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RESUMO

Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sdo importantes patdgenos
gue podem afetar os tratos respiratorio e genital e o sistema nervoso central de
bovinos. Visando iniciar um estudo sobre a distribuicdo destes virus em sémen
de bovinos no Brasil, foi realizada a deteccdo de BoHV-1 e 5 em amostras de
sémen através de duas reacBes em cadeia da polimerase do tipo nested
(nPCRs) espécie-especificas. Foram testadas 53 amostras de sémen fresco e
23 amostras de sémen em palheta coletados de touros de dois estados
brasileiros. DNA de BoHV-5 foi detectado em todas as amostras e 34 dessas
também foram positivas para BoHV-1. Em cinco amostras de sémen fresco e
em 13 amostras de sémen em palheta foi possivel isolar BoHV-1 e/ou BoHV-5
infeccioso. Demonstramos, assim, que ambos os tipos virais foram detectados
em amostras de sémen de bovinos brasileiros, destacando a importancia de se
monitorar a presenca desses agentes em sémen de touros, para reduzir o risco
de transmisséo dessas viroses.

Além disso, com o objetivo de contribuir com o controle destas infec¢cdes no
territorio brasileiro, nesse estudo também se propds a construcdo de um virus
recombinante com delecdo do gene UL49.5, que codifica uma proteina de
evasao imune, a partir de uma amostra de BoHV-5 gE’, glI" e US9". Para isso,
foi construido um cassete de delecdo contendo o gene UL49.5 mutado que foi
co-transfectado com DNA viral em células eucarioticas de bovinos. Até o
momento ndo foi possivel isolar virus recombinantes, entretanto, varios
parametros de transfeccdo foram aqui otimizados, o que facilitara a futura
obtencao deste recombinante.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saulde, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (118 p.) Fevereiro, 2011.



DETECTION OF BOVINE HERPESVIRUS 1 AND 5 IN SEMEN FROM
BRAZILIAN BULLS & CONTRUCTION OF A UL49.5 GENE DELETED BoHV-5
SAMPLE 2
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ABSTRACT

Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are important pathogens of the
respiratory and genital tract of cattle and may also affect the central nervous
system. Aiming begin the study of the distribution of these viruses in semen of
Brazilian bulls, it was performed here the detection of BoHV-1 and 5 in semen
samples by two species-specific nested polymerase chain reactions (nPCRS).
Fifty three fresh semen samples and 23 frozen semen samples from two
Brazilian states were tested. DNA of BoHV-5 was detected in all samples and
34 of these were positive for BoHV-1 as well. In addition, in 5 fresh semen
samples and 13 frozen semen samples infectious BoHV-1 and /or BoHV-5 was
isolated. Thus, we demonstrated that both viruses are detected in Brazilian
semen samples, highlighting the importance of search for these agents in bull
semen to reduce the risk of transmitting these viruses.

Moreover, in order to contribute with control of these infections in Brazilian
territory, this study also aims to make a recombinant virus with a deletion in the
UL49.5 gene, which codes for an immune evasion protein, in a BoHV-5 gE’, gI’
and US9 sample. To achieve this, a deletion cassette with a mutated UL49.5
gene was built and co-transfected with viral DNA in eukaryotic bovine cells.
Hitherto no recombinant virus was isolated; however, many transfection
parameters were optimized, favoring the achievement of the recombinant.

“Master of Science dissertation in Environment Microbiology, Institute of Basic Health
Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (118 p.)
February, 2011.
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1. Introducéo

Os herpesvirus bovinos (BoHV) sédo patdgenos deimportancia
veterinaria, sendo responsaveis por grandes prejuizos econOmicos ha
bovinocultura (Turin et al.,, 1999; Weiblen et al., 1992; Silva et al., 2000). O
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) esta mais associado com doencas nos
tratos genital e respiratério em bovinos, enquanto que o herpesvirus bovino tipo
5 (BoHV-5) é o principal causador de meningoencefalites nesses animais,
embora também possa infectar o trato genital. Ambos os virus ainda estéo
relacionados com falhas reprodutivas, como retorno ao estro e abortos,
manifestacbes que sdo responsaveis pelas perdas mais significativas
associadas aos herpesvirus (Engels & Ackermann, 1996; Dejucq & Jegou,

2001; Thiry et al., 2006).

Os virus BoHV-1 e 5 apresentam uma alta reatividade cruzada em
métodos soroldgicos padrdes, devido a sua estreita relacdo antigénica,
consequéncia do alto grau de similaridade molecular entre os dois. Sendo
assim, a prevaléncia tipo-especifica ainda ndo foi determinada (Teixeira et al.,
1998; Esteves, 2001). Como outros alfaherpesvirus, esses virus podem causar
infeccdes latentes nos ganglios trigémeos e paravertebrais, de onde eles

podem eventualmente ser reativados, voltando a causar uma infeccao



produtiva (Davies & Duncan, 1974; Ackerman & Wyler, 1984). Durante
episodios de reativacao viral de ganglios paravertebrais, a excrecdo de virus
infeccioso pode levar a contaminacdo do sémen, o que contribui para a
disseminacdo viral através da monta natural e/ou inseminacao artificial e,
potencialmente, leva a falhas reprodutivas e consequentes prejuizos
econdbmicos (Roizman & Sear, 1987; van Engelenburg et al., 1993; Engels &

Ackermann, 1996).

Em virtude dos significantes danos que estes agentes causam na
industria de bovinos, muitos paises véem estabelecendo campanhas de
controle e erradicacao da doenca (Alegre et al., 2001). Em paises com criacdes
grandes e com alta prevaléncia de animais soropositivos, como ocorre no caso
do Brasil, a erradicagdo em nivel nacional torna-se inviavel e muito cara
(Cerqueira et al., 2000; Médici et al., 2000; Vieira et al., 2003; Barbosa et al.,
2005; Quincozes, 2005; Holz et al., 2009; Campos et al., 2009). Por isso, a
alternativa que vem sendo tomada nesses casos, como forma de controle da
disseminacdo da doenca, € a vacinacdo (Castrucci et al., 2002; Jones &
Chowdhury, 2008). Entretanto, a maioria das vacinas disponiveis no mercado
sdo contra BoHV-1 e ndo ha consenso na literatura a respeito da protecéo
cruzada que essas vacinas confeririam contra BoHV-5 (Del Médico Zajac et al.,
2006; Silva et al., 2006; Spilki et al., 2004). Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de vacinas que protejam contra infec¢cées por BoHV-5, que
possam produzir uma resposta imunologica significativa e que,
preferencialmente, sejam passiveis de diferenciacdo da resposta produzida

pelo virus selvagem.



Como forma de adaptacdo ao seu hospedeiro, muitos virus
desenvolveram diversas estratégias para escapar da resposta imune especifica
— nesse caso, evasao da resposta citotoxica por linfécitos T CD8+. Um desses
mecanismos afeta a apresentacdo de antigenos no contexto do Complexo
Maior de Histocompatibilidade de Classe | (MHC I), através do bloqueio da
translocacdo e do carregamento de antigenos pela proteina Transportadora
Associada ao Processamento de Antigeno (TAP) (Nataraj et al.,1997; Koppers-
Lalic et al., 2001; Ambagala et al., 2003). Com base em estudos recentes,
acredita-se que a UL49.5 seja a proteina responsavel pelo bloqueio da TAP em
células infectadas pelo BoHV-1, diminuindo drasticamente a expressao de
MHC | na superficie celular durante momentos da replicacdo viral (Koppers-
Lalic et al.,, 2008). Assim, a expressdo da UL49.5 apresenta um importante
papel na adaptacdo a resposta imunoldgica dos hospedeiros e, portanto, € um

alvo potencial de manipulagéo no desenvolvimento de vacinas atenuadas.

Dessa forma, dada a importancia econdmica dos herpesvirus
bovinos em nosso meio, € preciso que haja um controle em relagédo a presenca
desse virus em material biolégico utilizado em préaticas reprodutivas na
bovinocultura, bem como também se faz imperativo um controle da
meningoencefalite herpética através do desenvolvimento de vacinas
especificas. Os métodos de deteccdo molecular, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), representam uma alternativa interessante para a deteccao
desses agentes, uma vez que eles permitem ndo apenas diferenciacdo, mas
também séo capazes de diagnosticar a presenca de virus mesmo quando ha

um baixo niumero de copias dos mesmos. Como forma de controle, ainda se



faz necessario o desenvolvimento de uma vacina contra BoHV-5. Uma vacina
diferencial com uma delecdo do gene UL49.5 poderia produzir uma resposta
imunoldgica de maior magnitude no hospedeiro, aumentando as chances de

sucesso na formacao de uma protecéo especifica contra o virus.

1.1 Objetivos Gerais:

Demonstrar a presenca de BoHV-1 e 5 em amostras de sémen;

Construir um virus recombinante, a partir de uma amostra de BoHV-

5gE’, gl' e US9, que possua uma delecao do gene UL49.5.

1.1.1 Objetivos Especificos:

Padronizar um método de extracdo de DNA em amostras de sémen

fresco e de palheta;

Detectar BoHV-1 e 5 em amostras de sémen através do isolamento

viral;

Detectar BoHV-1 e 5 em amostras de sémen através da aplicacéo

de uma reagéo em cadeia da polimerase tipo nested (nPCR);

Construir um cassete de delecdo do gene UL49.5;

Otimizar a técnica de transfeccéo, determinando o método mais

eficiente e células mais susceptiveis a técnica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ordem Herpesvirales

Os herpesvirus estdo entre os maiores e mais complexos virus
existentes na natureza (Davison, 2002). O numero de herpesvirus descritos €
crescente: atualmente sdo conhecidos herpesvirus para a maioria das espécies
de animais vertebrados, e até mesmo ja ha descrito um herpesvirus que infecta
hospedeiros invertebrados (Davison et al. 2005; McGeoch et al., 2006). Assim,
com o objetivo de abrigar adequadamente o vasto numero de herpesvirus
conhecidos, foi criada em 2009 a ordem Herpesvirales. Essa ordem ¢é
composta por trés familias (Alloherpesviridae — que compreende virus de
peixes e anfibios -, Herpesviridae — que permaneceu com 0s virus de
mamiferos, aves e répteis - e Malacoherpesviridae — até 0 momento com um
anico constituinte, um virus de moluscos bivalves), 3 subfamilias (todas
pertencentes a Familia Herpesviridae), 17 géneros, 30 espécies de virus e
outros 48 possiveis espécies virais ainda ndo classificadas (Davison et al.,

2009; Davison, 2010).

