinos oriundos dos
estados do Amazonas (AM), Amapa (AP), Pard (PA) e Roraima (RR). A presenca de
anticorpos foi investigada através da técnica de soroneutralizacdo (SN) comparada contra o
BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPev. No teste soroldgico, 45% (177/390) das amostras foram
positivas, ou seja, apresentaram anticorpos contra as cepas teste de BVDV. Dentre as
amostras positivas, 37 (20.8%) apresentaram anticorpos neutralizantes para o HoBiPev, 35
(19,8%) para BVDV-1 e 25 (14,1%) para BVDV-2 e em 80 (45,2%) ndo foi possivel
determinar uma predominancia de anticorpos contra as cepas teste. Os Pestivirus apresentam
reatividade soroldgica cruzada entre espécies e subgenotipos e em alguns casos ndo é
possivel determinar uma prevaléncia de titulos. Para deteccéo e caracterizacdo dos pestivirus
presentes nessas amostras, executou-se ensaios de RT-PCR seguidos de sequenciamento de
Sanger e analise filogenética. Como resultado, trés amostras foram positivas na técnica de
RT-PCR e classificadas filogeneticamente como BVDV-1e (1) e HoBiPev (2). Os resultados



deste estudo reforcam a alta diversidade genética entre os isolados de pestivirus brasileiros
e corrobora outras pesquisas que demostram uma combinag&o Unica de pestivirus no Brasil,
representando uma das maiores diversidades genéticas ja descritas no mundo. Portanto, 0s
resultados apresentados nesta dissertagdo somam novos conhecimentos acerca dos pestivirus
circulantes na Regido Norte e podem contribuir para embasar futuros programas de controle
e erradicacdo de doencas causadas por pestivirus no Pais.

Palavra-chave: BVDV, HoBi-like, Virus neutralizacdo, Filogenia, Soroneutralizacao.



ABSTRACT

Brazilian agricultural activity plays an important role in the global economy and cattle
raising has been a strategic point for the development of this sector. Despite its importance,
the Brazilian cattle herd faces major sanitary challenges. Infectious-contagious diseases,
especially viral diseases, compromise both the health and productivity of animals. Ruminant
pestiviruses are currently considered agents of great importance in cattle farming, due to
the economic losses they cause in beef and dairy herds worldwide. In view of this, it is
essential to monitor the health of the herds and know the epidemiology of infectious agents
to develop efficient prevention and control programs. The genus Pestivirus, family
Flaviviridae, has three important species in cattle farming: Pestivirus A (bovine viral
diarrhea virus 1, BVDV1), Pestivirus B (bovine viral diarrhea virus 2, BVDV2), and
Pestivirus H (HoBi-like pestivirus, HoBiPev). This great genetic and antigenic variability
poses challenges for the detection, prevention, and control of pestiviruses in cattle herds. In
some regions of Brazil, this genetic variability is already well described, such as in the South
and Southeast, however, there is a lack of information on the diversity of pestiviruses in
regions where cattle raising is a recent activity, such as in the North Region of the country.
In order to obtain Epidemiological data and understand the genetic and antigenic diversity
of pestiviruses in this region, the blood serum of 955 cattle from the states of Amazonas
(AM), Amapé (AP), Para (PA), and Roraima (RR) was analyzed. We investigated the
presence of antibodies, through serum neutralization (SN) assay compared against BVDV-
1, BVDV-2, and HoBiPev. In serology, 45% (177/390) of the samples were positive, that is,
they presented antibodies against the BVDV test strains. Among the positive samples, 37
(20.8%) had neutralizing antibodies against HoBiPeV, 35 (19.8%) against BVDV-1, and 25
(14.1%) against BVDV-2. To detect and characterize the pestiviruses present in these
samples, we performed RT-PCR assays followed by Sanger sequencing and phylogenetic
analysis. As a result, three samples were RT-PCR positive and phylogenetically classified
as subgenotype BVDV-1e and HoBiPeV. This study reinforces the high genetic diversity
among Brazilian pestivirus isolates and corroborates other studies that demonstrate a
unique combination of pestiviruses in Brazil and that represent one of the greatest genetic
diversities ever described in the world. Therefore, the results presented in this dissertation
add new knowledge about the circulating pestiviruses in the North Region and may



contribute to support future programs for the control and eradication of diseases caused by

pestiviruses in Brazil.

Keywords: BVDV, HoBi-like, Virus-neutralization, Phylogeny, Serum neutralization.



1. INTRODUCAO

A atividade agropecuéria brasileira desempenha um importante papel na economia
global e a bovinocultura tem sido um ponto estratégico para o desenvolvimento deste setor.
Em 2020, o rebanho bovino brasileiro foi o maior do mundo, representando 14,3%
do rebanho mundial. O pais mantém a lideranga como maior exportador e segundo maior
produtor de carne bovina do mundo (USDA-FAS, 2020). A cadeia leiteira também merece
destaque. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de leite e detém o segundo maior
rebanho de vacas ordenhadas do mundo, segundo dados da Organizagdo das Nacdes Unidas
para a Alimentagéo e Agricultura (FAO-STAT, 2019).

Para manter o papel estratégico na promogao do desenvolvimento econémico, contribuir
para a seguranca alimentar e mitigar os impactos ambientais deste setor é necessario manter
o0 rebanho bovino brasileiro saudavel, objetivando alcancar o0 maximo de sua produtividade.
Contudo, isso s6 é possivel quando existe uma estrutura eficiente para o diagnostico e
informagdes adequadas sobre a epidemiologia, através do monitoramento constante dos
animais (HOUE et al., 1999). Além disso, o conhecimento das variantes virais que circulam
em determinadas regides € de extrema importancia para elaboracdo de medidas de prevencgéo
e controle que sejam eficazes. Apesar do Brasil estar nas primeiras posi¢des nos rankings
mundiais, o rebanho bovino brasileiro enfrenta grandes desafios sanitarios. As doencas
infectocontagiosas, principalmente as causadas por agentes virais, comprometem tanto a
salde quanto a produtividade dos animais, sendo uma preocupacao constante nos programas
de sanidade. Com cada vez mais paises recebendo certificacdo de zona livre de febre aftosa
(OIE, 2021), os pestivirus de ruminantes tém se tornado os virus de maior importancia para
a bovinocultura mundial e causam grandes perdas econémicas em rebanhos de corte e leite
em todo mundo (LANYON et al., 2014; RICHTER et al., 2017). O género Pestivirus
pertence a familia Flaviviridae e € composto por onze espécies virais reconhecidas pelo
Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) nomeadas de Pestivirus A a K. Cada
espécie pode ainda ser dividida em inimeros subgendtipos. Trés espécies apresentam maior
importancia na bovinocultura: Pestivirus A (virus da diarreia viral bovina 1, BVDV1),
Pestivirus B (virus da diarreia viral bovina 2, BVDV?2) e Pestivirus H (HoBi-like pestivirus,
HoBiPev) (ICTV, 2017; SIMMONDS et al., 2017). Neste trabalho, para melhor
compreensdo e em concordancia com a literatura atual, usaremos as abreviagdes BVDV-1,
BVDV-2 e HoBiPeV.
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A diarreia viral bovina (BVD) faz parte da lista de notificacdo obrigatoria da
Organizagdo Mundial de Sadde Animal (OIE), juntamente com outras 117 doengas,
infeccdes e infestagdes, que podem impactar tanto na satde animal, quanto na saude publica
(OIE, 2020). Os pestivirus possuem a capacidade de infectar diversas espécies de mamiferos
biungulados (ordem Artiodactyla) domésticos e silvestres, como ruminantes, javalis e suinos
(SIMONDS et al., 2017; SMITH et al., 2017). Os bovinos sdo hospedeiros naturais dos
Pestivirus A, B e H (PINIOR et al., 2017). Os sinais clinicos da infeccdo podem variar e a
maior parte das infec¢fes sdo transitorias e subclinicas. O BVDV infecta principalmente os
tratos respiratorios, gastrointestinal e reprodutivo. Os distdrbios reprodutivos sdo os que
causam maiores impactos na bovinocultura, aumentando as taxas de perdas gestacionais,
defeitos congénitos e morte de animais jovens e, ainda, podendo ocasionar 0 nascimento de
animais persistentemente infectados (PI), que mantém e disseminam o virus dentro dos
rebanhos (HOUE et al., 2003; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

A bovinocultura no Brasil ndo é homogénea e em cada regido predominam diferentes
sistemas de criacdo, com densidade animal muito distinta, além da diferenca de biomas em
cada regido. Na regido Sul, as criacGes sdo mais extensivas e apresentam uma densidade
animal menor. No Sudeste e Centro-Oeste as criagdes sao mais intensivas, com 0 aumento
da producdo de gado em confinamento, resultando em uma alta densidade animal. As regides
Norte e Nordeste apresentam algumas peculiaridades, pois sdo criagdes mais extensivas e
com pouca tecnologia envolvida. No Nordeste, os rebanhos podem ser mistos, tendo bovinos
em contato com bubalinos e pequenos ruminantes como cabras e ovelhas (INPE- PRODES,
2020). A regido Norte é uma &rea de pecuéria recente e que se encontra em constante
expansdo. E uma regido muito produtiva que detém 22% do rebanho nacional. Em 2019, o
Brasil foi 0 segundo maior exportador de bovinos vivos do mundo e 66% desses animais sao
oriundos do estado do Pard, regido Norte do Brasil. O Pard € o quinto maior produtor de
gado do Brasil e 0 maior exportador de gado vivo do Pais, assentando a importancia da
regido Norte na pecuaria nacional (ANUALPEC, 2020).

No Brasil, 0 BVDV tem sido descrito desde o final de 1960 (CORREA et al., 1968) e
diversos estudos tém demonstrado uma ampla distribuicdo viral nos rebanhos brasileiros,
além de uma alta variabilidade genética de acordo com diferentes regides geogréaficas do
Pais (CANAL et al., 1998; ALMEIDA et al., 2013; WEBER et al., 2014a, 2014b;
SILVEIRA et al., 2017; 2018; BAUERMANN; RIDPATH, 2021). Esse cenario, Gnico no
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Brasil, representa uma das maiores diversidades genéticas ja descritas mundialmente. Torna-
se importante ressaltar que o Brasil possui diversos biomas, bem como diferentes sistemas
de criacdo animal. Compreender a diversidade genética regional dos pestivirus de
ruminantes é fundamental para o estabelecimento de protocolos de vacinagcdo adequados que
incluam as principais variantes virais circulantes no Pais, uma vez que a imunidade cruzada
entre as diferentes espécies de pestivirus é limitada. At¢ o momento, nenhuma vacina
comercial inclui o HoBiPeV e, atualmente, ndo hd um programa oficial de controle e
erradicacdo de pestivirus em bovinos no Brasil.

Contudo, cabe ressaltar que, por possuir uma alta diversidade genética e antigénica, o
diagndstico de BVDV exige certos cuidados. Os testes moleculares apresentam Otima
sensibilidade e, quando acrescidos de sequenciamento genético, podem fornecer
informacdes acerca de espécie e subgendtipo (SANDVIK et al., 2004). Os testes soroldgicos
sdo excelentes para levantamentos epidemioldgicos e monitoramento de rebanhos. A
soroneutralizacdo (SN) € considerada a técnica padrdo ouro para detec¢gdo de anticorpos
contra BVDV e, com o uso de cepas homdlogas, é uma técnica muito especifica (BRUM;
WEIBLEN, 2017).

Com base em tais informacgdes, 0 presente estudo tem como objetivo gerar dados
epidemioldgicos e compreender a diversidade genética e antigénica dos pestivirus na regido
Norte e Nordeste do Brasil, onde existe uma escassez de informagfes. Os resultados
apresentados nesta dissertacdo acrescentam novas informacfes acerca dos pestivirus
circulantes na regido Norte e Nordeste, podendo contribuir para o desenvolvimento de
futuros programas de controle e erradicacdo de doencas causadas por pestivirus no Brasil.
Esta dissertacdo sera introduzida por um referencial teorico e, posteriormente, apresentada

na forma de manuscrito cientifico, que se encontra em fase de escrita e correcéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

O BVDV possui distribuicdo mundial, principalmente em paises onde a bovinocultura
ocorre de maneira expressiva (MOENNIG et al., 2005). Em paises livres de febre aftosa, o
BVDV é considerado o agente viral mais importante de bovinos e tem sido alvo de inimeros
estudos e de programas de controle e/ou erradicacdo durante décadas. O primeiro relato de
pestivirus em ruminantes data de 1946 e foi identificado em bovinos dos Estados Unidos.
Foi descrita como uma doenca transmissivel, aguda, de baixa mortalidade, caracterizada por
quadros de leucopenia, pirexia, depressdo, diarreia, anorexia, lesbes gastrointestinais e
hemorragias (OLAFSON et al., 1946). O isolamento viral foi realizado no ano de 1957 e o
virus foi nomeado como virus da diarreia viral bovina (BVDV) (LEE; GILLESPIE, 1957).
Posteriormente, uma doenca semelhante foi relatada no Canada, no entanto era mais severa,
apresentava baixa morbidade e alta mortalidade e recebeu 0 nome de doenca das mucosas
(DM) (CHILDS, 1946; RAMSEY; CHIVERS, 1953).