2.2 Morfologia dos herpesvirus

Os herpesvirus sdo um grupo de grandes virus de DNA, que
possuem virions com uma arquitetura muito particular. Dessa forma,

historicamente, entre os anos 60 e 80, a designacdo de um herpesvirus era



feita primeiramente com base na morfologia da particula viral (McGeoch et al.,
2006). Embora esse fator tenha sido atualmente suplantado pelas sequéncias
protéicas e nucleotidicas (Davison, 2002), ele ainda € um fator determinante
para a classificacdo dos herpesvirus. Tipicamente, um virion é formado por
quatro partes: o envelope viral, o tegumento, o capsideo e o “core”. A Figura

2.1 mostra um esguema com 0S principais componentes e uma

eletromicrofotografia de um herpesvirus.

Figura 2.1. Morfologia dos herpesvirus. Em A, uma microeletrofotografia e, em B, um
desenho esquematico das principais estruturas (indicadas pelas setas) dos herpesvirus
(adaptado de Mettenleiter et al., 2003 e c.f. Northwestern).

O envelope viral € uma camada lipidica derivada de membranas
celulares, com aparéncia trilaminar, que recobre a particula viral, encontrando-
se frouxamente ligada ao capsideo (c.f. ICTVdB®). O tamanho dos herpesvirus
— estimado por coloragéo negativa em microscopia eletronica — varia entre 120
e 300 nm de diametro. Uma possivel explicacdo para essa variabilidade é a
espessura do tegumento. Quando o envelope viral esta integro, os herpesvirus

apresentam um formato quase esférico; quando o envelope est4 rompido, os



herpesvirus adquirem uma forma semelhante a de um ovo frito (Roizman et al.,
1992). Atravessam o envelope e ficam expostas na superficie do virion muitas
glicoproteinas. Algumas dessas sdo importantes alvos da resposta imunoldgica
do hospedeiro (Roizman & Pellett, 2001). Outras dessas glicoproteinas
desempenham um papel importante em varios processos da infeccéo viral,
como a UL49.5 (ou glicoproteina N), que esta envolvida com a maturacao da
particula viral (em conjunto com a glicoproteina M) e , em alguns herpesvirus,
com a evasdo da resposta imunologica do hospedeiro (Jons et al.,, 1996;

Lipinska et al., 2006).

O capsideo é uma estrutura protéica de simetria icosaédrica com
didametro entre 100 a 110 nm. Essa estrutura € formada por varias
subunidades, chamadas de capsémeros (c.f. ICTVdB?®). O capsideo é formado
no total por 162 dessas subunidades, sendo 12 capsémeros pentaméricos,
localizados nos 12 veértices dos triangulos, e 150 capsémeros hexaméricos, que
compbe as faces do icosaedro (Franco & Roehe, 2007). O capsideo é
composto por apenas cinco proteinas altamente conservadas (pUL19, pUL18,
pUL38, pUL35 e pUL6), cada uma com uma funcdo especifica. Como muitas
das proteinas estruturais, as proteinas do capsideo parecem nado estar
associadas a membrana, presume-se que esses componentes estruturais
residam voltados para o tegumento (Mettenleiter et al., 2006). E no capsideo
em que as glicoproteinas do envelope estdo ancoradas. Ja foram descritas
pelo menos dez glicoproteinas virais, estando a maioria envolvida no processo

de entrada ou disperséo viral (Roizman & Pellet, 2001).



Preenchendo o espaco entre o envelope o capsideo, ha o
tegumento. Trata-se de um material globular, cuja quantidade presente pode
variar, possibilitando a variagdo na morfologia encontrada nos herpesvirus (c.f.
ICTVdB?). Ele é composto por proteinas, algumas com fungdes muito
importantes na replicacdo viral, como a ativacdo da transcricdo dos genes
alvos (proteina VP16 ou aTIF) e na supressao da sintese protéica celular
(VHS). Entretanto, na auséncia de um subconjunto de proteinas virais do
tegumento, a incorporacdo de proteinas celulares, como a actina, é reforcada.
Dados indicam que delecbes de proteinas especificas do tegumento
influenciam na incorporacéo de proteinas do hospedeiro no virion. Assim, além
da sua importancia estrutural, ligando o envelope e o capsideo, o tegumento
poderia funcionar como um compartimento de particulas, permitindo o

transporte das mesmas (Mettenleiter et al., 2006).

Por fim, ha o “core” — também chamado de nucleo —, dentro do qual
esta localizado o genoma viral. Nessa estrutura ha ainda algumas proteinas

codificadas pelo proprio virus dentro desse ndcleo (c.f. ICTVdB?).

2.3 Genoma dos herpesvirus

Autalmente ha 122 sequéncias completas (ou quase completas) de
genomas de herpesvirus disponiveis, oriundas de 51 espécies de herpesvirus,
para as quais pelo menos um virus foi sequenciado, conforme a base de dados
NCBI. Ha também sequéncias parciais de praticamente todos o0s outros
herpesvirus com classificacdo taxonémica formal — uma vez que, de fato, esse

€ um pré-requisito para a classificacdo viral (Davison, 2010). O genoma dos



herpesvirus consiste de uma fita dupla linear de DNA, que pode diferir em
tamanho de acordo com a Familia. Na Familia Herpesviridae o tamanho do
genoma varia entre 124 Kb (Cercopithecine herpesvirus 9, CeHV9, um
varicelovirus de simio) e 241 Kb (Panine herpesvirus 2, PnHV2, um
citomegalovirus de chimpanzé). Da mesma forma, a composicdo nucleotidica
possui uma ampla divergéncia, variando de 32 a 75 % de conteudo de GC,
porém essa diferenca pode estar presente mesmo entre virus do mesmo

género (McGeoch et al., 2006).

No caso do herpesvirus humano tipo 1 (HHV-1), e considerando-o
como regra geral, o DNA circulariza-se imediatamente apo6s a liberagdo do
capsideo no nucleo das células infectadas (Roizman et al., 1992). Os genomas
de herpesvirus parecem ter uma unica extensédo nucleotidica 3’, ou seja, um
nucleotideo desemparelhado em cada terminagcdo; porém, eles ndo sao
complementares entre si (McGeoch et al., 2006). Os genomas de todos os
herpesvirus estudados também contém sinais para 0 empacotamento nas
regides terminais do DNA no capsideo (Roizman & Pellett, 2001). O tamanho
do genoma viral, caracteristico de cada espécie, ndo € um reflexo de
polimorfismos. As diferencas de tamanho dos genomas de isolados de um
mesmo virus podem ser tdo grandes quanto 10 Kb e frequentemente espelham
a existéncia de sequéncias repetidas ou a ocorréncia de dele¢des espontaneas
(Roizman et al., 1992). Os genomas dos herpesvirus apresentam entre 70 e

200 genes, de acordo com o tamanho do genoma viral.

Uma caracteristica intrigante do genoma dos herpesvirus é a

estrutura (arranjo) das sequéncias. A Figura 2.2 enfatiza as sequéncias
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repetidas terminais maiores que 100 pb. Os herpesvirus podem ser divididos
em seis grupos, designados de A a F. Nos genomas dos virus do grupo A,
exemplificado pelo IcHV-1, uma grande sequéncia terminal é diretamente
repetida na outra terminacdo. No grupo B, ao qual o pertence o virus de sagui
Saimiriine herpesvirus 1 (SaHV-1), a sequéncia terminal é diretamente repetida
diversas e por um numero variavel de vezes nas duas extremidades. No grupo
C, representado pelo virus Epstein-Barr Humano (HHV-4), o numero de
repeticbes terminais diretas € menor, mas pode haver outras sequéncias nao-
relacionadas, superiores a 100 pb, que sao diretamente repetidas e que
subdividem a sequéncia Unica (ou quase Unica) do genoma em diversos
trechos. No grupo D, do qual o virus humano Varicella-Zoster (HHV-3) faz
parte, a sequéncia em uma das pontas € repetida com a orientacdo invertida
internamente, formando dois dominios, uma regido Unica longa (componente L
ou longo) e uma regido Unica curta (componente S ou curto). Curiosamente,
nestes genomas, 0 componente S — que consiste no trecho de sequéncia Unica
flanqueada por repeticbes invertidas — pode se inverter em relagdo ao
componente longo, de modo que o DNA viral em geral consiste de duas
populagcdes equimolares, cuja Unica diferenca é na orientagdo do componente
S (em relacdo a orientacéo fixa do componente L). No grupo E, que abriga o
HHV-1, sequéncias das duas extremidades sdo repetidas internamente em
orientacdo invertida e justaposta, dividindo o genoma em dois componentes (L
e S). Nesse caso, podem ser encontradas quatro populacdes de DNA, pois 0s
dois componentes podem se inverter um em relacdo ao outro. Por fim, o grupo

F, do qual o citomegalovirus de camundongo Murid herpesvirus 1 é membro,
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ndo ha sequéncias terminais idénticas ou repetidas (Roizman et al., 1992).
Embora as sequéncias repetidas possam causar inversdo e expansao de
genes, o papel dessas repeticbes e a vantagem que elas conferiiam a

replicacao viral ainda ndo séo entendidos (Roizman & Pellett, 2001).