Em 1973 o género Pestivirus foi proposto para agrupar trés espécies de virus
geneticamente similares: virus da diarreia viral bovina (BVDV), virus da peste suina classica
(CSFV) e o virus da doenca da fronteira (BDV) (HORZINEK et al., 1973). Um pouco mais
tarde, andlises filogenéticas de isolados de BVDV, revelaram a existéncia de dois grupos
geneticamente distintos: BVDV-1 e BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994). O
BVDV-2 foi identificado no final da década de 80 na América do Norte, em surtos de BVD
aguda e hemorragica (CORAPI; FRENCH; DUBOVI, 1989). Ao transcorrer dos anos, 0
género Pestivirus passou por revisGes taxondmicas e por décadas apenas quatro espécies
virais eram oficialmente reconhecidas: BVDV-1, BVDV-2, CSFV e BDV. Essas espécies
sdo atualmente classificadas como Pestivirus A, B, C e D. Ap6s novas classificacbes e
reclassificacbes, outros pestivirus emergentes foram sendo adicionados ao género.
Atualmente, 11 espécies sdo reconhecidas pelo ICTV e as sete espécies recentemente
classificadas sdo o Pestivirus E (pronghorn antelope virus), Pestivirus F (porcine pestivirus,
Bungowannah virus), Pestivirus G (giraffe pestivirus), Pestivirus H (Hobi-like pestivirus,
atypical ruminant pestivirus), Pestivirus | (Aydin-like pestivirus, sheep pestivirus),
Pestivirus J (rat pestivirus) e Pestivirus K (atypical porcine pestivirus) (SIMMONDS et al.,
2011; SMITH et al., 2017; ICTV, 2017).
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No Brasil, o primeiro relato de BVDV é do final dos anos 1960 e descreveu a ocorréncia
de uma doenca gastrointestinal, semelhante a DM identificada no Canadd em 1946
(OLAFSON et al., 1946; CORREA et al., 1968). Em 2004, o HoBi-like pestivirus
(HoBiPeV) foi identificado pela primeira vez na Alemanha, em um lote de soro fetal bovino
(SFB) oriundo do Brasil (SCHIRRMEIER et al., 2004). Desde entdo, o HoBiPeV vem sendo
reportado em paises como lItalia, China, Tailandia, India e Brasil (STAHL et al., 2007; LIU
etal., 2009; DECARO et al., 2011; BAUERMANN et al., 2013; MISHRA et al., 2014; SHI
etal., 2016; SILVEIRA et al., 2018).

Os avancos no diagnostico molecular, no sequenciamento genético e nos estudos de
metagendmica, possibilitaram a identificacdo de novos agentes virais. No ano de 2005, um
isolado antigo de HoBiPeV foi descrito em uma amostra de bufalo que havia sido coletada
no final da década de 1990 no Brasil, demonstrando que o virus ja circulava no Pais anos
antes de ser descrito pela primeira vez (CANAL, dados ndo publicados; STALDER et al.,
2005).

2.2 Taxonomia

2.2.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é composta por virus de importancia em saide humana e animal.
Os membros dessa familia possuem muitas caracteristicas em comum, como estrutura e
morfologia dos virions, organizacdo do genoma, expressdo génica e replicacdo viral. No
entanto, de acordo com as propriedades bioldgicas, ecol6gicas e moleculares, os membros
da familia Flaviviridae podem ser divididos atualmente em quatro géneros: Flavivirus,
Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus (ICTV, 2020).

O género Flavivirus inclui 53 espécies e a maioria sdo virus transmitidos por artropodes,
principalmente mosquitos e carrapatos. Mamiferos e passaros sdo 0s hospedeiros primarios
e a infeccdo pode variar de assintomatica a febre hemorragica grave ou fatal com risco de
comprometimento neurolégico. Os virus de importancia para a saude humana, no Brasil,
incluem o virus da dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV) e o zika virus (ZIKV).
Outros membros do género causam doengas economicamente importantes em animais
domeésticos e selvagens.

O género Hepacivirus inclui o virus da hepatite C (HCV), um importante patégeno

exclusivamente humano e agente etiologico da doenca hepética crénica, incluindo cirrose e
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cancer, podendo levar a morte. Outros virus do género apresentam patogenicidade
desconhecida e infectam equinos, roedores, morcegos, bovinos e primatas ndo humanos. Até
0 momento, 0 género Hepacivirus € composto por 14 espécies virais.

Por sua vez, membros do género Pegivirus estdo associados a infecgcfes persistentes em
diversas espécies de mamiferos e ainda ndo foram claramente associados a doencas.
Atualmente, o género conta com 11 espécies descritas.

Os virus do género Pestivirus infectam mamiferos da ordem dos artiodactilos, como
suinos, javalis, ruminantes domésticos e selvagens. As infec¢es podem ser subclinicas ou
causar desordens nos sistemas respiratorio, gastrointestinal, imune e reprodutor. Atualmente
0 género conta com 11 espécies e a maioria apresenta grande impacto na satde animal
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017; SIMMONDS et al., 2017; SMITH et al.,
2017; ICTV, 2020).

2.2.2 Género Pestivirus

O género Pestivirus era oficialmente composto, até o ano de 2017, por quatro
espécies reconhecidas pelo ICTV: virus da diarreia viral bovina tipos 1 e 2 (BVDV-1,
BVDV-2); virus da peste suina classica (CSFV), importantes patdgenos de bovinos e suinos,
respectivamente, estando presentes em todos os continentes; e o virus da doenca da fronteira
(BDV), que infecta ovinos e possui importancia limitada. Em 2018, a nomenclatura das
espécies foi modificada e outras possiveis novas espécies ja descritas foram adicionadas
oficialmente ao género (SIMMONDS et al., 2017; SMITH et al., 2017; ICTV, 2017). Desta
maneira, BVDV -1, BVDV-2, CSFV e BDV foram renomeados para Pestivirus A, B, C e D,
respectivamente. As novas espécies adicionadas ao género Pestivirus foram: Pestivirus E
(VILCEK et al., 2005a), Pestivirus F (KIRKLAND et al., 2007), Pestivirus G (AVALOS-
RAMIREZ et al., 2001), Pestivirus H (SCHIRRMEIER et al., 2004), Pestivirus |
(OGUZOGLU et al., 2009), Pestivirus J (FIRTH et al., 2014) e Pestivirus K (HAUSE et al.,
2015). Essa nova classificacdo foi baseada na sequéncia de nucleotideos do genoma viral
completo. Com base nisso, duas novas provaveis espécies; um pestivirus descrito em
morcego (WU et al., 2012) e pestivirus descritos em peguenos ruminantes na Tunisia
(THABTI et al., 2005); ndo foram oficialmente reconhecidos como pertencentes ao género

Pestivirus devido aos genomas estarem somente parcialmente sequenciados (Tabela 1).
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Tabela 1: Espécies do género Pestivirus de acordo com nova classificagdo aprovada pelo

ICTV
Espécie Nome do Virus Abreviatura

Pestivirus A bovine viral diarrhea virus 1 BVDV1
Pestivirus B bovine viral diarrhea virus 2 BVDV2
Pestivirus C classical swine fever virus CSFV
Pestivirus D border disease virus BDV
PestivirusE  pronghorn antelope pestivirus PAPeV
Pestivirus F porcine pestivirus PPeV
Pestivirus G giraffe pestivirus GPeV
Pestivirus H HoBi-like pestivirus HoBiPeV
Pestivirus | aydin-like pestivirus AydinPeV
Pestivirus J rat pestivirus RPeV
Pestivirus K atypical porcine pestivirus APPeV

Fonte: Elaborada pela autora com base em ICTV Online Report, 2017.

2.3 Organizacao genémica e replicacdo dos pestivirus
2.3.1 Genoma

O género Pestivirus pertence a familia Flaviviridae. Seus membros possuem virions
esféricos com diametro de aproximadamente 40-60 nm (LAUDE et al., 1979). O
nucleocapsideo pode apresentar formato icosaédrico revestido por um envelope lipoproteico
derivado das membranas da célula hospedeira. A infecciosidade do virion é instavel em
temperaturas acima de 40°C e a presenca do envelope torna esses virus suscetiveis a
inativacdo por solventes organicos e detergentes (DEPNER et al., 1992). Os pestivirus
possuem maior resisténcia a inativagdo por pH baixo e, diferentemente de outros géneros da
familia Flaviviridae, apresentam maior estabilidade em uma ampla faixa de pH.

O genoma dos pestivirus é constituido de uma fita simples de RNA, com polaridade
positiva (+) ssSRNA, possuindo entre 11,3 e 13,0 kilobases (kb). O genoma RNA apresenta
duas regides ndo codificantes (NCR- Non-Coding Region) nas extremidades 5° e 3’ e possui
uma unica ORF (Open Reading Frame) (COLLETT et al., 1988; BECHER et al., 1998;
2014) que codifica uma poliproteina de cerca de 3.900 aminoacidos (TAUTZ et al.,
2015, ABBAS et al., 2013). Essa poliproteina é clivada em onze ou doze proteinas & medida
em que é traduzida, sendo quatro proteinas estruturais (E) - proteina do capsideo (C) e
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glicoproteinas do envelope (E™, E1 e E2) - e as demais ndo estruturais (NS) - proteina N
(NP©), proteina 7 (p7), NS2-3, NS4A-B, NS5A-B (COLLETT et al., 1988,
MACLACHLAN, DUBOVI, 2011; TAUTZ et al., 2015; SIMMONDS et al., 2017). Os
membros da familia Flaviviridae ndo possuem estrutura cap na regido 5’ do seu genoma
(DENG, RIBLET, 1993). Em outros microrganismos, essa estrutura tem funcao de interagdo
com o ribossomo e sinalizacdo para o inicio da tradugdo. A estratégia utilizada para garantir
a traducdo do RNA utilizando a maquinaria celular envolve a ligacdo dos ribossomos em
uma estrutura secundaria e terciaria formada pelo RNA nessa regido, denominada de sitio
interno de entrada no ribossomo (IRES). Nesse sitio, ocorre a sinalizagdo e o inicio da
traducdo (POOLE et al., 1995). Por ser altamente conservada entre os diferentes pestivirus,
sua sequéncia de nucleotideos é utilizada nas analises filogenéticas (THURNER et al.,
2004).

Dentre as proteinas processadas, a primeira proteina viral traduzida ¢é a proteina ndo
estrutural NP™, que possui atividade autoproteolitica responsavel por sua prépria liberacdo
da poliproteina (STARK et al., 1993). Sua funcéo é relacionada ao blogueio da producéo de
interferon tipo | (IFN) e ja foi associada a habilidade dos pestivirus de gerar infeccdes
persistentes em fetos (CHARLESTON et al., 2001). A NP é encontrada somente nos
pestivirus e ndo possui homologia com nenhuma outra protease. Esta proteina é altamente
conservada e frequentemente usada em analises filogenéticas (RAWLINGS et al., 2012;
NEILL et al., 2013). A proteina do capsideo (C) reveste 0 RNA genémico protegendo-o
dentro da particula viral (MURRAY et al., 2008).

A E™, uma das trés glicoproteinas do envelope viral, possui atividade de RNase e €
importante na imunodepressdao do hospedeiro (KREY et al., 2012, SCHNEIDER et al.,
1993). Essa proteina é secretada na forma sollvel pelas células infectadas e anticorpos
gerados contra ela podem ser neutralizantes. Assim como a N, a E™ também sé é
encontrada nos Pestivirus, e da mesma forma esta relacionada ao blogueio da resposta IFN-
1 do hospedeiro (SCHWEIZER; PETERHANS, 2001; RUGGLI et al., 2005; HILTON et
al., 2006; MEYERS et al., 2007; NEILL et al., 2013; ZURCHER et al., 2014; TAUTZ et
al., 2015).

A E1 e E2 s&o proteinas integrais da membrana. A proteina E1 forma heterodimeros
com a proteina E2 (THIEL et al., 1991). Esses heterodimeros s&o necessarios para a entrada

do virus na célula e possuem fungéo de ligagdo aos receptores celulares (LI1U et al., 2008).
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Embora seja uma glicoproteina do envelope, os animais infectados podem produzir baixos
titulos de anticorpos contra E1 e esta ndo é alvo importante para os linfocitos T (KIMMAN
etal., 1993). A glicoproteina E2 € a regido genética e antigénica mais variavel dos pestivirus,
possuindo 0s principais epitopos antigénicos neutralizantes, sendo 0 antigeno
imunodominante e o maior alvo da resposta imune humoral protetora (DEREGT et al.,
1998). Muitos anticorpos produzidos contra E2 sdo neutralizantes e efetivamente inibem a
infeccdo. Além disso, a E2 media a ligacdo ao receptor celular CD46, distribuido em diversos
tipos celulares, sendo o maior determinante de tropismo celular (DONIS; CORAPI;
DUBOVI, 1988; LIANG et al., 2003; RONECKER et al., 2008).

A proteina p7 é necessaria para a patogenicidade viral e importante na montagem e
dispersdo das particulas virais, facilitando a migracéo do virus entre as células do hospedeiro
(GLADUE et al., 2012).

A proteina NS2 induz um estresse no reticulo endoplasmaético da célula hospedeira e
desempenha um papel importante na patogénese e na viruléncia (GUO et al., 2011). Ela é
encontrada fusionada com a NS3 em células infectadas com cepas nédo citopéaticas (NCP),
porém é encontrada na forma individualizada em grande quantidade em infeccdo por cepas
citopéaticas (CP). A clivagem entre NS2 e NS3 é processada pela propria NS2, havendo a
necessidade de interacdo com uma chaperona celular denominada Jiv (dominio J interagindo
com a proteina viral) (LACKNER; THIEL; TAUTZ, 2006). Acredita-se, portanto, que este
controle da atividade de protease e clivagem entre NS2 e NS3 através da limitacdo na
quantidade de Jiv celular pode ser um importante fator regulatorio do virus (RINCK et al.,
2001), uma vez que a habilidade de estabelecer infeccGes persistentes depois da exposi¢do
intrauterina € restrita ao biétipo NCP, onde estas duas proteinas permanecem na forma nao
clivada. Quando este fator regulatério é perdido, seja pela quantidade de Jiv celular
expressada em excesso ou quando um fragmento dessa chaperona € inserido no genoma de
cepas de pestivirus, ocorre a inducdo da clivagem entre NS2-3 em alta eficiéncia. Esse e
outros casos de inser¢des no genoma de cepas CP, principalmente entre NS2 e NS3, séo
capazes de induzir um quadro fatal denominado Doenca das Mucosas (DM) em bovinos
persistentemente infectados (PETERHANS et al., 2010).

A clivagem das outras proteinas ndo estruturais ocorre em quatro sitios de clivagem
(NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B). A proteina NS4A € um cofator da
NS3 (BAZAN; FLETTERICKT, 1988). As proteinas NS4B, NS5A e NS5B sdao

22



componentes do complexo de replicacdo viral. Além disso, a NS4B estd envolvida no
rearranjo da membrana celular na célula infectada. A NS5A esté relacionada a traducéo das
proteinas e montagem do virion por meio da interacdo entre as proteinas virais e do
hospedeiro (LING et al., 2018). A NS5B tem funcdo de RNA polimerase e estd envolvida
na montagem das particulas virais (ANSARI et al., 2004; WEISKIRCHER et al., 2009).

Figura 1. Organizacdo esquematica do genoma dos pestivirus e 0 processamento das
proteinas estruturais e ndo estruturais
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Fonte: TAUTZ et al., 2015.

2.3.2 Ciclo replicativo

A replicacdo do genoma e a producdo da progénie viral ocorrem no citoplasma da
célula hospedeira. A fixacdo a célula hospedeira parece ser mediada por receptores
envolvendo mais de uma molécula de superficie celular e as glicoproteinas virais E™ e E2.
Foi demonstrado que o CD46 bovino, uma proteina de membrana reguladora da atividade
do complemento, funciona como um correceptor celular para o BVDV (MAURER et al.,
2004; KREY et al., 2006).

Apés a interacdo entre as proteinas do envelope viral e os receptores da membrana
plasmatica, o virus € internalizado por endocitose. Seguidamente a penetracdo, 0s virus
iniciam a replicacdo no citoplasma, interrompendo parcialmente as fungdes de transcricdo e
traducdo da célula hospedeira (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Uma vez no interior da
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célula, o virus é transportado até os endossomos, onde h& uma acidificagdo do meio,
provocando a fuséo do envelope viral com a membrana do endossomo. Com a fuséo das
membranas, 0 capsideo dissocia-se (desnudamento) e o genoma viral é liberado no
citoplasma, onde ocorrera a transcricao e a traducéo (Figura 2).

Na replicacdo, ocorre a sintese de um RNA complementar de sentido negativo
(antigenémico) que serve como um molde para a sintese do RNA genémico. Ja 0 RNA de
sentido positivo é traduzido em uma poliproteina que € auto clivada e forma as proteinas
estruturais e ndo-estruturais. A morfogénese das novas particulas virais ocorre na regido
perinuclear do citoplasma, em associagdo com as membranas do complexo de Golgi e do
reticulo endoplasmatico liso. As particulas recém-formadas aparecem em vacuolos no
citoplasma e a sua liberacao ocorre pela fusdo dessas vesiculas com a membrana plasmatica.
A ruptura da célula ndo é um pré-requisito para a liberagcdo dos virions, podendo ocorrer ou
ndo dependendo do bidtipo envolvido (CP ou NCP) (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011,
SIMMONDS et al., 2011; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017; NEILL et al.,
2013).

Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo viral da familia Flaviviridae
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Fonte: LINDENBACH et al., 2007.

2.4 Diversidade Genética, Antigénica e Biotipos
Os pestivirus apresentam grande variabilidade genética e antigénica (NEILL et al.,

2013). Além da classificacdo por espécies 0s pestivirus de ruminantes podem ser divididos
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em subgendtipos: 0 BVDV-1 apresenta até 0 momento 21 subgendtipos (1a- 1u) descritos
(VILCEK et al., 2001; DENG et al., 2012); 0o BVDV-2 apresenta trés subgendtipos (2a- 2¢)
(FLORES et al., 2002; JENCKEL et al., 2014; YESILBAG; ALPAY; BECHER, 2017) e 0
HoBi-Like apresenta cinco subgenotipos (a-€) identificados atualmente (GIAMMARIOLI et
al., 2015; SIMMONDS et al., 2017; KALAIYARASU et al., 2021).

Os criterios de classificacdo utilizados pelo ICTV baseiam-se na andlise filogenética
de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, na relacéo antigénica e de reatividade cruzada
e no hospedeiro de origem (SMITH et al., 2017; ICTV, 2020). Compreender e identificar
essas variagOes € importante para inferir a histdria evolutiva e epidemiolégica viral, para
rastrear a origem de surtos e fornecer bases para uma abordagem padronizada de
classificacdo (VILCEK et al., 2001). No caso dos pestivirus, a similaridade entre as
sequéncias de nucleotideos € o critério mais seguro para diferenciacdo das espécies. As
andlises filogenéticas utilizam principalmente a regido 5NCR para a deteccdo e
caracterizacdo de variacbes no genoma, uma vez que apresenta segmentos altamente
conservados. A glicoproteina E2 é a regido genética e antigénica mais variavel dos pestivirus
e a proteina ndo estrutural NP™ é Ginica desse género, sendo muito utilizadas para comparagéo
e caracterizacdo dos isolados dentro dos subgendtipos (VILCEK et al., 2001; LIU et al.,
2010; BOOTH et al., 2013; PECORA et al., 2015).

Além dessa diversidade genética, os pestivirus sdo antigenicamente relacionados e
apresentam reatividade soroldgica cruzada (SIMMONDS et al., 2011). No entanto, os titulos
de anticorpos neutralizantes no soro de animais previamente expostos sdo geralmente médios
a altos frente a espécie homologa e baixos ou ndo reativos frente as demais espécies; ou seja,
a reatividade soroldgica cruzada entre as espécies de pestivirus é baixa e pode ser bastante
variavel também entre os subgendtipos e genotipos, e inclusive entre cepas de um mesmo
grupo genético. Além disso, foi verificado que o BVDV-1 e 2 sdo mais parecidos
antigenicamente entre si do que com HoBiPeV (BECHER et al., 2003; BACHOFEN et al.,
2008; RIDPATH et al., 2010; GIAMMARIOLLI et al., 2011; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017; PECORA et al., 2014; BAUERMANN et al., 2017, EVANS et al., 2019).

As variagbes genéticas observadas nos Pestivirus resultam em baixa reatividade
soroldgica cruzada, que é evidenciada por falhas vacinais em animais imunizados com
vacinas contendo cepas de BVDV-1 e que ndo foram eficazes em evitar a infeccéo
experimental com cepas de BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN; DUBQVI, 1994), além da perda
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de habilidade de detecgéo dos testes laboratoriais (FULTON et al., 2003; BACHOFEN et
al., 2008; GIAMMARIOLI et al., 2015). O conhecimento gerado acerca da diversidade dos
pestivirus é importante para determinar relac6es evolutivas entre as cepas, possiveis fontes
de infeccéo, no estabelecimento de programas de controle e para o0 desenvolvimento de testes
de diagndstico e vacinas mais eficazes (BOOTH et al., 2013; EVANS et al., 2019).

Os pestivirus caracterizam-se por apresentar dois bidtipos diferentes, baseados no
efeito da replicacdo em cultivo celular. O biotipo CP causa danos nas células do cultivo,
como vacuolizacdo citoplasmatica e morte celular (RIDPATH JF; BAUERMANN FV;
FLORES, 2017). Os virus CP sdo raros, isolados quase que exclusivamente de animais com
a DM (BROWNLIE et al., 1984) e séo incapazes de estabelecer infecgéo fetal persistente
(BROWLNLIE et al., 1989). O biotipo CP origina-se em animais P a partir do virus NCP
original, através de mutacdes, delecbes e rearranjos genéticos mais frequentemente
encontrados na proteina viral ndo estrutural NS2-3, que passa a ser expressa sob a forma de
duas proteinas: NS2 e NS3 (Figura 3) (POCOCK et al., 1987).

Diversas mudancas no genoma foram relatadas como formas de geracdo da NS2 e
NS3 individuais, como inserc@es de fragmentos do genoma do hospedeiro, como a sequéncia
Jiv (BECHER; TAUTZ, 2011), dele¢des ou duplicacBes de sequéncias do préprio genoma
(MEYERS et al, 1992; TAUTZ et al, 1996), mutacdes pontuais (KUMMERER; MEYERS,
2000) ou rearranjos dentro do genoma (MEYERS et al, 1992). Ambos os bidtipos possuem
a proteina NS2-3, contudo somente nos virus citopaticos esta proteina é clivada e gera a
proteina NS2 e NS3 (TAUTZ et al.,, 1994). Essa alteracdo de proteina origina uma
enfermidade gastrointestinal invariavelmente fatal, denominada DM (BAKER et al., 1995;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011) (Figura 3).

Cabe ressaltar que ha descricdo de insercGes em outras regides do genoma de
pestivirus que ndo na NS2-3 (BECHER; TAUTZ, 2011). Além disso, uma superinfeccao
com virus CP, a partir de vacinas vivas modificadas ou de animais doentes, também pode
levar o animal a desenvolver DM, através de uma possibilidade de recombinacéo, onde o
mesmo animal pode apresentar os dois bidtipos virais (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017).

Em contraste, os virus NCP expressam apenas a proteina precursora na sua forma
fusionada NS2-3. Embora o papel da NS3 na citopatogenicidade ainda ndo esteja

esclarecido, essa proteina é considerada o marcador molecular dos BVDV CP. As cepas

26



virais NCP s&o mais frequentes na natureza, sendo a maioria dos isolados de campo.
Apresentam a capacidade de replica¢do nas células do hospedeiro sem causarem destruicéo
celular. Podem atravessar a barreira transplacentaria e causar infeccdo fetal, resultando no
nascimento de animais persistentemente infectados (PI), sendo essa uma das caracteristicas

mais importantes dos pestivirus (FRAY et al., 2000).

Figura 3. Esquema representativo do genoma do BVVDV demonstrando como ocorre a
alteracdo do biétipo NCP para CP
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Fonte: Elaborado pela autora. Adaptado de RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017.

2.5 Epidemiologia dos Pestivirus de Ruminantes

2.5.1 Hospedeiros

Inicialmente, a classificacdo dos pestivirus era baseada no hospedeiro de origem,
porém essa classificacdo tornou-se inapropriada. Infecgdes naturais por pestivirus ja foram
descritas em inGmeras espécies animais, uma vez que 0s pestivirus ndo sdo espécie-
especificos. Os bovinos sdo os hospedeiros naturais para 0 BVDV e HoBiPeV e atuam como
grandes mantenedores e disseminadores do virus na natureza (SIMMONDS et al., 2011). No
entanto, infec¢bes por BVDV ja foram relatadas em espécies domésticas e selvagens da
ordem Artiodactyla, classe Mammalia, como alpacas, bufalos, cervos, camelos, javalis,
suinos, ovinos e caprinos (RIDPATH et al., 2010; GAO et al., 2013; TAO et al, 2013;
WEBER et al, 2016). Infeccbes naturais por HoBiPeV ja foram descritas em bovinos,
bufalos, ovinos e caprinos. Experimentalmente demonstrou-se que suinos podem ser
infectados e excretar o virus. Entretanto, caprinos e suinos parecem ser mais resistentes
guando comparados a bovinos e ovinos (BACHOFEN et al., 2013). Os pestivirus podem
disseminar-se entre animais domesticos e silvestres; entretanto, a relevancia epidemiolégica
desses achados permanece incerta (PASSLER; WALZ, 2010).
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2.5.2 Distribuigéo

A BVD é uma doenca infecciosa que estd amplamente disseminada na populagao
bovina global e, na auséncia de programas de controle, é endémica na maioria dos paises
onde ha um numero expressivo de animais, COmMo em paises europeus, norte-americanos,
sul-americanos e asiaticos (BECHER et al., 2003; SCHARNBOCK et al., 2018).

A disseminacdo de cada um dos trés pestivirus nas populaces de bovinos tem se
mostrado dependente da localizagcdo geografica (BAUERMANN et al., 2012). Tanto o
BVDV-1 quanto o BVDV-2 foram identificados como mais dispersos geograficamente do
que o HoBiPeV e podem ser encontrados em todos o0s continentes que possuem rebanhos de
ruminantes domésticos ou selvagens (VILCEK et al., 2006). Na Alemanha, mais de 90%
das cepas de BVDV circulantes sdo BVDV-1 (JENCKEL et al., 2014) e em paises como
Austria (VILCEK et al., 2001), Espanha, Reino Unido (VILCEK et al., 2005b), Suica
(BACHOFEN et al., 2010) e em praticamente toda a Europa o percentual de BVDV-1
circulante se mantém alto, quando comparado ao BVDV-2, embora surtos recentes sugiram
que o0 BVDV-2 seja uma ameaga viral emergente na UE.

Na Australia e na india, o gendtipo predominante também é o BVDV-1. Na América
do Norte existe uma prevaléncia uniforme de BVDV tipos 1 e 2, onde o BVDV-2 ¢
responsavel por cerca de pouco mais de 50% das infec¢gdes. No Chile h& predominéncia de
BVDV-1 (DONOSO et al., 2018), assim como no México (GOMEZ-ROMERO et al.,
2017), Uruguai (MAYA et al., 2016) e Argentina (PECORA et al., 2014; SPETTER et al.,
2021). No entanto, a prevaléncia de BVDV-2 circulante na América do Sul € maior do que
a reportada na Europa, Asia e Australia. Com base nesses dados, é possivel prever que paises
que compartilham fronteiras e tém fortes lagos comerciais na bovinocultura, tanto no
comércio de animais como de sémen, apresentam cepas similares de BVDV circulantes
(WEBER et al., 2014b).

O BVDV tem sido descrito no Brasil desde o final dos anos 1960 (CORREA; NETO;
BARROQOS, 1968) e ha uma ampla distribuicdo da infeccdo nos rebanhos brasileiros, com
indices de soropositividade variando entre 18 e 90% (CANAL et al., 1998; FLORES et al.,
2005; THOMPSON et al., 2006; QUINCOZES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010). Quanto
as espécies de pestivirus detectadas em ruminantes no Pais, o BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV
tém sido frequentemente relatados em diversas regides. A partir dos anos 1990, houve um

predominio de isolados do genotipo 1 (FLORES et al., 2005). Porém, atualmente parece
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estar havendo um equilibrio no nimero de isolados entre os gen6tipos 1 e 2 e um aumento
crescente na identificagcéo de isolados HoBiPeV (CORTEZ et al., 2006; BIANCHI et al.,
2011; WEBER et al., 20144, 2016; OTONEL et al., 2014; SILVEIRA et al., 2017; 2018).

O BVDV ja foi isolado de diversas origens, incluindo soro fetal comercial, fetos
abortados, animais PIl, animais com DM, com doenga respiratoria, com doenca
gastrointestinal e rebanhos com problemas reprodutivos. Nos Gltimos anos, os relatos do
isolamento de HoBiPeV de soro fetal e de casos clinicos também foram descritos. A
identificacdo e a caracterizacdo do primeiro isolado de HoBiPeV ocorreu na Alemanha em
2004, como contaminante em uma amostra de soro fetal bovino (SFB) comercial de origem
brasileira (SCHIRRMEIER et al., 2004). Um estudo posterior demonstrou a presenca de um
pestivirus geneticamente semelhante causando mortalidade de bufalos no Brasil em 1966
(STALDER et al., 2005).