Grupo Arranjo da Sequéncia Isdmeros
LTR RTR
B NI r— e LTI 1
R4 R3 Rz R1
C 1] s — ———————— | |11 1 f——[] 1
IR Us TR
D . : 2
anb b’ anc Ug ca
F or———————— p— 1

Figura 2.2. Diagrama esquematico da organizacdo genOmica dos herpesvirus,
exemplificando os seis grupos existentes (coluna central). A esquerda, na figura, esta a
designacdo do grupo de arranjo do genoma; a direita, 0 niumero de isdmeros de DNA
possivelmente encontrados (em razdo da inversao dos componentes). As linhas horizontais
representam regides Unicas ou quase Unicas do genoma. As regifes repetidas sdo
mostradas como retangulos e estdo designadas como repeticdes terminais esquerdas ou
direitas (respectivamente, LTR ou RTR) para o grupo A, repetices R1 a R4 para repeticdes
internas do grupo C e repeticdes internas e terminais (IR e TR) para o gripo D. As
terminagBes do grupo E consistem de dois elementos: uma terminag¢édo contendo n copias de
uma sequéncia a ao lado de uma sequéncia maior b; a outra terminagcdo tem uma copia da
repeticdo direta da sequéncia a ao lado de uma sequéncia c. As terminagfes ab e ca estédo
inseridas internamente em uma orientacéo invertida, separando os dominios unico longo (UI)
e unico curto (Us). No grupo B, sequéncias sé@o repetidas numerosas vezes nas duas
terminacfes (Adaptado de Roizman & Pellett, 2001).

2.3.1 Classificacdo & funcdes génicas

Os genes de herpesvirus podem ser divididos em duas categorias:
“‘genes fundamentais” (genes core), que foram herdados de um ancestral

comum e, por conseguinte, constituem os sistemas fundamentais para a
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replicacédo; e os “genes acessorios” (genes non-core), que se desenvolveram
mais recentemente e, assim, representam o sistema auxiliar responsavel por
ajustar o virus a um nicho bioldgico particular. Os genes fundamentais estao
envolvidos principalmente na estrutura e montagem do capsideo viral, no
egresso do capsideo do nucleo, na replicacdo e empacotamento do DNA e, em
menor propor¢ao, na bioquimica periférica para a replicacdo do DNA. H& outros
tipos de produtos codificados por genes fundamentais, como componentes
menores do tegumento ou do envelope viral e proteinas que controlam
processos na regulacdo pos-transcricional e na fosforilagdo de proteinas. A
conservacao desses sistemas em toda a famillia Herpesviridae implica que
esses genes ja existiam no herpesvirus ancestral de vertebrados ha 200
milhdes de anos. Apesar disso, muitos genes, pertencentes as categorias de
tegumento, de proteina de superficie e de controle, ndo sdo considerados
genes fundamentais, pois foram evolucionariamente adquiridos recentemente

(Davison et al., 2002).

Os genes acessorios podem ser divididos em quatro categorias, de
acordo com a funcdo desempenhada. A primeira categoria consiste em genes
que fornecem aos virus um tropismo celular especifico. Diferentes herpesvirus
tém uma gama distinta de hospedeiros, e herpesvirus que conseguem infectar
o0 mesmo hospedeiro podem penetrar em diferentes tipos de células desse
hospedeiro. A segunda categoria confere aos virus graus de controle dos
processos celulares. Nessa categoria estao incluidas proteinas que afetam a
transcricdo de genes e a traducdo das proteinas (virais ou ndo) em detrimento

dos interesses do hospedeiro. A terceira categoria, na qual a sofisticacdo dos
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herpesvirus é cada vez mais evidente, é sua capacidade de manipular ou
evadir o sistema imunolégico dos hospedeiros (Davison et al., 2002). Por fim, a
guarta categoria do sistema acessoério € formada pelos genes relacionados
com a laténcia. Parece que o sistema molecular da laténcia usado pelos
herpesvirus difere de virus para virus, indicando alteracdes de estratégias
durante a evolucao. Entretanto, ainda é pouco entendido sobre como a laténcia

funciona a nivel molecular (Davison et al., 2002; Jones et al., 2006).

Uma caracteristica dos produtos génicos dos herpesvirus é a
multifuncionalidade das suas proteinas — funcbes estas que podem ou nao
estar relacionadas. Por exemplo, a proteina de infeccdo celular 0 (ICPO) do
HSV atua como um transativador promiscuo. Ela se localiza primeiro no nucleo
e, mais tarde, no citoplasma e interage com varias proteinas do hospedeiro

nesses dois compartimentos (Roizman & Pellet, 2001).

2.3.2 Regulacao da expresséao génica

Quanto mais sao estudados, mais complexos parecem ser 0S
sistemas que regulam as expressdes dos genes dos herpesvirus. Em células
com infeccdo produtiva por HSV, genes virais formam pelo menos quatro
grupos que diferem em relacdo a ordem de expressdo e a0 mecanismo que a
dirige (Roizman & Pellet, 2001). H4 os genes a (também chamados de genes
immediate early ou de transcricdo imediata), que ndo necessitam de sintese
viral prévia para sua expressdo. Os genes B (genes early ou iniciais) sao
agueles que a expressao é totalmente dependente da sintese de DNA viral. Os

genes y (genes late ou tardios) podem ser divididos em genes parcialmente
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tardios (yi1), cuja expressao é aumentada com o comec¢o da sintese do DNA
viral, e verdadeiramente tardios (y2), cuja expressao € totalmente depende da
sintese do DNA viral. A expressdo génica dos herpesvirus durante uma
infeccdo produtiva apresenta uma cascata regulatoria classica, com
caracteristicas basicas conservadas ao longo da ordem. Alguns dos primeiros
genes a ser expressos durante a infeccdo (genes de transcricdo imediata)
codificam proteinas que regulam a expressdo dos demais genes (iniciais e
tardios). Em linhas gerais, os genes iniciais codificam enzimas envolvidas no
metabolismo de nucleotideos e na replicacdo do DNA e varias glicoproteinas
do envelope, enquanto os genes tardios sdo responsaveis por codificar

proteinas estruturais do virion (Roizman & Pellet, 2001).

2.4 Familia Herpesviridae

A Familia Herpesviridae é divida em trés subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammabherpesvirinae. Essa divisdo é
baseada em diferencas biolégicas entre os virus que as compdem (Franco &

Roehe, 2007).

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae foram classificados
com base na variada gama de hospedeiros, no ciclo reprodutivo relativamente
pequeno e na capacidade de estabelecer infeccOes latentes primariamente,
mas nao exclusivamente, em ganglios sensoriais. Os alfaherpesvirus
disseminam-se rapidamente em cultivo celular e produzem uma eficiente

destruicdo nas células infectadas (Roizman & Pellett, 2001). Essa subfamilia
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abriga os géneros Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus e lltovirus (Davison,

2010).

2.4.1 Subfamilia Alphaherpesvirinae

A principal caracteristica dos alfaherpesvirus é sua capacidade de
estabelecer, apos a infeccdo aguda, uma infeccdo latente nos neurdnios dos
ganglios que inervam a regido associada a primoinfec¢cdo em seu hospedeiro
(Pastoret & Thiry, 1985; Jones, 1998). A filogenia dos alfaherpesvirus espelha
a de seus hospedeiros, sustentando a visdo de que os herpesvirus evoluiram
com seus hospedeiros e nédo se estabeleceram frequentemente em novas
espécies através de transmissdo vertical. Essa correlacdo permite uma
estimativa da taxa evolucionaria dos alfaherpevirus, a qual mostra-se ser
aproximadamente 30 vezes mais rapida que a dos seus hospedeiros.
Extrapolando-se essa informacdo, pode-se inferir que os herpesvirus de
mamiferos e de aves evoluiram de um ancestral comum que existiu ha cerca
de 200 milhdes de anos, periodo quando os primeiros mamiferos estavam se
desenvolvendo. Esse ancestral comum contribuiu com 43 genes (genes core)
para os herpesvirus atuais (McGeoch & Davison, 1999; Davison et al., 2002).
Os membros dessa subfamilia estdo entre os herpesvirus mais conhecidos,
tendo entre seus componentes o virus do herpes labial e genital humano (HHV-
1 e HHV-2, respectivamente), o virus da catapora (VZV ou HHV-3), virus de
suinos (SuHV-1), de caninos (CaHV-1), de caprinos (CpHV-1), de cervideos
(CeHV-1), de galinaceos (GaHV-1, 2 e 3), de equinos (EHV-1, 3, 4,8 e 9) e trés

dos herpesvirus bovinos (BoHV-1, 2 e 5) (Davison et al,. 2009; c.f. ICTVdBP).



16

2.4.1.1 Replicagao Viral

O processo de replicacao se inicia com o0 encontro do virus com uma
célula com receptores de superficie apropriados, que apos interagirem com as
glicoproteinas do envelope viral, permitem a fusdo desse com a membrana
plasmatica celular. O capsideo é entdo transportado ao poro nuclear, onde &
liberado o genoma viral. Em neurdnios sensoriais, 0 resultado da entrada no
nacleo é a repressdo da expressao do genoma viral, com exce¢do dos genes
relacionados com a laténcia (genes LAT). Nas demais células, uma série de
eventos conduz a transcricdo sequencial dos genes virais, a supressdo das
respostas imunoldgicas do hospedeiro a infeccdo viral e, por fim, a sintese e

montagem da progénie viral (Roizman et al., 2005).

2.4.1.1.1 Adsorcéao e penetracéao

Para a entrada do virus na célula é necessario primeiramente que
haja uma ligacdo entre certos receptores celulares e glicoproteinas do
envelope viral — esse processo é chamado de adsorcdo. Essa interacéo
permite que ocorra uma fusédo entre o envelope e a membrana plasmatica da

célula e, subsequentemente, uma invaginacdo e uma perfuragcdo da

membrana, que é a penetracdo (Wild et al., 1998).