Atualmente, o HoBiPeV encontra-se distribuido pela América do Sul, sudoeste
asiatico, India e em algumas regides da ltalia (STAHL et al., 2007; LIU et al., 2009;
DECARO et al., 2011; BAUERMANN et al., 2013; MISHRA et al., 2014; SHI et al., 2016;
SILVEIRA et al., 2018). Apesar de sua crescente deteccdo em rebanhos brasileiros,
informacdes acerca da prevaléncia nas diferentes regides do Pais ainda s&o escassas, devido
as dificuldades de diferenciacdo entre outros pestivirus de ruminantes, em especial as
espécies de BVDV.

No estado do Rio Grande do Sul (RS), Weber et al. (2014) descreveram uma
prevaléncia de 57,6% para BVDV-1 e 42,4% para BVDV-2 por RT-PCR. Em um estudo
mais recente, observou-se predominancia de BVDV-1a (35,9%) e BVDV-2b (31,4%)
(SILVEIRA et al., 2017). No Nordeste do Brasil, hd uma alta prevaléncia de HoBiPeV nos
rebanhos da regido. Em um estudo realizado por SILVEIRA et al (2018), todas as amostras
RT-PCR positivas foram classificadas como HoBiPeV, baseado nos resultados de analises
filogenéticas. Esses estudos reforcam a alta diversidade genética entre os isolados

brasileiros.

2.5.3 Transmisséo
O BVDV pode ser transmitido entre animais de diversas formas, sendo o contato direto
a principal forma de contagio. A transmissao também pode ocorrer por contato indireto, via

iatrogénica ou atraves de sémen contaminado. A transmissdo vertical € uma consequéncia
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frequente da infeccdo em fémeas gestantes (HOUE et al., 1999; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017).

A transmissdo direta pode ocorrer através do contato entre focinho-focinho, focinho-
mucosa, mucosa-mucosa. Por outro lado, a transmissdo indireta ocorre atraves de fluidos
corporais, como secre¢édo nasal, urina, leite, sémen, saliva e secrecdo ocular. O contato com
fetos abortados, fluidos fetais e anexos embrionarios também podem predispor a infec¢éo
viral (MEYLING; HOUE; JENSEN, 1990). A transmiss&o iatrogénica ocorre quando ha o
compartilhamento de materiais contaminados, como agulhas, luvas de palpacdo, material
cirargico, tatuadores, aplicadores de brinco e aplicadores de sémen. O virus também pode
ser transmitido através do sémen e embrides contaminados (BAKER et al., 1987;
BIELANSKI et al., 2009). O BVDV sobrevive a criopreservacao e processamento do sémen
para inseminacdo artificial e o uso de biotécnicas de reproducdo ndo anula a possibilidade
de transmiss&o do virus (GIVENS et al., 2009).

Existe uma forma de infec¢do persistente localizada no testiculo de touros nao virémicos,
com sorologia positiva para BVDV, na qual o bovino elimina continuamente o virus através
do sémen ao longo de sua vida. Para diferenciar de animais PI, essa condi¢do € denominada
infecgdo prolongada testicular, cuja transmissdo pode ocorrer em até cinco meses apds a
infecgdo inicial e perdurar por até 2,7 anos (GIVENS et al.,2003; 2009). A significancia
epidemiolédgica da infeccdo prolongada testicular é limitada devido & dificuldade de
transmissdo por monta natural ou inseminacdo artificial, devido a baixa carga viral nesses
animais. Sabe-se que as maiores perdas relacionadas ao BVDV estdo diretamente ligadas a
problemas reprodutivos (GIVENS et al., 2009).

A transmisséo vertical (mée-embrido/feto) acontece em animais infectados durante a
gestacdo (HOUE et al., 1999). Como os animais Pl sdo reservatérios virais durante toda a
vida, tornam-se importantes fontes de contaminacdo dos rebanhos (BAKER et al., 1987;
DEREGT; LOEWEN, 1995).

A entrada do BVDV no rebanho pode ocorrer através da introducéo de animais Pl, via
outros ruminantes, como ovinos e caprinos, através de fémeas gestando fetos PI, sémen
contaminado, transferéncia de embrifes, materiais contaminados e de animais
transitoriamente infectados (T1) (BAKER et al., 1987; HOUE et al., 1999). Entretanto,
animais T1 sédo tidos como maus transmissores, por excretarem baixos titulos virais. Nesses

animais, o periodo de incubag&o varia entre 3 e 7 dias apds a infecgdo e a transmisséo ocorre
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por até 15 dias apos a infeccdo, principalmente por contato direto ou indireto (HOUE et al.,
1999). Durante esse periodo o virus pode ser identificado no soro, sangue e secre¢des nasais
e ha desenvolvimento de resposta imune e deteccdo de anticorpos em duas semanas
(MEYLING; HOUE; JENSEN, 1990; LIEBLER-TENORIO; RIDPATH; NEILL, 2004;
COLLINS et al., 2009).

Os fatores de risco envolvidos com a infeccdo por BVDV séo relacionados a medidas de
biosseguranca, manejo da reproducao, tamanho do rebanho, introducdo de animais, contato
direto com outros bovinos ou outras especies, pastejo coletivo e a idade dos animais
(WEBER et al., 2014a).

2.6 Patogenia e ManifestacOes Clinicas

As infeccOes causadas pelo BVDV podem ser agrupadas em quatro formas
principais: infec¢Bes transitorias, observadas em animais suscetiveis que ndo estdo imunes
ao virus; infeccdes persistentes, consequéncia da infeccdo fetal intrauterina; a DM, que
acomete animais PI, apds mutacdes do virus NCP em CP; e a sindrome hemorragica, uma
forma grave da doenca, onde o animal apresenta distlrbios de coagulagdo sanguinea

culminando em morte.

2.6.1 InfeccBes Transitorias

Bovinos de qualquer idade sdo suscetiveis a infec¢des transitdrias, como resultado da
transmissdo horizontal de animais infectados ou atraves de fomites contaminados (BAKER
et al., 1987). O periodo de incubagdo dos pestivirus bovinos varia entre 3 e 7 dias pos-
exposicdo, podendo variar dependendo do estado imune do hospedeiro, da cepa do virus, da
sua viruléncia e da dose do virus transmitido (EVERMANN; BARRINGTON, 2005). Uma
vez infectados, os animais TI liberam baixos niveis de virus nas secrecdes e excrecdes
corporais por até 15 dias apo6s a infeccdo (THURMOND et al., 2005). Durante esse periodo
0 virus pode ser identificado no soro, sangue e secre¢des nasais, havendo o desenvolvimento
de imunidade vitalicia para animais Tl contra a cepa do virus infectante (EVERMANN;
BARRINGTON, 2005).

As consequéncias e a severidade das manifestacdes clinicas em animais Tl dependem de
uma série de fatores que incluem o bidtipo e a cepa viral infectante, a idade do animal, o
status imunolégico e/ou reprodutivo do animal e a ocorréncia de infecgdes secundarias. A

maioria das infeccdes de animais imunocompetentes e assintomatica. Alguns isolados de
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maior viruléncia podem provocar pirexia, sialorreia, anorexia, hiperemia, descarga nasal,
tosse e diarreia (GROOMS et al., 2004). Sinais de infeccdo respiratoria também podem ser
observados. Em casos mais severos, lesdes ulcerativas na mucosa oral podem estar presentes.

InfeccBes transitdrias resultam na reducdo dos indices de produtividade dos animais
infectados, podendo causar dificuldade no ganho de peso e queda na producdo leiteira.
Touros TI podem ter fertilidade reduzida e servir como reservatorios do virus (HOUE et al.,
2005; SCHWEIZER et al., 2014;). Além disso, as infec¢des transitdrias causam reducdo nos
gldbulos brancos circulantes (BOLIN et al., 1985). Essa reducéo de leucocitos esta associada
a imunodepressdo, predispondo os animais Tl a infec¢bes secundarias, como mastites
bacterianas, e possibilitam a combinacdo de agentes infecciosos (virus e bactérias) que
favorecem o desenvolvimento do complexo das doencas respiratorias bovinas (DRB), como
consequéncia de um desequilibrio nas defesas naturais do animal (KAPIL et al., 2005).

Enfermidades respiratdrias cronicas e quadros persistentes de dermatites também tém
sido associados com a infeccéo pelo BVDV em animais jovens em sistema de confinamento
(GRISSETT et al., 2015). A BVD geralmente é autolimitante, cursando com alta morbidade
e mortalidade muito baixa ou nula. No entanto, taxas de mortalidade superiores a 50% foram
registradas em surtos com cepas de BVDV-2 que induzem a sindrome hemorrégica
(PELLERIN et al., 1994; GETHMANN et al., 2015). Infecgdes com BVDV em conjunto
com infec¢Bes secundarias, como visto no DRB, também podem elevar as taxas de
mortalidade (KAPIL et al., 2005).

2.6.2 Infeccdo de Fémeas Gestantes

Apesar das infeccOes transitorias apresentarem efeitos negativos significativos nos
indices de producdo e no sistema imune dos animais infectados, a infeccdo de fémeas
gestantes resulta em efeitos mais graves. Os pestivirus possuem como principal caracteristica
a capacidade de atravessar a barreira transplacentaria e infectar o embrido ou feto em
desenvolvimento.

As consequéncias da infecgdo do concepto dependem do estagio de gestagdo em que
ocorre a infeccdo, do bidtipo (CP/NCP) e da cepa viral. Caso a fémea gestante se infecte
durante o periodo embrionario, que se estende até os 40 dias de gestacdo nos bovinos, €
possivel observar reducdo nas taxas de concep¢do com retorno ao cio em intervalos

irregulares, como resultado da reabsorcao e da morte embrionaria precoce (RICHTER et al.,
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2017). Alinfeccdo fetal entre 0s 40 e 120 dias de gestacdo com isolados NCP frequentemente
resulta no nascimento de animais persistentemente infectados (PI1) com o virus. Nessa fase
da gestacdo, o sistema imune fetal estd em formacdo e ainda ndo é capaz de produzir
anticorpos contra o virus. O feto desenvolve imunotolerancia a cepa infectante do BVDV e
nascera Pl e sorologicamente negativo.

Se a infecgéo ocorrer entre os dias 120 e 175 de gestacdo, pode haver o nascimento
de animais saudaveis ou ser observado a ocorréncia de mumificacdo fetal, defeitos
congénitos, abortos, natimortos e nascimento de filhotes fracos que morrem logo apés o
nascimento. A extensao das malformacdes observadas depende do periodo de organogénese,
ou seja, de quais sistemas e 6rgdos estavam se desenvolvendo no momento da infecgdo fetal.
A ocorréncia de malformacdes fetais € um achado muito comum em rebanhos infectados
com BVDV. As principais malformacdes podem ser encontradas no sistema nervoso central
(hipoplasia cerebelar, microcefalia, hidrocefalia, mielinizagcdo deficiente na medula
espinhal) e em lesGes oculares (atrofia ou displasia da retina, catarata, microftalmia).
Achados como aplasia timica e malformacdes esqueléticas (braquignatismo, raquitismo e
artrogripose) também podem ser observados. Em muitos rebanhos, as malformacdes séo 0s
primeiros e, algumas vezes, 0s Unicos achados que indicam a presenca do virus
(BROWNLIE et al., 1990; GROOMS et al., 2004; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES,
2017).

Em geral, abortos em qualquer fase de gestacdo podem ser atribuidos ao BVDV.
Fetos infectados no terco final da gestacéo, entre os dias 175 e 280, frequentemente nascem
normais, livres do virus e soropositivos. Os fetos tornam-se imunocompetentes apos 175
dias de gestacdo e podem desenvolver uma resposta imunoldgica que, frequentemente,
resulta na erradicacdo do virus in utero. Ap6s o nascimento, 0s animais podem ser infectados

horizontalmente, por meio do contato com animais Tl e com animais PI.

2.6.3 Infeccéo Persistente

A infeccdo persistente € resultante da habilidade dos pestivirus em atravessar a barreira
transplacentaria, estabelecer infeccdo fetal e induzir imunotolerancia. O estabelecimento da
infeccdo persistente ocorre quando o feto entra em contato com o virus entre os dias 40 e
120 de gestagdo (Figura 4), sendo que apenas cepas NCP podem estabelecer infeccGes

persistentes.
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Os fetos infectados nesse periodo desenvolvem imunotolerancia e seu organismo nédo
consegue erradicar o virus. Os animais Pl nascem portadores e excretam o virus
continuamente em altos titulos em secrecGes (nasais, oculares, saliva, sémen, leite) e em
menores quantidades em excrecdes (urina, fezes) (BROCK et al., 1998; ARENHART et al.,
2009). A infec¢do transplacentéria, seguida do nascimento de animais Pl, pode ocorrer nas
infecgdes por qualquer pestivirus (BAKER et al., 1995; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

Animais Pl com BVDV desempenham um papel importante na epidemiologia da
infeccdo e sdo considerados reservatorios e fontes de disseminacdo do virus na natureza
(BAKER et al., 1995; HOUE et al., 1999). Os animais que nascem Pl sdo geralmente
soronegativos, dificultando a identificagdo desses animais atraves do uso de testes
soroldgicos. Os animais Pl podem apresentar crescimento retardado, malformacdes
congénitas ou serem aparentemente saudaveis, sem sinais de infeccdo. Alguns animais
apresentam baixo desempenho zootécnico e sdo mais susceptiveis a infecces secundarias
devido a funcdo imunoldgica reduzida (KAPIL et al., 2005). A maioria dos animais Pl morre
nos primeiros meses de vida, no entanto, alguns podem viver por até dois anos ou mais.

Existem diversos relatos de animais PI que sobrevivem até a idade adulta, podendo
se tornar reprodutores e transmissores do virus a progénie. Fémeas PI que atingem a idade
adulta geralmente produzem terneiros Pl (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Se
introduzidos em rebanhos suscetiveis, os animais Pl podem causar perdas econdmicas
significativas.