2.4.1.1.2 Expressao génica e replicacdo do genoma

Uma vez dentro da célula, acredita-se que o virus seja transportado
pelo citoesqueleto até o centro organizador de microtdbulos, o qual fica
localizado proximo do nucleo da célula (Wild et al., 1998). Entdo o

nucleocapsideo viral associa-se a poros da membrana nuclear, e ocorre a
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liberacdo do DNA viral para dentro do nucleo celular através da desintegracao
do capsideo. A transcricdo comeca em seguida, através da acdo da RNA
polimerase |l celular e de fatores de transcricao celulares e virais (Cann, 2005).
Pouco se sabe em relacdo a fatores celulares especificos, que permitem a
replicacdo dos herpesvirus em hospedeiros ou tipos celulares especificos,
porém sabe-se que eles sdo capazes de alterar o ambiente celular para servir
as suas necessidades, o que inclui o desligamento ou a estimulacéo da sintese

de macromoléculas na célula hospedeira (Roizman & Pellett, 2001).

A transcricdo do genoma tem a sua sequéncia regulada sob a forma
de uma cascata, gracas a expressao de fatores que controlam a expressao dos
genes virais, determinando as fases da infeccdo. Os genes a sao expressos
logo ap0s a entrada do genoma no nucleo. Entretanto, para dar inicio a
expressao desses genes, é necessario que o fator iniciador de transcricdo dos
gene a (a-TIF), uma proteina do tegumento, se conjugue com fatores celulares
para estimular a transcricdo. As proteinas sintetizadas a partir desses genes
tém como principal fungcédo estimular a transcricdo dos genes  (Cann, 2005).
Os genes [ codificam, em sua maior parte, proteinas responsaveis pelo
metabolismo de nucleotideos e pela replicagcdo do DNA, incluindo a polimerase
viral. Assim, depois da expressao dos genes 3, comega a intensa replicacao do
genoma viral, sob a forma de concatameros, que se acumulam em
compartimentos replicativos no nucleo e séo posteriormente clivadas, dando
origem a genomas individuais. Quando muitas copias do genoma viral ja estao
presentes na célula, ocorre a expressédo dos genes y. A maioria das proteinas

transcritas por esse grupo é necessaria para a morfogénese da particula viral,
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isto é, sdo proteinas estruturais que constituem os virions. Enquanto essa
expressao de proteinas ocorre, a transcricdo e algumas das vias metabdlicas
da célula passam a ser inibidas por acdo de certas proteinas virais. Dessa
maneira, a maquinaria celular fica a disposicdo das necessidades virais,
permitindo o livre processamento, transporte de seus mMRNAs e sintese

proteica (Franco & Roehe, 2007).
2.4.1.1.3 Morfogénese e liberacéao

Apds a expressdo dos componentes da particula viral, pode iniciar-
se o processo de montagem do capsideo no citoplasma. Dessa forma, as
proteinas estruturais sintetizadas no citoplasma se pré-associam e sdo
transportadas para o nucleo. L&, ocorre a finalizagdo da montagem, que
culmina com a inser¢cdo do genoma viral na estrutura em formacéo (White &
Fenner, 1994). Comeca entdo uma complexa fase de finalizacdo de montagem

da particula viral e egresso do virion da célula.

O nucleocapsideo deixa o nucleo brotando através da membrana
interna da carioteca, adquirindo, assim, um envelope primario. Para sair do
espaco perinuclear e chegar ao citoplasma, o virus sofre um novo processo de
perda de envelope, através de uma fusdo com a membrana externa do nucleo.
E importante ressaltar que essa fusdo é diferente da fusdo pela qual o virus
passa para penetrar na célula, pois as proteinas envolvidas nesses processos
sao diferentes: as proteinas encontradas e necessarias para o virion penetrar
em uma célula ndo estdo envolvidas na liberacéo viral; da mesma forma, as

proteinas, presentes nessa particula viral intermediaria, que atuam no egresso
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do ndcleo, sdo de origem tegumentar e parecem nao estar presentes no virion

(Mettenleiter, 2003).

Ja no citoplasma, o capsideo adquire o restante das proteinas do
tegumento e o envelope final, através de brotamentos com vesiculas do
sistema trans-Golgi. Essas vesiculas agora contém virions completos e séo
transportadas para a membrana plasmatica. Por fim, ocorre a liberacdo dos
virus, principalmente através da fusdo das vesiculas com a membrana
plasmatica, podendo levar a lise celular (Granzow et al., 2001; Mettenleiter et
al., 2006) (Figura 2.3). Estudos indicam a ocorréncia de um processo de
maturacdo mais finamente ajustado nos neurdnios, para a obtencdo de um
transporte seguro de subconjuntos virais in6bcuos em virtude das longas

distancias celulares. O capsideo e as proteinas do envelope seriam

Nucleo a Kg

Figura 2.3. A montagem e o egresso de um herpesvirus representados esquematicamente.
No nucleo, ocorre a montagem do nucleocapsideo (a), que brota através da carioteca, com a
formagdo e perda de um envelope temporario (b). Entdo, ja no citoplasma, as proteinas
tegumentares juntam-se ao nucleocapsideo (c). Em seguida, esse conjunto brota em uma
vesicula do Golgi, a qual contém proteinas do envelope (d). Por fim, o virus ja formando se
dirige em dire¢cdo a membrana plasmatica, por onde ira deixar a célula, provavelmente através
de um processo de fusdo com a membrana (e) (adaptado de Mettenleiter, 2002).
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transportados separadamente, por proteinas distintas, através do axénio e a

montagem so ocorreria no terminal axonal (Mettenleiter, 2002).

2.4.1.2 Herpesvirus bovinos

Até o momento estdo descritos 5 tipos diferentes de herpesvirus
bovinos. Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pertence ao género Varicellovirus
e é o protétipo dos alfaherpesvirus bovinos. Ele é o agente da rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e balanopostite
infecciosa (IBP). O BoHV-2 € um virus do género Simplexvirus e é o principal
causador de mamilites herpéticas em bovinos e de uma doenca de pele
conhecida como “Pseudo-lumpy skin disease”. O BoHV-4, diferentemente dos
outros virus ja mencionados, ndo pertence a subfamilia Alfaherpesvirinae, mas
sim a subfamilia Gammaherpesvirinae e ao género Citomegalovirus. Ele nao
esta claramente associado a nenhuma doenca até o momento. O BoHV-5 é um
alfaherpesvirus do género Varicellovirus, como o BoHV-1, e trata-se de um
agente com maior neuroviruléncia, sendo um dos principais causadores de
encefalites herpéticas virais em bovinos (Staczec, 1990; Trapp et al., 2003). O
BoHV-6 é um gammaherpesvirus do género Macavirus e € também conhecido
como Herpesvirus bovino linfotrépico (BLHV), para o qual ndo hd nenhuma
doenca relacionada até o momento. Outros herpesvirus podem eventualmente
infectar bovinos, como o herpesvirus suino 1 (SuHV-1), agente da doenca de
Aujeszky (Muylkens et al., 2007). O virus outrora denominado BoHV-3, o virus
da Febre Catarral Maligna, foi relocado como Ovine herpesvirus 2 (OvHV-2) ou

Alcelaphine herpesvirus 1 (AIHV1) (Davison, 2010).
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2.4.1.2.1 Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1)

O BoHV-1 é um virus mundialmente distribuido, sendo o agente
etiologico de muitas doencas de importancia veterinaria. Sua infeccdo
apresenta altos niveis de morbidade, porém baixos niveis de mortalidade
(Weiblen et al.,, 1992). No Brasil, grande parte das propriedades rurais
apresenta animais sorologicamente positivos para o BoHV-1. Estudos
sorologicos demostram que exposicdo dos animais ao virus varia em rebanhos
brasileiros, encontrando-se de 22,2 % a 83,0 % de animais positivos (Cerqueira
et al., 2000; Médici et al., 2000; Takiuchi et al., 2001; Vieira et al., 2003;

Barbosa et al., 2005; Quincozes, 2005; Dias, 2006; Del Fava et al., 2007).

O BoHV-1 pode ser dividido em subtipos (BoHV-1.1, BoHV-1.2a e
BoHV-1.2b), embora eles apresentem extensa reatividade sorolégica cruzada
entre si. Essas divisbes sado baseadas nos perfis obtidos a partir da digestao
com enzimas de restricdo ou de reacfes antigénicas frente a painéis de
anticorpos monoclonais (Rijsewijk et al., 1999; D’Arce et al., 2002; Souza et al.,
2002). Associagbes entre quadros clinicos apresentados pelos animais e 0s
subtipos virais tém sido realizadas (Bulach & Studdert, 1990), embora estudos
indiqguem que talvez essa correlagéo nao seja verdadeira (Spilki et al., 2005). O
BoHV-1.1 é prevalente em muitos paises da Europa e da Américas. Entre as
manifestacbes clinicas ligadas a ele estdo a Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR) e abortos (Gibbs & Rweyemamu, 177; Muylkens et al., 2007). O subtipo
BoHV-1.2a tem sido associado a uma variedade de manifestacdes clinicas,
incluindo Balonopostite Pustular Infecciosa (IPB), Vulvovaginite Pustular

Infecciosa (IPV) - doencas do trato genital -, abortos e também IBR (Edwards et
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al., 1991). No Brasil, este é o subtipo mais frequentemente isolado, enquanto
que, em paises da Europa, tornou-se raro depois dos anos 1970 (Franco &
Roehe, 2007). Por fim, o BoHV-1.2b é responsavel ou esta envolvido com
doenca respiratéria leve, de IPV e de IPB, mas nao foi associado a abortos,
mesmo em infec¢des experimentais (Miller et al., 1991). O subtipo 2b é mais
prevalente na Austrélia e nos paises europeus. Outras manifestacdes clinicas
menos comuns, mas que também podem ser atribuidas ao BoHV-1, sdo perdas
na producéao do leite, problemas reprodutivos e mortalidade neonatal (Franco &

Roehe, 2007).

2.4.1.2.2 Herpesvirus Bovino tipo 5 (BoHV-5)

O BoHV-5 é o agente etioldgico da encefalite herpética bovina e das
meningoencefalites fatais em terneiros de até 8 meses de idade e,
ocasionalmente, em bovinos com até dois anos. Essas formas de apresentagéo
da doenca podem apresentar uma taxa de mortalidade de 100 % dos casos
(Ashbaugh et al., 1997). O BoHV-5, assim como o BoHV-1, pode ser
subdividido (BoHV-5a, BoHV-5b e BoHV-5 “ndo-a/ndo-b”), com base no perfil

antigénico e genémico (D’Arce et al., 2002).

As encefalites causadas pelo BoHV-5 foram identificadas pela
primeira vez na Argentina e na Australia (Johnston et al. 1962; Hall et al. 1966;
Carrillo et al., 1983). Desde entdo outros paises também tém registrado casos,
incluindo o Brasil. Tanto através das evidéncias clinicas, como pelo isolamento
do agente nos casos, tem sido demonstrada a presenca desse agente no pais.

Surtos de meningoencefalite tém sido detectados no Brasil, Argentina e



23

Uruguai (Schudel et al., 1986; Salvador et al., 1998; Pidone et al., 1999; Silva,
et al., 2007b). No Rio Grande do Sul, o virus também tem causado surtos
esporadicos de meningoencefalites (Riet-Correa et al., 1989; Weiblen et al.,
1989). Algo intrigante em relacdo a epidemiologia desse virus € o fato dele
parecer ser causa de morbidade e mortalidade importante somente em paises
do Hemisfério Sul (Franco & Roehe, 2007). Embora ainda se desconheca a
real prevaléncia desse agente no pais, principalmente devido a reatividade
soroldgica cruzada com BoHV-1, estudos vém revelando uma alta prevaléncia

no Rio Grande do Sul (Campos et al., 2009; Holz et al., 2009).

2.4.1.2.3 Patogenia e Sinais Clinicos

As infeccdes por herpesvirus sdo transmitidas através de aerossois
ou pelo contato direto entre um hospedeiro infectado e um suscetivel. Apos o
contato com a mucosa de um animal suscetivel, os herpesvirus estabelecem
uma replicacao inicial em células epiteliais locais. Essa replicacdo causa a lise
dessas células, levando ao surgimento dos primeiros sinais clinicos da
infeccdo: congestdo local, presenca de secrecao e lesdes na mucosa, que

variam na gravidade entre vesiculares e erosivas (Vogel et al., 2003).

Apés a replicagdo primaria, o virus invade as terminacdes nervosas.
Ele é transportado ao longo dos ax6nios até os corpos neuronais dos ganglios
sensoriais ou autbhomos para o estabelecimento da laténcia (Figura 2.4).
Sabe-se que 0s ganglios em que o virus estabelece laténcia sdo os trigeminais
e 0s paravertebrais lombares e sacrais — nesse ultimo caso, especialmente no

terceiro par sacral (Van Engelenburg et al., 1995).



24

. o vy @ sbiia €\
Reativagéo nos sitios de Iatencua/f.\/@;x%

LY
/Re-excre

Contamlna;gb

Figura 2.4. Principais sitio de laténcia em BoHV-1 e 5 em bovinos. O esquema ilustra
0s principais sitios de laténcias em bovinos de BoHV-1 e 5 (indicados pelas setas azuis e
representados pelos pontos vermelhos) e o trajeto de reativacdo dos mesmos através dos
ganglios (tracejado em azul). Em verde, o trajeto que o sémen percorre para ser ejaculado
(cortesia de F.A.M. Rijsewijk).

Durante a fase aguda da doenca, elevados titulos virais s&o
produzidos e excretados através das secrecdes — nasofaringeal, ocular ou
genital, de acordo com o local da infeccdo. Nos periodos de reativagdo, o virus
volta a estabelecer uma infecgcdo aguda, embora a excre¢ao viral costume ser
mais moderada. Ainda assim, esse mecanismo de disseminacéo viral torna o
animal infectado uma fonte de infeccédo para outros animais, tanto direta, como
indiretamente (Wyler et al., 1989). E importante ressaltar que a excrecéo
através das secre¢fes ndo ocorre de forma uniforme ou continua. Entretanto,
como o0 virus pode estar presente no sémen de touros infectados, tanto a
monta natural quanto a inseminacdo artificial possam transmitir o virus. O

sémen é contaminado durante a ejaculacdo, uma vez que o virus esta sendo
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excretado pelas células da mucosa prepucial, peniana e, talvez, do tecido
epitelial da uretra distal. Logo, embora todos os touros soropositivos sejam
potenciais transmissores da infeccdo a fémeas suscetiveis, nem todas as
amostras de sémen coletadas terdo virus ou uma carga viral suficiente para

infectar uma fémea (Wrathalla et al., 2006; Van Engelenburg et al., 1993).

a) Rinotraquite Infecciosa Bovina (IBR)

O agente foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos em 1956
(Madin et al., 1956). A IBR trata-se de uma infec¢cdo no trato respiratério inferior
do animal pelo BoHV-1. A IBR pode apresentar-se de forma subclinica, leve ou
severa, apresentando alta morbidade, porém baixa mortalidade - menor do que
5 % dos casos (Ackermann & Engels, 2006). Os sinais clinicos incluem febre,
depressao, inapeténcia, secre¢ao nasal inicialmente serosa com evolugcao para
uma apresentacdo mucopurulenta. No inicio da doenga, a mucosa nasal torna-
se hiperémica. Ocorre o0 aparecimento de lesbes que podem ser a principio de
dificil visualizacdo, mas que vao evoluindo para pustulas locais e, finalmente,
para grandes areas superficiais hemorragicas, cobertas por uma membrana
diftérica. Os animais afetados podem, ainda, as vezes, apresentar como Unico
sinal clinico uma conjuntivite (uni ou bilateral). Casos agudos podem durar de 5

a 10 dias (Esteves, 2001).

Surtos da doenca sdo mais freqientes em animais jovens e estao
comumente associados a situacdes de estresse e de aglomeracado de animais,
como durante o transporte ou o confinamento. Os episédios da doenca podem

ser acompanhados por infeccbes secundarias de bactérias - Mannheimia
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haemolytica, Pasteurella multocida e Haemophilus somnus - e virus - virus da
Diarréia viral bovina (BVDV), virus Parainfluenza bovino 3 (bPI-3V) e o virus
respiratorio sincicial bovino (BRSV). Esses quadros recebem o nome de
Complexo Respiratorio dos Bovinos (CRB). O BoHV-1 pode desencadear CRB
por suprimir transitoriamente o sistema imune de animais infectados,
especialmente a reposta celular. Essa supressao leva a uma maior
susceptibilidade a infeccbes bacterianas secundéarias e, até mesmo, a

pneumonia (Franco & Roehe, 2007; Jones & Chowdhury, 2008).

b) Infeccdes do Trato Genital e problemas reprodutivos

A Balonopostite Pustular Infecciosa (IPB) e a Vulvovaginite Pustular
Infecciosa (IPV) sao as principais patogenias causadas por BoHV-1 no trato
genital de bovinos. A maioria dessas infec¢des estq associada com o subtipo
2b. A infeccao do trato genital da fémea costuma ocorrer devido ao contato da
mucosa com secrec¢des contaminadas com o virus, usualmente em virtude da
cobertura ou da inseminacdo artificial. As manifestacbes clinicas, que
aparecem logo apds um curto periodo de incubacdo, sdo vulva hiperémica e
edemaciada e a presenca de vesiculas pela mucosa da mesma. Essas
vesiculas rapidamente evoluem para pustulas e podem coalescer, formando

Ulceras (Franco & Roehe, 2007).

Em touros infectados com o virus, os sinais clinicos s&o
semelhantes, porém acometem o0 pénis e o prepucio. Infeccbes bacterianas
secundarias, resultando em secrecao prepucial purulenta, podem ocorrer. Em

casos graves, hemorragias podem acometer a mucosa desse 6rgao. Durante a
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fase aguda, o animal se recusa a montar, frequentemente exterioriza o pénis e
apresenta corrimento prepucial (Franco & Roehe, 2007). Ocorre também uma
diminuicdo da qualidade do sémen desses animais, devido a reducdo da
mobilidade e a presenca de anormalidades morfolégicas dos espermatozoides
(Turin et al., 1999). Em ambos 0s casos, até o oitavo dia depois do comeco da
infeccdo, a doenca comeca a regredir. Muitos casos apresentam-se sob a
forma subclinica (Franco & Roehe, 2007). E possivel também que o BoHV-5
possa produzir infec¢des genitais, pois o virus ja foi isolado de sémen de touros
e ha relato da identificacdo de BoHV-5 recuperado de casos de aborto

(Schudel et al., 1986).

Outras manifestagcdes dependem das estruturas envolvidas e da
presenca de gestacdo. As infeccbes podem ocasionar quadros de
endometriose, ooforite, absor¢cdo embrionaria com retorno ao cio, mortalidade
fetal, natimorto, mortalidade neonatal e nascimento de animais fracos (Miller &
van der Maaten, 1984; Rocha et al., 1998; Alfieri, 1999; Kahrs, 2001). Esses
virus também podem causar uma viremia transitoria, podendo ser a causa de
infecgbes fetais e abortos. Embora o BoHV-1 tenha sido apontado como causa
virica frequente de abortos (Miller et al.,, 1995), ha também relatos
demonstrando a existéncia de BoHV-5 em o6rgaos internos — baco e figado — de
fetos abortados (Heinlein et al., 1993). Tanto Gtero, ovario, quanto embrido
podem sofrer consequiéncias diretas da infeccdo pelo virus. Os virus podem
atingir estes orgaos através da viremia (posterior a primoinfec¢do ou através de

reativacdo) ou através de sémen contaminado (Ludwig, 1983). No entanto,
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estudos para definir a patogenia desse tipo de quadro ainda nédo foram

realizados (Franco & Roehe, 2007).