A prevaléncia de animais Pl pode variar entre 0,5% e 2% (GROOMS et al., 2006;
DUBOVI et al., 2013). Através de medidas de prevencdo e controle eficientes, é possivel
reduzir muito a prevaléncia de animais Pl nos rebanhos. Apds a adocdo de medidas de
biosseguranca eficientes, a prevaléncia de animais Pl pode chegar em 0,1% em rebanhos
leiteiros, enquanto em rebanhos de corte essa prevaléncia pode ser ainda menor
(BACHOFEN et al., 2013b; SCHARNBOCK et al., 2018).
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Figura 4. Consequéncias da infeccao por pestivirus em fémeas gestantes e como ocorre 0
desenvolvimento da doenga das mucosas (DM)
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Fonte: Adaptado de Peterhans et al., 2010.

2.6.4 Doenca das Mucosas (DM)

Os animais Pl podem desenvolver um quadro clinico fatal denominado DM, que se
caracteriza por apresentar 100% de mortalidade nos rebanhos acometidos (RAMSEY;
CHIVERS, 1953; BIANCHI et al., 2017).

O mecanismo da DM esta associado ao surgimento do bi6tipo CP da cepa de BVDV
NCP com qual o animal originalmente foi infectado in utero. O bi6tipo CP surge no préprio
animal portador da cepa NCP como resultado de mutacdes, rearranjos, delecdes ou
recombinacdo da cepa NCP, quase sempre resultando na expressao da proteina NS3 clivada
da NS2 (BACHOFEN et al., 2010). Nos animais que desenvolvem a DM, os dois bi6tipos
(CP e NCP) estdo presentes. Essa superinfeccdo com a cepa CP, homologa a cepa NCP, com
a qual os animais foram primeiramente infectados, origina a DM (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011; SIMMONDS et al., 2011; NEILL et al., 2013;) (Figura 4).
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Com menos frequéncia, pode ocorrer uma superinfeccdo com uma cepa CP proveniente
de uma fonte externa homdloga a cepa NCP proveniente de vacinas vivas modificadas ou de
transmissdo a partir de outros animais PI (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; SCHWIZER;
PETERHANS, 2014; LANYON et al., 2014). A DM ¢ rara e possui um inicio subito,
ocorrendo, principalmente, em animais com seis meses a dois anos de idade.

As caracteristicas clinicas da DM s&o as mesmas que as de uma infecgdo transitoria, no
entanto, com maior gravidade. Os animais podem apresentar pirexia, anorexia, sialorreia,
diarreia, desidratacdo, lesdes erosivas na mucosa oral, nasal, es6fago, intestino delgado e nas
placas de Peyer, necrose de tecidos linfoides, culminando em morte dentro de poucos dias
(HOUE; LINDBERG; MOENNIG, 2006; MACLACHLAN; DuUBOVI, 2011;
SCHWEIZER; PETERHANS, 2014; OIE, 2018). A forma crénica, menos comum, pode
estender-se por varias semanas ou meses, com sinais clinicos recorrentes. Os animais
apresentam sinais inespecificos como Ulceras na pele, areas de alopecia, inapeténcia, lesdes
erosivas na mucosa oral, perda de peso e apatia progressiva. Essa condi¢do pode se estender
por varios meses e normalmente o animal acaba vindo a 6bito (MACLACHLAN; DUBOVI,
2011; BIANCHI et al., 2017).

Na DM é observada uma ampla distribuicdo do antigeno viral, incluindo nas glandulas
salivares, ocorrendo severa deplecdo de todos os tecidos linfoides e lesdes graves no trato
gastrointestinal (BRODERSEN et al., 2014). A DM n&o é transmissivel, pois somente
animais Pl a desenvolvem, e estes possuem os dois bidtipos CP e NCP envolvidos na
patogénese (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). A DM representa um exemplo raro onde
a evolucdo viral associada com a mudanca de biétipo leva a morte do animal afetado e, por
fim, a extingdo do virus CP causador da doenca (PETERHANS et al., 2010).

2.6.5 Sindrome Hemorragica

No final dos anos 1980, casos severos de BVD aguda tornaram-se frequentes. Até o
momento, conhecia-se somente as consequéncias da infeccdo transplacentaria, tais como as
perdas reprodutivas, o nascimento de animais Pl e a DM. Houve um aumento no relato de
surtos de BVDV em animais adultos que apresentavam trombocitopenia, leucopenia,
pirexia, diarreia sanguinolenta, epistaxe, hifema e hemorragia conjuntival e subconjuntival,
hemorragia nas mucosas oral e genital, além de outros disturbios de coagulagcdo sanguinea.

Essa forma de apresentacdo da infeccdo pelo BVDV foi posteriormente caracterizada e
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denominada de BVD aguda hemorragica ou sindrome hemorragica (SH) e apresentava taxas
de morbidade em torno de 50% e mortalidade em torno de 20% (KAHN et al., 2007; OIE,
2018).

Ao longo dos anos, surtos importantes de SH ja foram descritos em inumeros paises e a
gravidade da infeccdo estd diretamente relacionada a viruléncia da cepa envolvida. A
disseminacédo de cepas de baixa viruléncia nos rebanhos ocorre como resultado do contato
direto com animais PI, o que limita a disseminacdo desses virus. Ja a disseminacéo de virus
de alta viruléncia ocorre a partir de animais Tl. Dois pontos importantes diferenciam a SH
da DM: a presenca de virus citopatico e as taxas de morbidade e mortalidade. Enquanto a
patogenia da DM exige necessariamente a presenca de virus dos dois bi6tipos (CP e NCP),
a SH apresenta apenas um bidtipo do virus, geralmente NCP. Além disso, as taxas de
mortalidade na DM séo de 100%, enquanto a taxa de morbidade € baixa, ja que corresponde
ao numero de animais Pl no rebanho. No entanto, na HS, as taxas de mortalidade sdo baixas,
porém a taxa de morbidade € alta. Geralmente, entre 50 e 90% dos animais clinicamente
infectados se recuperam (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017; BIANCHI et al.,
2017).

2.7 Diagnostico

O diagnostico de uma infeccdo causada por pestivirus pode apresentar alguns desafios,
visto a alta diversidade genética e antigénica do género e o fato da BVD ndo apresentar
nenhum sinal patognomonico. Portanto, para determinacdo da ocorréncia de uma infecgao
torna-se necessério, inicialmente, a realizacdo de uma anamnese completa do rebanho,
atentando-se para os sinais clinicos e os achados pos-morte (SANDVIK et al., 1999;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Perdas embrionarias, abortos, malformacdes fetais,
nascimento de animais fracos ou morte perinatal sdo fortes indicios da ocorréncia de
pestivirus no rebanho. Casos de doenca entérica e/ou respiratéria com componentes
hemorragicos (melena, petéquias em mucosas, serosas etc.), erosdes e ulceracdes no trato
digestivo também sugerem a circulagdo do virus entre os animais (RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2017).

Portanto, como a infeccdo é clinicamente diversa, um diagndéstico definitivo é obtido
somente por testes laboratoriais através da utilizacdo de técnicas de identificacdo de

pestivirus de ruminantes, individualmente ou em rebanhos, possibilitando o diagnéstico por
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detec¢do de anticorpos, antigenos ou genoma viral (SANDVIK et al., 2004; NEWCOMER,;
GIVENS, 2013; OIE, 2018). Varias técnicas de diagndstico podem ser utilizadas na deteccao
do BVDV. Estas dividem-se em testes diretos, que se baseiam na detec¢do do antigeno ou
do RNA viral, e em testes indiretos, que detectam a resposta imune humoral do hospedeiro
frente a acdo do agente etioldgico (FLORES; CARGNELUTTI, 2017).

A coleta de amostras bioldgicas ira depender das manifestagdes clinicas observadas e da
condicdo do animal. O sangue, especialmente os leucdcitos, de animais infectados de forma
transitdria ou persistente, apresentam altos titulos virais, sendo os titulos em animais Pl
muito maiores do que em animais TI, dada a alta carga viral nesses animais. O soro
sanguineo pode ser utilizado tanto para a detec¢do de anticorpos quanto do antigeno. Para
deteccdo viral, sémen e fragmento de diversos tecidos também podem ser utilizados, como
orelha, glandula tireoide, cérebro, rim, baco, linfonodos e intestino (OIE, 2018).

Além de uma coleta correta da amostra bioldgica, a escolha e interpretacdo dos testes
diagndsticos irdo depender do tipo de infec¢do. Deve-se avaliar se a infec¢do € transitdria ou
persistente, pois, em uma infeccdo transitdria, o virus s6 é detectavel por alguns dias,
enguanto na infeccdo persistente, pode ser detectado durante toda a vida do animal. Apés
uma infec¢do transitoria € possivel a deteccdo de anticorpos e na infeccdo persistente 0s
animais serdo sempre soronegativos (OIE, 2018). Como os animais Pl possuem uma alta
carga viral, os testes de diagndstico empregados nesta situacdo, apresentam uma excelente
sensibilidade e especificidade (LANYON et al., 2014).

Para identificacdo e confirmacdo de animais Pl, é necessario que esses animais sejam
soronegativos e apresentem dois testes com resultados positivos para detec¢do do antigeno
viral, de amostras coletadas com, no minimo, trés semanas de diferenca (OIE, 2018). O
epitélio do trato respiratorio superior, da orofaringe e os tecidos linfoides (linfonodos, baco,
tonsilas e os agregados de linfocitos associados a mucosa do trato gastrointestinal, como as
placas de Peyer) sdo um importante sitio primario de replicacéo ap6s a infec¢do pela via oro-
nasal, sendo os antigenos virais mais frequentemente detectados nesses tecidos.

A deteccdo rapida e sensivel de pestivirus é um aspecto relevante no contexto de
diagndstico para programas de controle e erradicagdo, os quais tém sido focados na
identificacdo de animais PI. Para isso, além dos testes convencionais para diagndstico rapido
(RT-PCR, ELISA), outros testes tém sido elaborados objetivando uma maior simplicidade e

um melhor custo-beneficio. Como exemplo, pode-se citar um tipo de amplificacdo isotermal
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para deteccdo de RNA de BVDV, sem necessidade de enzimas e com uso de nanoparticulas
de ouro (GHASEMI MONJEZI et al., 2016; ASKARAVI et al., 2017). Os testes
laboratoriais sdo baseados no isolamento viral em cultivo celular, deteccéo do antigeno viral
(imunofluorescéncia, imunohistoquimica, ELISA), deteccdo do RNA viral (RT-PCR, RT-
gPCR) e deteccdo de anticorpos por meio de sorologia (ELISA, soroneutralizacdo)
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013;).

2.7.1 Isolamento Viral

Dentre os testes utilizados, o isolamento viral € considerado o padrdo-ouro para o
diagnostico de BVDV. O isolamento viral € o Unico dentre os testes utilizados no diagndstico
de BVDV que diferencia virus ndo viaveis de virus biologicamente ativos (RIDPATH et al.,
2010; NEWCOMER; GIVENS, 2013; BRODERSEN et al., 2014). O virus pode ser isolado
em diferentes tipos celulares, tais como células de corneto nasal bovino (BT), do testiculo
bovino (Btest) e na linhagem Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) (OIE, 2018). O
isolamento viral pode ser obtido por meio de amostras como secrecdo nasal, sangue, soro,
sémen, leite e tecidos de animais infectados, como fragmento de orelha ou tecidos de fetos
abortados (MACLACHLAN; DUBOQOVI, 2011; NEWCOMER; GIVENS, 2013; LANYON
etal., 2014; OIE, 2018).

Contudo, para a realizacdo dessa técnica sdo necessarias amostras coletadas de
maneira asséptica e conservadas sob refrigeracdo. Ademais, caracteriza-se por ser um teste
de alto custo, laborioso e demorado, podendo levar até 15 dias para a emissdo do resultado
(BRUM; WEIBLEN; FLORES, 2017). Outra dificuldade observada é a contaminagdo do
cultivo celular com pestivirus NCP, geralmente provenientes de soro fetal bovino (SFB). O
SFB necessita estar livre de anticorpos neutralizantes contra pestivirus (SANDVIK et al.,
1999; OIE, 2018). Mais de 90% dos isolados de campo NCP n&o causam danos visiveis ao
cultivo celular, como os observados nas células infectadas com cepas CP, sendo necessario
0 uso de imunofluorescéncia (IFA) ou imunoperoxidase (IPX) para confirmar a presenca do
virus (SANDVIK et al., 1999; SALIKI; DUBOVI, 2004; HOUE; LINDBERG;
MOENNING, 2006; OIE, 2018;).

Diante disso, outras técnicas tém sido mais utilizadas no diagnostico da infec¢éo por
BVDV (BRUM; WEIBLEN; FLORES, 2017). Atualmente, a técnica de RT-PCR passou a
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ser amplamente aceita como o teste padrdo para o diagndstico da infeccdo por BVDV (OIE,
2018).

2.7.2 Imunohistoquimica

As técnicas de imunohistoquimica (IHC) fornecem um diagnostico especifico, sensivel
e robusto para deteccdo de pestivirus (SANDVIK et al., 1999; LANYON et al., 2014; OIE,
2018). A imunoperoxidase (IPX) a partir de fragmento de orelha ganhou aplicacdo
importante na investigacdo da existéncia de animais Pl em rebanhos bovinos, principalmente
na América do Norte (GROOMS; KEILEN, 2002; RIDPATH et al., 2012; BRODERSEN
et al., 2014). Fragmentos de orelha s&o facilmente coletados, transportados e apresentam
uma boa estabilidade, permitindo estocagem em formol ou refrigerador antes de serem
processadas, sem prejuizo no resultado (MILLER et al., 2004).

Além disso, nos animais PI 0 antigeno viral esta presente em grande concentracéo e ndo
ha interferéncia de anticorpos maternos, como geralmente ocorre em exames sorolégicos,
permitindo dessa forma, a utilizagdo em animais jovens (GROOMS et al., 2002; DUBOVI
et al., 2013). Dessa maneira, a IPX tem alcancado sensibilidade de 100%, inclusive na
deteccdo de animais Pl infectados com cepas HoBiPeV (BAUERMANN et al., 2014).