Os problemas associados a fertilizacdo estdo relacionados
principalmente a presenca do virus do esperma. O virus tende a se ligar na
membrana plasmatica dos espermatozoéides, inibindo sua capacidade de
penetrar no odcito - embora que, teoricamente, seja possivel, mas pouco
provavel, que esse “espermatozoéide infectado” se ligue a zona pelucida do

oocito e o fertilize (Wrathalla et al., 2006).

c) Encefalites

Embora haja na literatura relatos de encefalites causadas por BoHV-
1 (Belknap et al., 1994, Ely et al., 1996; Roels et al., 2000, Silva et al., 2007), o
BoHV-5 é considerado o principal agente responsavel por meningoencefalites
induzidas por herpesvirus em bovinos (Roels et al., 2000). O BoHV-5 apresenta
um carater neuroinvasivo, isto é, ele possui a capacidade de invadir, de replicar
e de se disseminar no sistema nervoso central (SNC). Ele também é um virus
neurovirulento, podendo, portanto, provocar lesdes no SNC, devido a sua
capacidade de se replicar ativamente nos corpos neuronais, e vir a produzir,
conseguentemente, sinais neurolégicos nos animais (Meyer et al., 2001). .
Ambas as caracteristicas apresentam variacdes de intensidade de acordo com
a amostra de virus (Meyer et al., 2001; Caron et al., 2002; Chowdhury et al.,
2006). Assim, apesar de reativacdes de infeccdes por herpesvirus serem
acompanhadas de sinais clinicos em uma fracdo de episddios, os fatores que

levam a neuroviruléncia do BoHV-5 séo ainda desconhecidos, e a despeito de
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evidéncias apontarem para funcfes relacionadas a diferentes glicoproteinas,

nem uma delas determina sozinha a neuroviruléncia (Thiry et al. 2006).

Para estabelecer uma encefalite, 0 agente precisa replicar-se no
ganglio trigémeo e seguir para o enceéfalo, atingir os neurénios de segunda
ordem nos nucleos da ponte e do bulbo. A partir desses sitios, 0 virus
consegue disseminar-se ao cerebelo e ao talamo, podendo entdo alcancar o
cortex cerebral. Experimentos demonstram que o BoHV-5 distribui-se de forma
heterogénea pelo encéfalo, podendo causar uma infeccdo disseminada ou
infeccdes locais no bulbo, na ponte, no mesencéfalo e nos cortices olfatério ou
frontal (Franco & Roehe, 2007). Estudos de patogenia da infec¢éo pelo BoHV-
5, tendo coelhos como modelo, sugerem ainda que o sistema olfatério € a
principal via de acesso ao SNC, ap0s a replicagcdo primaria na mucosa nasal
(Chowdhury et al., 1997; Beltrdo et al.,, 2000). Embora de forma menos
eficiente quando comparada com a via olfatoria, ainda assim, as vias nervosas
ligadas ao ganglio trigémeo também sao utilizadas pelo BoHV-5 e tém um
carater importante, uma vez que sao 0 caminho que 0 virus percorre para

poder estabelecer a infeccao latente (Diel et al., 2005).

Esse tipo de quadro pode variar entre episddios moderados e
passageiros a progressivos e fatais. Os sintomas podem variar, de acordo com
a regido do encéfalo afetada. As vezes, uma depressdo profunda é o Unico
sinal evidente. Outras manifestagcbes observadas sdo andar cambaleante,
bruxismo, protusdo da lingua, salivacdo, flexionamento do pescoco, cegueira,
pressionamento da cabeca contra anteparos, ataxia e sinais respiratorios

(hiperemia, corrimento nasal, dificuldade respiratéria). Por fim, a doenca
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culmina com decubito, convulsées e morte do animal (Franco & Roehe, 2007).
A principal alteracdo histolégica observada € uma meningoencefalite néo
supurativa necrosante no cértex cerebral (Perez et al.,, 2002; Lemos, 2005;

Rissi et al., 2008).

2.4.1.2.4 Importancia Econémica da Infeccao

Os BoHV-1 e 5 séo agentes etioldgicos primérios de doencas, que
causam grande impacto na pecuaria, levando a significante detrimento
econdmico para a bovinocultura de corte e de leite em todo o mundo (Fauquet
et al., 2004). Por exemplo, até 25 % das fémeas em gestacado de um rebanho
podem abortar durante um surto de BoHV, demonstrando ser uma importante
causa de prejuizo nas criagdes de bovinos (Franco & Roehe, 2007). Da mesma
forma, a mortalidade neonatal, os problemas reprodutivos e a diminuicdo na
producdo de leite também representam perdas (Wellenberg et al., 2002). Nos
episédios de mastites, assim como nos quadros de CRB, infeccdes
secundérias representam gastos adicionais ao criador (Wellenberg et al., 2002;
Jones & Chowdhury, 2008). O virus pode também estar presente no sémen de
animais infectados e ser transmitido tanto através da monta natural, como da
inseminacao artificial. Dessa forma, a infeccdo faz com que nao apenas o
sémen desse reprodutor perca a qualidade, mas também pode fazer com que o

reprodutor perca seu valor (Turin et al., 1999; Silva et al., 2000).

Assim, dada as importantes consequéncias desses virus na
bovinocultura, os Estados Unidos e muitos paises da Europa tém imposto

barreiras na comercializacédo de animais vivos, de sémen e de embrides. Esses
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paises também vém estabelecendo campanhas de controle e erradicacdo da
doenca (Alegre et al., 2001). Alguns paises da Unido Européia (Dinamarca,
Finlandia, Suécia, Suica, Noruega e Austria) e a Australia tém promovido a
erradicacdo do BoHV-1, eliminando os animais soropositivos (Ackermann &
Engels, 2006). Em paises com alta prevaléncia de animais soropositivos, esse
tipo de abordagem torna-se inviavel e muito cara. Por isso, a alternativa que
vem sendo tomada, como controle da disseminacdo da doenca, € a vacinacao

(Castrucci et al., 2002; Jones & Chowdhury, 2008).
2.5 Diagnéstico viral

O diagnoéstico de uma virose € importante para a determinacdo da
prevaléncia da infeccdo e para o estabelecimento de alternativas de controle e
erradicacdo da mesma. Hé& dois tipos de diagndstico de uma virose. O primeiro
€ o diagnéstico clinico da doenga, no qual € observada a sintomatologia do
animal. O outro tipo teste é o laboratorial, no qual se tenta isolar ou identificar o

agente etioldgico da doenca.
2.5.1 Analise laboratorial

Ha trés métodos principais de deteccdo laboratorial para virus: 1)
técnicas soroldgicas, nas quais se detecta a presenca de anticorpos contra o
virus ou de antigenos virais; 2) isolamento de virus em cultivos celulares; 3)

métodos moleculares (Roehe et al., 1997a).

As amostras geralmente utilizadas para a deteccdo de virus séo
suabes de secrec¢des, sejam elas nasais, oculares, vaginais, de prepucio ou de

areas com lesdes evidentes. Elas podem também ser tecidos com suspeita de
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infeccdo. Para o isolamento do agente, as amostras devem ser mantidas
refrigeradas e ndao é recomendado o congelamento das mesmas a -20 °C, pois
esta temperatura pode inativar o virus. Outro tipo possivel de amostra € o soro

do animal, utilizado para deteccéo de anticorpos, (Franco & Roehe, 2007).

2.5.1.1 Isolamento Viral

O isolamento viral é a técnica padréo para a deteccdo de BoHV-1 e
BoHV-5 (Roehe et al., 1997b). Para a sua execuc¢ao, suspensdes de tecidos ou
secrec¢Bes sdo colocadas sobre cultivos de células e, apds um periodo variavel
de incubacdo, a presenca de virus é detectada pelo efeito citopéatico (Weiblen
et al., 1992). Esse é um procedimento laborioso, que apresenta uma demora
na visualizac&o do resultado (de 1 a 5 dias) e que requer o processamento das
amostras em até vinte e quatro horas apods a coleta. Ainda alguns tecidos — por
exemplo, o sémen — contém enzimas, que sao toxicas para o cultivo celular ou
que sé&o inibidoras virais, interferindo no procedimento. Outra desvantagem
desse tipo de diagnostico € que nao se pode fazer qualquer diferenciacdo entre
0s virus, isto é, ndo é possivel determinar se o virus presente na amostra é
BoHV-1 ou BoHV-5, assim como também ndo é possivel fazer uma
diferenciac@o entre uma amostra vacinal e uma amostra selvagem de um virus
. Na realidade, o resultado € baseado na presenca ou auséncia de um efeito
citopético tipico na monocamada celular. A identificacdo precisa do agente
realmente ocorre através da associagdo de outras técnicas, como
imunofluorescéncia (IF) ou imunoperoxidase (IPX). Esses testes utilizam
anticorpos monoclonais, que detectam antigenos especificos de um virus,

podendo, assim, diferenciar as viroses. Essa associacdo ainda aumenta a
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sensibilidade da técnica e diminui o tempo de obtencdo de um resultado

(Roehe et al., 1997b).