A imunofluorescéncia (IF) também € utilizada como teste de detec¢do de antigenos
virais. Pode ser realizada em cortes histopatologicos ou cultivos celulares. Permite a
visualizacdo da infeccdo pelo BVDV, conforme o mesmo principio utilizado na IPX,
variando somente o marcador ou conjugado associado ao anticorpo conjugado. A maior
desvantagem associada a essa técnica é a dificuldade de interpretacdo dos resultados e o
surgimento de reaces inespecificas (FLORES; CARGNELUTTI, 2017).

2.7.3 RT-PCR e RT-gPCR

As técnicas de biologia molecular oferecem alta sensibilidade e especificidade e sdo
rapidas quanto a obtencdo dos resultados, permitindo a identificacdo (VILCEK et al., 1994),
diferenciacdo (CANAL et al., 1998, VILCEK et al, 2001) e quantificacdo viral
(HOFFMANN et al., 2006).

Quando associadas ao sequenciamento genético, podem fornecer informacdes sobre
espécie e subgendtipo viral, possibilitando identificar variantes virais e novos pestivirus
(SCHIRRMEIER et al., 2004; KIRKLAND et al., 2007; STHAL et al., 2009). Atualmente,
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a RT-PCR passou a ser amplamente aceita como referéncia para o diagnéstico de BVDV. E
um método preferivel ao isolamento viral devido a rapidez, baixo custo e alta sensibilidade
e especificidade (KIM; DUBOVI, 2003). Amostras provenientes de tanques de leite, pool de
soro ou orgdos, fragmentos de tecidos, secrecdo nasal, sémen e embrides podem ser
utilizadas nas técnicas de RT-PCR e RT-gPCR sem que 0 armazenamento por tempo
prolongado interfira na anélise (VILCEK et al., 2001; NEWCOMER et al., 2013; LANYON
etal., 2014; OIE, 2018).

Tais técnicas moleculares possibilitam a avaliacdo de possiveis contaminacfes por
pestivirus em SFB e em vacinas. Existe ainda, a vantagem de realizar os testes em pools de
amostras, permitindo a analise simultanea de um grande nimero de amostras, tornando-se
uma abordagem rapida e econdmica na detec¢do de pestivirus bovinos. Esses pools, quando
positivos, podem ser testados em pools menores ou individualmente (WEINSTOCK et al.,
2001).

Objetivando facilitar o diagnostico e diferenciar infecgdes transitorias de persistentes,
testes de RT-qPCR tém sido desenvolvidos avaliando-se a carga viral presente na amostra
de interesse (LANYON et al., 2014). Além disso, testes de RT-gPCR também tém sido
desenvolvidos com a capacidade de diferenciar BVDV-1 e 2 (BAXI et al., 2006) ou para
detectar apenas HoBiPeV (LIU et al., 2008).

A técnica de transcriptase reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) utilizando-se primers especificos para as regides alvo S’NCR, NP e E2 permite uma
melhor caracterizacdo das amostras, quando comparada a outras técnicas (RIDPATH,;
BOLIN; DUBOVI, 1994; SILVEIRA et al., 2017). A regido 5’NCR ¢ bastante conservada
nos pestivirus, permitindo a classificacdo em espécies, enquanto a analise das regides NP e
E2 permite inferir os subgenotipos dos pestivirus (SANDVIK et al., 1999; VILCEK et al.,
2001; OIE, 2018).

Recentemente, kits comerciais de RT-qPCR tém sido validados para detectar RNA de
BVDV em amostras de fragmentos de orelha, sangue, plasma, soro e leite. Alguns desses
kits ja apresentaram uma Otima sensibilidade (100%) para deteccdo de HoBiPeV em
fragmentos de orelha (BAUERMANN et al., 2014). Entretanto, ainda podem ocorrer falhas
no uso das técnicas de RT-PCR e RT-gPCR, pois varios testes desenvolvidos para detectar
BVDYV falham na deteccdo e diferenciacdo de HoBiPeV ou possuem sensibilidade diminuida

quando comparada a detec¢do de BVDV. Isso ocorre devido a variagdes na sequéncia do
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primer e/ou da sonda utilizados nessas metodologias (SCHIRRMEIER et al., 2004; LIU et
al., 2008; BAUERMANN et al., 2014). Dessa forma, h4 uma necessidade de vigilancia
continua e do desenvolvimento de novos testes visando a deteccdo de cepas divergentes,
como, por exemplo, para identificacdo dos HoBiPeV ou de novos pestivirus (DUBOVI et
al., 2013).

2.7.4 ELISA de Captura de Antigeno

Os testes de ELISA de Captura de Antigeno (ECA) sdo testes comerciais que
possibilitam identificar a presenga do antigeno atraves da detecgdo especifica com anticorpo
marcado. Este método é uma alternativa eficiente que esta sendo cada vez mais utilizada por
laboratorios de diagndstico veterinario na deteccdo de animais Pl. E possivel utilizar
amostras de plasma, sangue total, fragmentos de orelha e soro bovino (CORNISH et al.,
2005). Cabe ressaltar que esse tipo de ensaio ndo é ideal na deteccdo de animais TI. A
presenca de anticorpos maternos pode reduzir sua sensibilidade, ndo sendo o teste mais
indicado para animais menores de trés meses de idade. Duas proteinas altamente conservadas
do BVDV podem ser o antigeno alvo nesse teste: a NS3 (p80) e a E™ (DUBOQOVI et al.,
2013). Como vantagens, esses testes apresentam boa especificidade, sensibilidade, rapidez,
6timo custo-beneficio e praticidade (CORNISH et al., 2005; FLORES; CARGNELUTTI,
2017).

2.7.4 Testes Soroldgicos

Os testes sorologicos sdo excelentes para levantamentos epidemiolégicos e
monitoramento de rebanhos. Os métodos mais comumente utilizados para a deteccdo de
anticorpos especificos para BVDV sao o teste de soroneutraliza¢do (SN) e o ELISA (HOUE;
LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE, 2018).

2.7.4.1 Soroneutralizacao

A SN ¢ o teste soroldgico de referéncia para deteccdo e titulacdo de anticorpos contra
BVDV e pode ser muito especifico e facilmente adaptavel ao tipo de pestivirus presente em
cada regido (FLORES; CARGNELUTTI, 2017). Devido a sua alta especificidade e as
diferengas antigénicas entre os pestivirus, é essencial usar um virus-teste similar aos isolados
de campo (SANDVIK et al., 1999; HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; OIE, 2018).
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Apesar de ser muito especifica, a SN é uma técnica demorada, laboriosa, de alto custo e
envolve, obrigatoriamente, o uso de cultivo celular e de manipulacdo viral (BRUM;
WEIBLEN; FLORES, 2017). Em caso de cepas NCP, maioria dos isolados de campo, €
necessario o uso de IHC para a leitura dos resultados. Além do mais, os resultados podem
variar entre laboratdrios devido ao uso de diferentes cepas virais ou tipos celulares (HOUE;
LINDBERG; MOENNING, 2006; DUBOVI et al., 2013; LANYON et al., 2014). Cabe
ressaltar que os testes soroldgicos podem apresentar valor limitado em rebanhos vacinados,
podendo causar dificuldades na interpretacdo dos resultados, devido as diferencas
antigénicas baseadas na soroneutralizacdo cruzada (PIZARRO-LUCERO et al., 2006;
BACHOFEN, et al., 2008) e na resposta dos animais Pl & vacinacdo (FULTON et al., 2003).
Paises gque obtiveram éxito em seus programas de erradicacdo, como os paises nordicos, nao
fizeram o uso de vacinas (LANYON et al., 2014).

Exames soroldgicos de rebanhos vacinados servem unicamente para verificar o status
sorologico e a possivel circulacdo do virus no rebanho. A identificacdo de soropositividade
de um animal indica apenas uma exposicao prévia ao agente. Por sua vez, animais Pl ndo
produzem anticorpos especificos ao BVDV com o qual foram infectados durante a gestacao
(BACHOFEN et al., 2013), porém podem responder imunologicamente a cepas heterélogas
de BVDV (BEDENICE et al., 2011). Os pestivirus apresentam reagdes soroldgicas cruzadas
e em populagdes onde ha a circulagéo de mais de uma espécie viral, os resultados sorol6gicos
devem ser interpretados com cuidado. Até o momento, ndo existem testes comerciais que
possibilitem a diferenciacdo entre BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV.

2.7.4.2 ELISA

Existem diversos testes de ELISA desenvolvidos in house ou na forma de kits comerciais
para deteccdo de anticorpos em amostras de soro, leite individual ou tanque de leite. No
entanto, esses testes ndo sdo capazes de distinguir anticorpos contra as espécies de pestivirus.
Como vantagens, pode-se citar a facilidade de triagem de muitas amostras, rapidez e um
menor custo em relacdo a técnica de SN. Geralmente possuem uma alta especificidade,
embora a sensibilidade possa ser varidvel de acordo com o kit comercial utilizado
(SANDVIK et al., 1999; HOUE; LINDBERG; MOENNING, 2006; DUBOVI et al., 2013;
LANYON et al., 2014; OIE, 2018).
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2.8 Prevencéo e Controle

Os pestivirus estdo disseminados na populagédo de ruminantes do Brasil e, apesar do Pais
possuir 0 maior rebanho bovino do mundo, ndo apresenta programas de controle e
erradicacdo desses virus (SILVEIRA et al., 2017; EVANS et al., 2019). Ha uma significativa
perda econémica causada pelo BVDV em bovinos, devido a sua ampla distribuicdo mundial,
apresentacdo clinica variada, imunodepressdo, predispondo o animal a outras doencas, €
principalmente devido as perdas reprodutivas.

Estima-se que na Europa o custo de um animal infectado varia em média de U$175-759
por ano, sendo maior em rebanhos leiteiros do que em rebanhos de corte. Este intervalo
considera a doenca subclinica, geralmente observada em rebanhos com infeccdo endémica
por BVDV. Em surtos onde ha cepas de maior viruléncia em que os sinais clinicos sdo
severos, esses prejuizos podem ser ainda maiores (YARNALL et al, 2017). Nos EUA, o
BVDV ocasiona perdas de mais de US$ 400 milhdes de ddlares ao ano, sendo a doenca viral
mais dispendiosa do pais (HANSEN et al., 2010).

Devido as implicacGes econémicas e de bem-estar envolvidas, muitos paises ja possuem
programas oficiais de controle e erradicacdo do virus (RICHTER et al., 2017; THOMANN
et al., 2017; CHAROENLARP et al., 2018; SCHWEIZER et al., 2021). O controle da
infeccdo pelo BVDV baseia-se, principalmente, na identificagdo e eliminagdo dos animais
PI, de forma a impedir que o virus continue circulando e evitando a possibilidade de
nascimentos de novos animais Pl (BOLIN et al., 1995; GROOMS et al., 2004).

A adocdo de medidas de biosseguranca baseadas no histérico epidemiol6gico do
rebanho, dos sinais clinicos, de achados pds-morte, do tipo de infeccdo (transitéria ou
persistente) e do uso correto de vacinas (RADOSTITS et al.,, 2007) sdo ferramentas
eficientes que também devem ser utilizadas para eliminacdo do BVDV nos rebanhos.

Para a identificacdo dos animais Pl a estratégia mais utilizada é a testagem de todos 0s
animais da propriedade, utilizando o teste de ELISA para deteccdo de antigeno a partir de
um fragmento de orelha do animal. Ap6s a identificacdo e remocao dos animais P, em paises
onde ndo ha o uso de vacinas, 0 segundo estagio do programa consiste no monitoramento
dos rebanhos quanto a presenca de anticorpos, o que é verificado através da aplicacdo de um
teste de ELISA a partir de amostras de soro ou leite (QUINET et al., 2016; THULKE et al.,
2018). Além desse monitoramento continuo dos rebanhos livres para rapida detec¢cdo de uma

possivel reinfeccdo, os programas tém focado em medidas de biosseguranca para prevenir a
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introducdo viral. Estas medidas agem especialmente sobre o comércio animal para prevenir
a comercializagdo de animais Pl, fémeas gestantes de fetos Pl e mesmo de animais
transitoriamente infectados (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014; LANYON et al., 2014;
ALPAY; TOKER; YESILBAG, 2018).

O monitoramento sistematico de touros de centrais de inseminagdo artificial também
deve ser realizado, devido a possivel disseminagdo do virus pelo sémen (FLORES et al.,
2005). Apos a eliminacdo de animais Pl, o uso da vacina é decidido conforme a situacao
epidemioldgica, o que ira variar dependendo da prevaléncia de BVDV, da densidade animal,
do contato com populagOes silvestres, da variagdo das cepas circulantes e do tipo de
producdo. Em propriedades com alta densidade animal, comércio intensivo e alta prevaléncia
de BVDV, a vacinacdo precisa ser empregada. Em propriedades com baixa prevaléncia, a
vacinacdo nao € obrigatoria, j& que o risco de reintroducdo pode ser muito pequeno
(NEWCOMER et al., 2013).

Portanto, um programa de controle pode ter duas fases. Primeiramente, a eliminag&o dos
animais PI, seguida por vacinacao e erradicacao do agente viral (WERNIKE et al., 2017). A
prevaléncia de animais Pl varia de 1% a 2%, de forma que muitos individuos da populacao
devem ser testados. No entanto, através das medidas de prevencdo e controle, essa
prevaléncia tem diminuido consideravelmente em algumas regides do mundo. Em bovinos
de leite essa prevaléncia € em torno de 0,1%, enquanto em bovinos de corte € ainda menor
(DUBOVI et al., 2013; BRODERSEN et al., 2014).

Paises que se destacam como produtores de bovinos na Europa e América do Norte ja
utilizam programas oficiais ou ndo oficiais de prevencdo e controle do BVDV (VAN
CAMPEN et al., 2010; SCHWEIZER et al., 2021). A estruturacao destes programas baseia-
se na identificacdo e eliminacdo de animais PI, na prevencdo da introducdo do virus no
rebanho, na adocdo de programas de imunizacdo e de controle da biocontaminacédo para,
inicialmente, manter a disseminacao do virus sob controle e futuramente, obter a erradicacao
total do virus nos rebanhos (HOUE; LINDENBERG; MOENNIG, 2005; VAN CAMPEN et
al., 2010).