2.5.1.2 Testes Sorologicos

Na maioria dos laboratérios no Brasil, o diagndstico soroldgico de
infecgbes por BoHV-1 ou BoHV-5 baseia-se em testes de soroneutralizacio
(SN), teste considerado padrdo em virologia pelo Manual da OIE. O resultado
da prova é obtido geralmente entre 3 e 5 dias apds a aplicacdo das células
(Esteves, 2001). A SN apresenta uma baixa sensibilidade e ndo permite uma
diferenciagcdo precisa entre animais infectados com BoHV-1 ou BoHV-
5(Teixeira et al., 1998; Varela et al., 2009). Outro ensaio utilizado é o ELISA
(Osorio et al., 1989; Takiuchi et al., 2001; Spilki et al., 2005; Céardenas et al.,
2006). Atualmente existem varios tipos de ELISA disponiveis para BoHV-1 e
alguns para BoHV-5 (Esteves, 2001). Assim como a SN, que possibilita a
quantificacdo dos anticorpos neutralizantes — esse dado permite a verificacéo
de uma infeccdo aguda, em geral, em aumentos maiores ou iguais a quatro
vezes nos titulos de anticorpos em coletas pareadas —, o teste do tipo ELISA é
qualitativo e quantitativo (Franco & Roehe, 2007). Também h& relatos na
literatura que indicam que mesmo esses testes apresentam reacdes cruzadas
entre os virus (Teixeira et al., 1998; Esteves et al., 1999; Wellenberg et al.,

2001).

2.5.1.3 Testes Moleculares

A dificuldade em se diferenciar as infeccbes por BoHV-1 das

infeccbes por BoHV-5 é em virtude da grande semelhanca antigénica e
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gendmica entre os dois virus. Essa grande semelhanca reatividade cruzada,
que dificultam a diferenciacdo pelos testes de rotina (Roizman et al., 1992;
Chowdhury, 1995). Procedimentos mais especificos, baseados em varios tipos
de provas de DNA, apresentam grande vantagem nesse contexto, pois
conseguem diferenciar entre BoHV-1 e 5 e, em certos casos, podem ser muito

sensiveis.

Técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém
sido os métodos de diagndstico mais explorado nos ultimos anos. O
desenvolvimento dessa abordagem tem alcancado grande sucesso
principalmente gragas a demonstragdo da alta sensibilidade, especificidade e
rapidez de execucdo do método em andlises de infec¢Bes latentes e em
deteccdo viral no sémen. Diferentes estratégias tém sido aplicadas para
amplificar regides alvo do genoma dos herpesvirus (Turin et al., 1999). A PCR
tem como objetivo a amplificacdo de uma regido alvo no DNA viral. Podem ser
utilizados tanto tecidos como secrecfes para a extracdo de DNA (Dieffenbach
& Dveksler, 1995). Outra linha de diagndstico seria a combinacgéo de diferentes
provas moleculares (PCR-RFLP, Nested PCR, hibridizagcdes in situ) que
também podem ser capazes de diferenciar os virus, o que € importante para a
confirmacédo de tropismos e conhecimento da patogenia e epidemiologia das
viroses (Turin et al., 1999). Por exemplo, o uso de enzimas de restricdo apos a
amplificacdo de determinada regido do genoma (PCR-RFLP) é um teste que
pode ser usado para se subtipar tanto BoHV-1 e como BoHV-5 (Engels et al.,

1981; Misra e tal., 1983).
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2.6 Controle

Vérios paises da Europa tém implementado programas de controle e
erradicacdo de BoHV-1. A principal medida adotada tem sido o
estabelecimento de programas de vacinagdo. Embora a vacinagdo nao seja
capaz de prevenir as infecgbes por BoHV-1 (ou BoHV-5), seu uso atenua a
severidade da doenca e a excrecdo viral. Dessa forma, a vacinacao diminui
significativamente a disseminacdo, uma vez que a circulacdo viral nos
rebanhos vacinados apresenta-se reduzida (Ackermann & Engels, 2006).
Entretanto o uso de vacinas convencionais, vivas atenuadas ou inativadas,
induz uma resposta humoral que n&o pode ser diferenciada da resposta imune
apresentada por animais naturalmente infectados. Animais soropositivos para
herpesvirus séo potenciais disseminadores, devido a infeccdo latente que
esses virus estabelecem. A impossibilidade de se diferenciar animais
vacinados de animais infectados com o virus selvagem compromete a
identificagdo de potenciais portadores do virus e, consequentemente, o

controle dessas infecgoes.

O uso de vacinas diferenciais (DIVA, do inglés Differentiating
infected from vaccinated) contorna o problema acima mencionado (van
Oirschot et al., 1990; van Oirschot, 1999). As DIVAs contém amostras virais
atenuadas através da delecdo de genes estruturais que codificam proteinas
consideradas nao essenciais a replicacao viral (Flores et al., 1993; Kaashoek et
al.,, 1994; van Engelenburg et al., 1994; Kaashoek et al., 1998). Essas

proteinas podem ser um alvo potencial para uma DIVA, desde que, quando
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ausentes, resultem na atenuacéo da infeccdo viral e sejam alvo dos anticorpos
do hospedeiro ap6s infec¢cdes naturais. Essa Ultima caracteristica €
fundamental, pois é desta forma que se diferenciam animais vacinados de
naturalmente infectados:através da deteccdo de anticorpos contra o virus
vacinal, porém com a auséncia de um anticorpos especifico — cujo gene que
codifica a proteina foi deletado na DIVA —, que sé € encontrado em animais
infectados com o virus selvagem. Assim, o uso de DIVAs permite que se
estabelecam estratégias de controle ou erradicacdo. Na realidade, o desenho
de DIVAs permite também a alteracdo de proteinas que ndo produzam
resposta humoral, mas que reduzam a patogenicidade do virus ou que
aumentem a qualidade da resposta imunoldgica do hospedeiro. Entretanto, nédo
€ possivel contruir uma DIVA exclusivamente com alteracbes nesse tipo de
proteina, uma vez que elas ndo poderdo ser marcadoras de que aquele animal
entrou em contato com uma amostra vacinal (van Oirschot et al., 1996; van
Oirschot et al., 1997; van Oirschot et al., 1999; Mars et al., 2001; Lehmann et

al., 2002).

A primeira DIVA produzida contra um herpesvirus foi desenvolvida
para controlar o virus da pseudoraiva, doenca causada pelo herpesvirus de
suinos tipo 1 (SuHV-1), a qual possuia uma delecdo do gene que codifica a
glicoproteina E (gE) (van Oirschot et al., 1986; Quint et al., 1987). Sua
utilizacdo diminuiu significativamente a circulacdo de virus selvagem e, dessa
maneira, as perdas econdmicas decorrentes a infeccao (Kimman et al., 1992;
de Jong et al.,, 1994). O método de controle de infeccBes pelo herpesvirus

bovino tipo 1 (BoHV-1) em paises europeusocorre através da vacinacao
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compulséria de rebanhos com um virus, do qual a gE foi removida, e o abate
de animais positivos. Esta vacina foi extensivamente avaliada no que diz
respeito a biosseguranca e eficacia (Kaashoek et al., 1994; Kaashoek et al.,
1995; Strube et al., 1996; Bosch et al., 1998; Mars et al., 2000; Mars et al.,
2001). Estudos similares realizados no Brasil com uma amostra gE negativa
(gE") construida a partir de uma amostra autéctone de BoHV-1, levaram a

resultados similares (Franco et al., 2002a; Franco et al., 2002b).

A alternativa de controle mais adequada para a situacao brasileira
seria a implementacdo de um programa de vacinagcédo, contudo, nenhuma
abordagem nesse sentido é posta em pratica no Brasil (Franco et al., 2002b)..
No Brasil, assim como em outros paises da América do Sul, existem diversas
vacinas comerciais contra BoHV-1. Entretanto, a maioria das vacinas
disponiveis na América do Sul sdo vacinas convencionais — isto €, amostras
inativadas ou uma amostra viva termo-sensivel — contra BoHV-1 (Silva et al.
2007a). A falta de outras medidas de controle e ampla disseminacédo de BoHV-
1 e BoHV-5 nos bovinos , favorece a manutencao e a disseminacao desses
virus na populagdo (Metzler et al., 1986; Silva et al., 2007b; Campos et al.,
2009). Porém, como o BoHV-1 e o BoHV-5 apresentam caracteristicas
biolégicas e epidemiologicas similares, as mesmas medidas podem ser
adotadas para controlar ambos os virus (Meyer et al., 2001). E importante
ressaltar que ndo somente o uso de vacinas, mas também a vigilancia
organizada por testes sorolégicos sdo necesséarios para o controle de
herpesvirus bovinos. O comércio de bovinos soropositivos e de sémen positivo

para BoHV-1 ou 5 devem ser evitados, pois sdo o principal meio de
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reintroducédo do virus em rebanhos livres (Kupferschmied et al., 1986; Six et al.,

2001; Kahrs, 2001).

2.6.1 Vacinas contra BoHV-5

Apesar de existirem no mercado muitas vacinas contra infeccoes
pelo BoHV-1, até o presente existem poucas vacinas contra infeccdes pelo
BoHV-5 (Campos, 2009). O nivel de protecdo cruzada fornecido por vacinas
contra BoHV-1 parece ndo ser suficiente para conferir protecdo clinica
satisfatoria para BoHV-5. Em trabalhos que analisaram a protecdo conferida
por uma vacina de BoHV-1 gE-, ficou demonstrado que nao foi alcancada
protecao satisfatoria em coelhos nem em bovinos frente ao desafio com BoHV-
5 (Spilki et al., 2004; Silva et al., 2006). Da mesma forma, outros estudos
demonstraram uma reducdo do periodo de excrecdo viral e no titulo viral,
porém esses trabalhos ndo conseguiram reproduzir a enfermidade clinica
(encefalite) nos animais durante o desafio, 0 que compromete a interpretacéo
dos resultados (Bratanich et al., 1991; Cascio et al., 1999). Del Médico Zajac et
al. (2006) analisaram a imunogenicidade e a eficacia de vacinas inativadas de
BoHV-1 e de BoHV-5 frente um desafio com BoHV-5. Ambas as vacinas
induziram uma resposta imune humoral e celular similares. Entretanto, apesar
dos animais apresentarem uma protecéo parcial — evidenciada pela reducao na
excrecao viral —, um terco deles apresentaram sinais clinicos de encefalite,
demonstrando que a protecao conferida por tais vacinas foi insatisfatéria. Estes
achados ressaltam a necessidade de se continuar buscando vacinas eficazes

contra infec¢des por BoHV-5, seja através da protecao cruzada de vacinas anti-
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BoHV-1, seja pelo desenvolvimento de vacinas especificas anti-BoHV-5, para

viabilizar alternativas de controle mais eficazes em areas endémicas.