No inicio da década de 1990, os paises escandinavos implementaram programas de
erradicacdo do BVDV, baseados no ndo uso de vacinagdo, no monitoramento sorologico e
na remocéo de animais Pl (LINDBERG et al., 2006; VAN CAMPEN et al., 2010). O sucesso

alcancado por esses programas tem levado ao desenvolvimento de programas nacionais e
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regionais de controle e erradicagdo em varios outros paises, que conseguiram eliminar ou
diminuir consideravelmente a presenca do virus (SCHIRRMEIER et al., 2014; REARDON
et al., 2018). Alguns paises europeus como a Suécia, Finlandia, Noruega e Dinamarca
conseguiram erradicar a doenca ou encontram-se em fase final de erradicacdo. Partes da
Alemanha, Holanda, Franca, Italia, Eslovénia, Escdcia, Bélgica, Irlanda, Grécia e Austria
também estdo com programas de erradica¢do em curso (HOUE; LINDBERG; MOENING,
2006; LANYON et al., 2014; QUINET et al., 2016; REICHEL; LANYON; HILL, 2018).

O modelo escandinavo também tem influenciado as politicas de controle do BVDV em
paises como os Estados Unidos, Russia, Austrdlia e Nova Zelandia que ja iniciaram seus
programas de erradicacdo. No entanto, a erradicacgéo do virus pode ser bastante dificil devido
as caracteristicas dos locais, dos tipos de criacdo, das espécies de hospedeiros e das cepas
envolvidas em cada regido (MOENNIG; HOUE; LINDBERG, 2005; RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2017).

Os programas de controle e erradicacdo do BVDV podem ser utilizados por todos os
paises, porém com devidas adequacdes relativas ao tipo de rebanho existente, caracteristicas
do local, historico epidemioldgico e as possibilidades de vacinas e métodos de diagnosticos
disponiveis (GREISER-WILKE; GRUMMER; MOENNIG, 2003; HEFFERNAN et al.,
2009). Animais silvestres, como javalis e cervideos, apresentam potencial de atuarem como
reservatorios do virus, j& que os pestivirus ndo sdo espécie-especificos, podendo ser um
obstaculo no sucesso da implantacdo de estratégias de controle do BVDV em bovinos
(BRODERSEN et al., 2014).

Para 0 sucesso no controle e erradicacdo de pestivirus, além das medidas de
biosseguranca ja citadas, faz-se necessario a realizacdo de pesquisas continuas, a fim de
reavaliar os programas, Vvisto que ha risco de emergéncia de novos pestivirus, de virus que
mudaram de hospedeiros ou que aumentaram a sua viruléncia. Como exemplo de emergéncia
de novos pestivirus, tem-se o virus HoBiPeV, que tem sido detectado na Ultima década em
varios paises. Esse virus tem se tornado um potencial risco para 0s programas de controle e
erradicacdo ja existentes, uma vez que tanto 0s animais soronegativos quanto 0s
soropositivos para BVDV poderdo ser suscetiveis a infeccdo por HoBiPeV, podendo até
tornar-se restritivo o comércio internacional de animais e produtos com paises que sao livres
deste pestivirus (BAUERMANN et al., 2013; BAUERMANN; FALKENBERG;
RIDPATH, 2013).
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A presenca continua do BVDV nos rebanhos esté relacionada a falhas na implementacéo
de programas de imunizagdo, ao ndo estabelecimento de programas de monitoramento de
rebanho e ao nao desenvolvimento de programas eficazes de biosseguranca (RADOSTITS
et al., 2007). Os recentes avancos nas técnicas laboratoriais contribuiram positivamente para
as campanhas de controle e erradicacdo de BVDV em outros paises. A combinacdo de
diferentes técnicas de ELISA, imunohistoquimica e biologia molecular melhoraram o
diagnostico individual e de rebanho (HOUE et al., 2006). A utilizacdo de diferentes testes
diagnosticos € essencial para o desenvolvimento de eficientes programas de controle e
erradicacdo do BVDV. Esses testes devem ser capazes de informar o estado sanitéario do
rebanho, identificar animais Pl e ser adequado na diferenciagdo das principais variantes
virais circulantes (HOUE; LINDENBERG; MOENNIG, 2005).

Atualmente, ndo estdo disponiveis comercialmente diagndsticos especificos para
HoBiPeV. Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que testes diagndsticos para BVDV
podem identificar HoBiPeV, ainda que com sensibilidade reduzida. Testes comerciais de
ELISA com base na proteina NS3 para deteccao de anticorpos contra 0 BVDV apresentam
falhas consideraveis na deteccdo de amostras com moderados titulos de anticorpos para
HoBiPeV. Resultados melhores foram verificados em testes de ELISA baseados na proteina
E™. A falta de anticorpos monoclonais especificos para HoBiPeV dificulta a concepcéo de
testes diferenciais. Alguns kits comerciais de RT-PCR para BVDV podem identificar
HoBiPeV, ainda que a diferenciacdo entre as espéecies de pestivirus ndo seja possivel sem o
sequenciamento das amostras. O soro de animais vacinados e com altos titulos de anticorpos
contra cepas de BVDV-1 e/ou BVDV-2 testados frente ao HoBiPeV demonstrou titulos
moderados ou baixos na maioria das amostras.

A erradicacdo oferece a grande vantagem de melhorar a satde do rebanho, porém cria
uma populacdo de hospedeiros suscetivel que necessita ser protegida por medidas de
biosseguranca (MOENNIG et al., 2005; SILVEIRA et al., 2018; EVANS et al., 2019;
BAUERMANN; RIDPATH, 2021). Rebanhos com baixos titulos de anticorpos para BVDV
sdo populacdes em risco que podem sofrer graves consequéncias com a introducao da agente
no local. Por sua vez, rebanhos com alta soroprevaléncia teriam pouco beneficio com a
utilizacdo da vacinagéo contra BVDV, sendo a identificagéo e eliminagdo de animais Pl o
foco principal de programas de prevencéo e controle (LANYON et al., 2014).
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Para evitar a reintroducdo da infeccdo, deve-se recorrer as medidas basicas de
biosseguranca e a testagem de todos os animais antes de ingressarem na propriedade. Com
isso, é possivel manter os rebanhos livres da infeccdo, uma vez que a principal forma de
introducdo da infeccdo na propriedade é por meio de animais infectados (RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2017).

Considerando que tanto a epidemiologia quanto a patogénese do BVDV ainda ndo foram
completamente elucidadas, seu controle torna-se complexo e, normalmente, varios desafios
surgem durante o processo de erradicacdo da doenga em um rebanho. Sugere-se que em areas
de alta densidade de animais com alta prevaléncia do BVDV o0 manejo seja feito com base
em quatro principios: biosseguranga, descarte de animais Pl, monitoramento permanente e
vacinacdo. Para o sucesso de um programa de erradicacdo esses principios devem ser
implementados simultaneamente, de forma rigida e constante (BAKER et al., 1987;
LAUREYNS et al.,2017).

O controle da infeccdo por BVDV pode ser efetuado com ou sem o0 uso de vacinas,
dependendo do historico do rebanho, do risco de introducdo do agente e de outros fatores
epidemioldgicos. A manutencao de um rebanho livre de BVDV sem vacinagdo é complexo
devido & ampla distribuicdo do virus e as multiplas possibilidades de rotas de entrada no
rebanho (BAKER et al., 1987; DEREGT; LOEWEN, 1995). Para evitar a introducdo da
infeccdo, deve-se recorrer as medidas bésicas de biosseguranca, como testar todos 0s animais
antes de ingressarem na propriedade. Com essa medida, € possivel manter rebanhos livres
da infeccdo, pois a principal forma de introducéo do virus é por meio de TI ou PI.

O virus também pode entrar no rebanho através de outros animais domésticos (ovinos,
caprinos, bubalinos e suinos) ou silvestres (javalis, cervideos), via sémen contaminado,
transferéncia de embrides e fomites (BAKER et al., 1987). Terneiros (potencialmente Pl) e
fémeas gestantes soropositivas (potencialmente carreando fetos PI) devem ser especialmente
considerados, pois representam potenciais formas de introdugdo do virus nos rebanhos
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

O controle sem vacinacdo € indicado para casos especificos de rebanhos fechados, sem
0 ingresso frequente de animais e, consequentemente, de baixo risco. Rebanhos extensivos
de gado de corte geralmente se enquadram nessa categoria. Esse tipo de controle é também

indicado para rebanhos cujos parametros reprodutivos e clinicos ndo registrem eventos
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sugestivos da infeccdo. Rebanhos com sorologia negativa e cujo ingresso de animais seja
raro ou eventual também nédo apresentam grande risco de introducéo do agente.

O controle com vacinagéo é indicado para rebanhos com alta rotatividade de animais,
rebanhos com sorologia positiva, com historico de doenga clinica e reprodutiva e com
confirmacdo da presenca do BVDV (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). E
recomendado o uso de vacinas principalmente para a imunizagdo de fémeas suscetiveis, de
2 a 3 semanas antes da temporada de reproducéo, prevenindo a transmissédo transplacentaria
e consequente geracdo de animais PI (MOENNIG et al., 2005). A vacinacgdo deve seguir 0
esquema indicado pelos fabricantes. Em terneiros, a vacinacdo é indicada para prevencao de
doencas respiratérias e digestivas severas e deve ser feita aos 4 a 6 meses de idade, sendo
aplicada uma segunda dose de 30 a 40 dias apds a administracdo da primeira dose. Alguns
animais ainda podem possuir anticorpos maternos nessa idade, sendo recomendada
realizacdo de um reforgo aos 8 ou 12 meses de idade. Para manutencdo dos titulos de
anticorpos neutralizantes, os animais devem ser revacinados a cada 6 a 12 meses. O controle
com vacinacgdo também é indicado para propriedades de terminacdo de novilhos, nas quais
animais de varias procedéncias sdo agrupados e mantidos em alta densidade por éarea.
Rebanhos leiteiros, com introducdo frequente de animais e troca de reprodutores, também
podem ser aconselhados a realizar a vacinag¢do. Rebanhos que comercializam reprodutores,
mesmo que sejam negativos, podem vacinar os animais destinados a venda, o que protege
de eventual infeccdo nos rebanhos de destino (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES,
2017).

A escolha da vacina e o protocolo vacinal ajudam a maximizar a eficiéncia de imunizagéo
dos animais. H& muitas vacinas comercialmente disponiveis e, geralmente, elas estdo em
combinag¢do com outras vacinas virais e/ou bacterianas. Elas podem conter virus vivos
atenuados (MLV) ou inativados (KV), ser mono ou polivalentes e formuladas com
adjuvantes oleosos ou hidréxido de aluminio, de forma que a resposta imune é tanto humoral
quanto celular (FAIRBANKS; SCHNACKEL; CHASE, 2003). As MLV geralmente
induzem uma resposta imune mais rapida, mais ampla e duradoura que as KV, além de
fornecerem uma protecdo fetal mais robusta. Isso porque elas induzem titulos maiores de
anticorpos neutralizantes e uma resposta imune celular mais potente (DOWNEY-SLINKER
et al.,, 2016; PLATT et al., 2017; WALZ et al., 2018). Contudo, muitas vezes a KV &

administrada por ela ser mais segura do que as MLV, por ndo serem imunodepressoras e
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nem patogénicas. Antigamente, ndo era recomendada a administragdo de MLV em fémeas
gestantes, devido ao risco de infeccdo transplacentéria, além de haver o risco de indugéo da
DM em animais PIl. Porém, atualmente, ha vacinas MLV aprovadas para a vacinagdo de
fémeas gestantes, sob algumas condicdes especificas (KALAYCIOGLU; RUSSELL;
HOWARD, 2012; NEWCOMER; CHAMORRO; WALZ, 2017).

Atualmente, o principal foco no desenvolvimento de vacinas é ampliar a protecdo
heter6loga e melhorar a eficacia na protecdo fetal, basicamente para prevenir o nascimento
de animais PIl. Portanto, vacinas mais modernas, empregando novas tecnologias e novos
adjuvantes estdo sendo desenvolvidas e testadas experimentalmente. Como exemplo, tém-
se as vacinas de DNA, de nanoparticulas ou recombinantes de subunidade, que geralmente
possuem como antigeno a glicoproteina E2 dos pestivirus, que é carreada e/ou expressa em
vetores como alfavirus, baculovirus ou adenovirus (LOY et al., 2013; PECORA et al., 2015;
LOKHANDWALA et al., 2017; CAl et al., 2018; CHUNG et al., 2018; CIBULSKI et al.,
2018). Antigamente, o subgenétipo predominante nas vacinas tradicionais para BVD era o
BVDV-1a (RIDPATH; BOLIN, 1994). Essas eram vacinas polivalentes (BVDV, BHV-1,
PI-3 e BRSV), inativadas e produzidas com isolados Norte-Americanos e Europeus. As
vacinas mais recentes tendem a incluir BVDV-1b e BVDV-2a na composic¢do. Até o
momento, ndo ha nenhuma vacina contendo HoBiPeV (BAUERMANN et al., 2013b).

Cabe ressaltar que h& necessidade de uma constante atualizacdo acerca das diferentes
espécies e subgendtipos de pestivirus em circulacdo (NEWCOMER et al., 2017). As falhas
vacinais mais importantes estao relacionadas a variabilidade genética (DENG et al., 2015) e
antigénica (FLORES et al., 2005) do BVDV. O mais indicado é que as vacinas contenham
amostras ou antigenos virais semelhantes aqueles presentes na regido na qual serd usada
(FULTON et al., 2003; 2009; MAHONY et al., 2005; HOUE et al., 2006).

A reatividade sorologica cruzada entre 0s pestivirus & geralmente baixa, com
neutralizacdo cruzada apenas parcial, e isso apresenta implicacfes importantes para o
diagndstico e para a eficacia vacinal. Ha evidéncias de protecdo cruzada imunoldgica entre
algumas cepas de BVDV, incluindo de diferentes genétipos (SCHNACKEL; CHASE,
2003). No entanto, foi demonstrado que a protecdo cruzada imunologica é incompleta entre
subgendtipos de BVDV, em que a vacina¢do com BVDV-1a e BVDV-2a ndo preveniram a
infeccdo por BVDV-1b a partir de animais Pl (FULTON et al., 2005b). Portanto, as

diferengas genéticas e antigénicas dos pestivirus possuem implicacfes no diagnostico e
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controle por vacinagdo (FLORES et al., 2002), de modo que vacinas que contenham
subgendtipos distintos aos circulantes em infec¢des naturais provavelmente ndo fornecam
protecdo adequada aos animais (FAIRBANKS; SCHNACKEL; CHASE, 2003; FULTON et
al., 2005a).

Ademais, ha relatos de que vacinas contendo BVDV-1 e BVDV-2 induziram um baixo
titulo de anticorpos neutralizantes contra o0 HoBiPeV, o que pode ndo conferir a protecéo
necessaria contra a infeccdo por esse pestivirus (BAUERMANN et al., 2013a; DECARO et
al., 2013; DIAS et al., 2017). Este questionamento também foi abordado apds um estudo in
vivo que verificou que a imunidade desenvolvida por uma vaca apés a gestacdo de progénie
persistentemente infectada (PI) por BVDV néo foi suficiente para prevenir uma subsequente
infeccdo fetal causada por HoBiPeV (BAUERMANN; FALKENBERG; RIDPATH, 2013).

Nos EUA e UE, existem dezenas de vacinas contra 0 BVDV, mono e polivalentes,
atenuadas e inativadas. Aproximadamente 80% da populacdo bovina da América do Norte é
vacinada, e estima-se que essa taxa de vacinagdo seja quatro vezes maior do que na Europa,
que apresenta cerca de 20% da populacdo bovina vacinada. Entretanto, varios paises na
Europa, por exemplo, Austria, Dinamarca, Finlandia, Suécia, Noruega, ndo permitem a
vacinacao para BVDV (MOENNIG et al., 2001; SCHARNBOCK et al., 2018).

No Brasil, a vacinacdo ainda é incipiente e realizada de forma desigual entre as diferentes
regides e sistemas de producdo (FLORES et al., 2005). A maioria das vacinas licenciadas
para 0 BVDV no Pais sdo inativadas e contém apenas BVDV-1a ou BVDV-1a e BVDV-2bh.
Recentemente, uma vacina viva atenuada contendo as cepas KE-9 (BVDV-1b) e NY-93
(BVDV-2a) recebeu autorizacdo de comercializacdo no Pais (CTNBio, 2016). Até o
momento ndo existem vacinas comerciais disponiveis para o virus HoBiPeV e nem para 0s
subgendtipos recentemente identificados de BVDV-1 e BVDV-2 (WEBER et al., 2014b;
SILVEIRA et al., 2017; 2018; DIAS et al., 2017; SILVA et al., 2021).

Diversos trabalhos realizados com as vacinas disponiveis no Brasil tém demonstrado
baixa eficiéncia frente aos isolados brasileiros, além de uma producdo de baixos titulos de
anticorpos e de auséncia de protecao fetal (VOGEL et al., 2002; ANZILIERO et al., 2015).
Isso deve-se, principalmente, a grande diversidade genética e antigénica observada nas cepas
de BVDV. Para alcancar uma melhor imunidade de rebanho, as vacinas utilizadas no Brasil
necessitam ser revisadas, devendo conter as cepas prevalentes ou tipos antigénicos presentes
no Pais (BIANCHI et al., 2011; WEBER et al., 2014a, 2014b; SILVEIRA et al., 2017;
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2018), pois a protecdo contra cepas homdlogas a da vacina geralmente é superior quando
comparada a cepas heterdlogas. Portanto, as pesquisas que visam conhecer quais pestivirus
circulam em um pais sdo extremamente relevantes (MAHONY et al., 2005; RIDPATH et
al., 2010; NEWCOMER; GIVENS, 2013; BRODERSEN et al., 2014).

Com base nisso, ndo h4 nenhuma vacina considerada 100% eficaz. Substituir as vacinas
inativadas por vacinas mais eficazes, como as MLV ou vacinas de subunidade, expressas em
diferentes sistemas, pode ser uma boa op¢do (PECORA et al., 2015). Apesar da grande
quantidade de vacinas, a maioria dos programas de controle e erradicacdo ndo adota a
vacinacdo, sendo que, em todos os paises onde foi atingido o status de zona livre do agente,
como nos paises escandinavos, vacinas ndo foram utilizadas. Nesses paises, o principal
objetivo foi a identificacdo e a remocdo dos animais PI. A vacinacdo ndo foi utilizada como
parte do programa de erradicacdo devido ao fato de que, com a vacinacdo, perde-se o
indicador soroldgico da presenga da infecgdo no rebanho. A incidéncia do BVDV era
relativamente baixa, 0 que encorajou que fosse implementado o programa de erradicacéo
sem a utilizacdo de vacina. Além disso, a importacdo de animais, o transporte e a densidade
eram relativamente baixos quando comparados com outros paises como o Brasil, por
exemplo.

Em paises em que a prevaléncia do BVDV é proxima ou acima de 50%, associada com
uma grande movimentagdo e importagdo de animais, programas de controle e erradicagao
devem utilizar a vacinacdo do rebanho, além da identificacdo e eliminacdo dos animais Pl
(BAUERMANN; FLORES, 2017). Considerando que tanto a epidemiologia quanto a
patogénese do BVDV ainda ndo foram completamente elucidadas, seu controle torna-se
complexo e, normalmente, varios desafios surgem durante o processo de erradicacdo da
doenca em um rebanho. Sugere-se que em areas de alta densidade de animais com alta
prevaléncia do BVDV o0 manejo seja feito com base em quatro principios: biosseguranca,
descarte de animais PI, monitoramento permanente e vacinagdo. Para 0 sucesso de um
programa de erradicacao esses principios devem ser implementados simultaneamente, de
formarigida e constante (BAKER et al., 1987; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017;
LAUREYNS et al.,2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Em decorréncia da escassez de dados sobre pestivirus de ruminantes nas regides Norte e
Nordeste do Brasil associado ao crescente aumento dos rebanhos bovinos nessas regides, o
objetivo geral dessa dissertagdo é a geragdo de dados epidemioldgicos que servirdo de
subsidio para elaboracdo de programas oficiais de prevencdo e controle, e futuramente,

erradicacdo de pestivirus de ruminantes no Brasil.
3.2 Objetivos Especificos

Determinar as espécies e subgenotipos de pestivirus de ruminantes presentes na regido Norte

do Pais, através do sequenciamento parcial de seus genomas, seguido de andlise filogenética.

Determinar a soroprevaléncia das espécies de pestivirus nos rebanhos da regido Norte e
Nordeste do Brasil através de analises sorologicas utilizando a técnica de soroneutralizacédo
(SN).

Embasar futuros programas oficiais de prevencéo e controle.
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4. MANUSCRITO CIENTIFICO

Os materiais e métodos empregados na realizacao deste estudo e os resultados gerados serdo
apresentados na forma de manuscrito cientifico. Aléem dos dados sobre a Regido Norte, foco
desta dissertacao, o artigo contera também os dados referentes a Regido Nordeste, que foram
objeto de estudo da dissertacdo de Daniela Eliete Puhl (2019). O manuscrito estd em
processo de escrita e posteriormente sera realizada corre¢do da ortografia e gramatica
inglesa. A submissdo do artigo sera feita para a revista cientifica Transboundary and
Emerging Diseases, que apresenta fator de impacto 5.005 e Qualis Capes A2.
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5. DISCUSSAO GERAL

A atividade agropecuéria brasileira desempenha um importante papel na economia
global e a bovinocultura tem sido um ponto estratégico para o desenvolvimento deste setor.
De acordo com o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada, em parceria com a
Confederagdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil, em 2020 o agronegdcio brasileiro foi
responsavel por 26,6% do PIB nacional (CEPEA; CNA, 2020). No mesmo ano, o rebanho
bovino brasileiro foi o maior do mundo, representando 14,3% do rebanho mundial (USDA-
FAS, 2020). Apesar da importancia da bovinocultura no pais, as doencas infectocontagiosas,
principalmente as doengas virais, comprometem tanto a salde quanto a produtividade dos
animais, sendo uma preocupacao constante nos programas de sanidade animal (HOUE et al.,
2003). Com cada vez mais paises recebendo certificacdo de zona livre de Febre Aftosa (OIE,
2021), os pestivirus de ruminantes tém se tornado os virus de maior importancia para a
bovinocultura mundial e causam grandes perdas econdmicas em rebanhos leiteiros e de corte
em todo mundo (LANYON et al., 2014; RICHTER et al., 2017).

Embora os pestivirus estejam amplamente difundidos no territério nacional, ndo existe
um programa oficial de controle e erradicacdo de pestivirus de ruminantes no Brasil. VVarios
relatos mostram a presenca da infeccdo pelo BVDV no Brasil desde a década de 1960
(CORREA et al., 1968). Desde entdo, diversos estudos foram realizados demonstrando a
ampla distribuicdo de BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV nos rebanhos bovinos brasileiros, com
taxas de soropositividade variando entre 18 e 90% (CANAL et al., 1998; POLETTO et al.,
2004; FLORES et al., 2005; THOMPSON et al., 2006; QUINCOZES et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2013; WEBER et al. 2014; SILVEIRA et al., 2017; 2018; MOSENA et
al., 2017a; 2017b).

Considerando que tanto a epidemiologia quanto a patogénese do BVDV ainda ndo foram
completamente elucidadas, seu controle torna-se complexo, podendo surgir durante o
processo de erradicacdo da doenca em um rebanho. Em areas com alta densidade animal e
com alta prevaléncia de pestivirus de ruminantes, 0 monitoramento permanente dos rebanhos
deve ser implementado de forma constante, associado as medidas de biosseguranca,
identificacdo e eliminacdo de animais Pl e utilizacdo de vacinas eficazes. (BAKER et al.,
1987; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017; LAUREYNS et al., 2017). Portanto,
pesquisas que visam identificar e caracterizar os pestivirus em determinadas regides sao

essenciais para implementacéo de programas de prevencéo e controle bem-sucedidos.
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As informagdes contidas nessa dissertacdo melhoram a compreensdo da diversidade
genética e antigénica dos pestivirus de ruminantes em regides onde os dados
epidemioldgicos acerca desse agente viral sdo escassos, ou até mesmo, inexistentes. O
conhecimento sobre os pestivirus circulantes € significativo para o estabelecimento de
ferramentas diagnosticas e programas de controle eficientes. A combinacdo de pestivirus
registrada no Brasil € Unica e representa uma das maiores diversidades genéticas ja descritas
no mundo.

E importante enfatizar que o Brasil possui diferentes biomas e regides geograficas
distintas, bem como diferentes sistemas de criacdo de animais. O conhecimento da
diversidade genética regional dos pestivirus ruminantes € importante para o estabelecimento
de protocolos de vacinacdo adequados que incluam as principais variantes virais em
circulacdo no pais. Abordagens de controle envolvendo uma colaboracdo mais forte entre
epidemiologistas, economistas e cientistas serdo essenciais para o progresso dos esforgos
para erradicar a BVD de mais paises em todo o mundo (EVANS et al., 2019).

E necessério fornecer conclusbes mais robustas para veterinarios e para 0s Servicos
oficiais de vigilancia e saude publica acerca dos fatores que influenciam a prevaléncia de
BVDV em determinadas regides do pais e para apoiar o planejamento de esforcos de
intervencdo futuros, como possiveis embargos sanitarios a produtos de origem brasileira.

Apesar de ndo ser o foco dessa dissertacdo, é importante salientar que ao compararmos
os indices de produtividade presentes no Norte do Brasil, é possivel observar que ha uma
relacdo direta entre 0 nimero de animais e as areas de desmatamento da Amazonia legal,
onde os maiores rebanhos localizam-se nas areas mais devastadas. A produtividade animal
no rebanho brasileiro aumentou 159% desde a década de 1990, ou seja, 0 mesmo nimero de
animais esta produzindo mais quilos de carne por hectare (ANUALPEC, 2020). No entanto,
é possivel melhorar mais esses indices produtivos, aliando bem-estar animal e sanidade do
rebanho, visando aumentar a produtividade e rentabilidade e reduzir os impactos ambientais,
tornando essa cadeia produtiva mais sustentavel. Entretanto, os animais sé conseguirdo
atingir o maximo do seu potencial zootécnico se estiverem saudaveis. Através de estudos
epidemioldgicos é possivel identificar as principais enfermidades que acometem os rebanhos
brasileiros e a partir disso desenvolver estratégias para manter o rebanho saudavel ao invés
de aumentar cada vez mais 0 tamanho dos rebanhos nessas regides que deveriam ser de

preservacdo ambiental.
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Em resumo, este estudo fornece informagbes epidemioldgicas que auxiliam a
compreensdo dos pestivirus em circulagdo no Norte e Nordeste do Brasil. Nossos resultados
enfatizam a necessidade de monitoramento continuo do rebanho e investigacfes adicionais
para o desenvolvimento de ferramentas diagnoésticas e vacinas mais eficazes que poderao
contribuir para o controle dos pestivirus no Brasil.

O laboratério de Virologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) possui linhas de pesquisa de virus em bovinos, em especial de
pestivirus de ruminantes. No laboratério, ndo somente é feito o diagndstico, mas também a
identificacdo dos pestivirus encontrados nas amostras, contribuindo com a pesquisa acerca
destes virus no Brasil (CANAL et al., 1998; WEBER et al., 2014a; 2014b; 2016; SILVEIRA
et al., 2017;2018; MOSENA et al., 2017; 2020). Como contribui¢do a linha de pesquisa do
laboratdrio, nessa dissertacdo foram descritos:

1. Uma cepa pertencente ao BVDV-1 subgenoétipo ‘e’, que foi detectada pela primeira
vez no Norte do Brasil, sendo antes somente descrita na regido Sul.

2. Duas cepas de HoBiPeV detectadas na regido Norte do Brasil.

3. Informac0es acerca da soroprevaléncia dos rebanhos da regido Norte e Nordeste do
Brasil, identificando presenca de altos titulos de anticorpos principalmente para HoBiPeV,
no Norte; e BVDV-2 no Nordeste.

Cabe ressaltar que esse é o primeiro estudo que, através de uma abordagem soroldgica e
molecular, traz informacdes sobre os pestivirus circulantes nos rebanhos da regido Norte do

Brasil.
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