Dessa forma, amostras virais com alteracbes génicas, sejam
recombinantes espontaneos ou manipulados geneticamente, tém sido usadas
no desenvolvimento de vacinas (Franco et al., 2007; Brum et al., 2010; Kalthoff
et al., in press; Campos et al., 2011), tanto como vacinas vivas, quanto como
vacinas inativadas (van Oirschot et al., 1996). Foi demonstrado que
herpesvirus gE negativos podem ser utilizados em vacinas diferenciais
(Chowdhury et al.,, 1999; Van Engelenburg et al., 1994). Foi produzida
recentemente uma amostra de BoHV-5 com uma alteracdo na regido US do
virus, da qual foram deletados os genes que codificam as glicoproteina gE e gl
e a proteina de membrana US9 (Franco et al., 2007). Ao ser testado em
coelhos, esse virus recombinante apresentou uma reducdo, porém nao
abolicdo completa, de neuroviruléncia (Silva et al., 2009). Como forma de
aprimorar esses resultados, foi proposta a produ¢do de um virus recombinante
a partir dessa amostra de BoHV-5, na qual seria inserida uma alternagédo no
gene UL49.5. E esperado que um virus com essas alteragcdes seja um bom
candidato vacinal, pois além de incorporar um marcador sorolégico, devera
produzir uma melhor resposta imune celular no hospedeiro (Jones & Chowdhry,

2010),
2.7 Evasdao do sistema imunoldgico por herpesvirus

Vertebrados desenvolveram defesas baseadas em barreiras fisicas

e em um sistema de resposta ao ataque altamente especifico, o qual pode ser
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divido em duas frentes: imunidade inata — composta por macréfagos,
granuldcitos, células “Natural Killer” (NK) e fatores humorais, como a lisozima e
a proteina C reativa — e imunidade adaptativa — formada por linfécitos T (LT) e
B (LB), células capazes de efetuar uma resposta antigino-especifica e de sofrer
uma expansdo clonal. Para completar as defesas, ainda sédo produzidas,
durante uma infeccéo, células de memaoria que permitem respostas rapidas em

episodio de infeccdo recorrente (Schoélz & Tampé, 2005).

A presenca das particulas dos herpesvirus é percebida pelo sistema
imune dos mamiferos através dos receptores de reconhecimento de padrées
patégeno-associados (PRRs), que reconhecem proteinas essenciais e acidos
nucleicos especificos de virus (Akira et al., 2006). A deteccdo de padrdes
moleculares patdgeno-associados aciona as rotas de sinalizacdo do sistema
imune inato intracelular (Honda e Taniguchi, 2006; Moynagh, 2005). Essas
modulam as respostas subsequentes através da producdo de citocinas e de
quimiocinas — moléculas cuja funcédo € recrutar e ativar células do sistema

imunoldgico —, e também de moléculas co-estimulatorias de LT (Griffin et al,

2010).

Os mecanismos utilizados para a evasao viral foram desenvolvidos
baseados nas respostas a infeccdo promovidas pelo hospedeiro. Grandes
quantidades do genoma dos herpesvirus sédo destinadas a codificar proteinas
gue bloqueiam o sistema imune inato e adaptativo do hospedeiro, em diversas
instancias. Uma gama de funcdes virais € codificado pelos herpevirus para
desviar reac0des, tanto a nivel celular quanto sistémico, a presenca e expressao

dos genes virais. Na célula, por exemplo, os virus blogueiam a inducdo de



41

morte programada, subvertem a ativacdo da via de sinalizacdo do PRR, inibem
a ativacdo da via do interferon e de quimiocinas. Todos essas sdo importantes
mecanismos celulares responsaveis por impedir a disseminacdo de uma
infeccado. Muitos virus ainda expressam “virocinas”, isto €, moléculas que agem
como citocinas virais (como a Interleucina 10), contra-atacando o estado

antiviral da célula (Roizman & Pellet, 2001; Griffin et al., 2010).

No organismo, a resposta € altamente variavel, especialmente de
acordo com as células, nas quais o virus se replica. Nesse ponto a resposta
varia de um blogueio na apresentacdo de antigenos na superficie das células
antigénicas ao mimetismo molecular, no qual proteinas virais executam
algumas fungdes de imunorreguladores celulares. Uma conseqiiéncia comum é
0 atraso na eliminagéo de células infectadas — tempo suficiente para permitir a
replicacéo viral, a colonizacdo do hospedeiro e a transmissdo de virus para
outro individuo. A diversidade de abordagens é um testemunho marcante tanto
da profundidade quando da complexidade das defesas do hospedeiro e da

destreza adaptativa dos virus (Roizman & Pellet, 2001; Griffin et al., 2010).

2.7.1 Apresentacgéo de antigenos pelo MHC de classe |

A caracteristica fundamental da reposta antiviral é o recrutamento de
LT citotéxicos (LTC, também chamados de Linfocitos T CD8+), que possuem
um papel chave na resposta imune adaptativa. Essas células reconhecem
epitopos virais, expostos na superficie de células infectadas, por moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC I). As moléculas

de MHC | sao glicoproteinas de superficie presente em todas as células
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nucleadas. Elas se ligam a peptideos intracelulares e os expdes na superficie
celular para reconhecimento dos LTC. E importante ressaltar que a via de
apresentacao de antigenos pelo MHC | € um importante ponto de defesa
celular, que reconhece ndo apenas a presenca de patdgenos intracelulares,
mas também alteracdes na propria célula. A Figura 2.5 ilustra os principais

pontos dessa via (Chaplin, 2010).

A producao desses peptideos comeca no citosol. Durante a sintese
proteica, parte da populacéo de proteinas formadas € ubiquitinada e dirigida ao
proteossoma, como forma de controle celular. O proteassoma € um complexo
enzimatico multicatalitico, responsavel por clivar as proteinas em pequenos
peptideos. Ele tem sua atividade aumentada, quando a célula encontra-se em
um estado antiviral, por estimulacdo do interferon y (INF-y), passando a
chamar-se de imunoproteassoma. Os peptideos formados séo entéo

transportados para o reticulo endoplasmatico (RE) (Griffin et al., 2010).

Para que os peptideos sejam translocados para o lumen do RE é
necessdéria a acdo da proteina transportadora associada com a apresentacao
de antigenos (TAP). A TAP pertence a familia de transportadores ABC, isto &,
proteinas que translocam uma variedade de substratos através de membranas
por meio de hidrélise de ATP (transporte ativo). A TAP é formada por dois
heterodimeros (TAP1 e TAP2), que sdo compostos por dois dominios
transmembrana e dois dominios citosélicos de ligagdo nucleotidica. O
mecanismo de agéo desse transportador pode ser dividido em dois passos: (1)
a ligacao do peptideo e (2) a translocacdo dependente de ATP do mesmo. A

associacdo da TAP e do peptideo € uma reacdo biomolecular inicial rapida,
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seguida de uma lenta reorganizagdo estrutural do complexo, durante a qual
ocorre a translocacéo do peptideo. A liberagcédo do peptideo induz a hidrdlise de
ATP nas duas subunidades da proteina. A TAP liga e transporta mais
eficientemente peptideos com tamanhos entre 8-16 e 8-12 aminoécidos,
respectivamente, e com residuo C-terminal basico ou hidrofobico. Esse
transportador fica localizado na membrana do RE e faz parte do complexo de
carregamento de peptideos (PLC) (Schélz & Tampé, 2005; Abele & Tampé,

2006).

complexo peptideo-MHC I

/F peptideos

-

Figura 2.5. Via de apresentacdo de antigenos mediada por MHC |. Moléculas de MHC | sé&o
recrutadas pelo complexo de carregamento de peptideos. Os peptideos formados por
degradacéo proteossomal sdo translocados do citosol para o limen do RE pela TAP. L4, eles
se ligam a molécula de MHC | (estabilizada pelas proteinas chaperonas tapasina, calreticulina
e ERp57), tornando-a estavel. O complexo peptideo-MHC | é transportado através do Golgi par
a superficie celular, onde o LTC pode fazer o reconhecimento do peptideo. Abreviagbes: MHC-
I, complexo principal de histocompatibilidade de classe |; TAP, transportador associado com
apresentacéo de antigeno; RE, reticulo endoplasmatico; LTC, Linfécito T citotéxico (Adaptado
de Abele & Tampé, 2006)
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Uma vez dentro do lumen do reticulo endoplasmatico (RE),
moléculas novas de MHC |, compostas por uma cadeia pesada (HC) e B2-
microglobulina (B2m), podem agora se ligar ao peptideo. Essa reacao € dirigida
pelas proteinas chaperonas clareticulina, tapasina e Erp57 (que, em conjunto
com a molécula de MHC e a TAP, formam o PLC) (Peaper & Cresswell, 2008).
Com essa ligacdo, o complexo peptideo-MHC | torna-se estavel e pode ser
transportado para a superficie celular, através da rede de vesiculas do

complexo de Golgi, onde sera examinado pelos LTC (Griffin et al., 2010)

2.7.2 Evasao da apresentacao de antigenos por herpesvirus

A via de apresentacdo de antigenos é um dos principais alvos de
proteinas virias de evasdo do sistema imunologico. Moléculas expressas por
herpesvirus afetam, direta ou indiretamente, virtualmente todos os pontos
dessa via. Um mesmo tipo viral possui, em geral, diversas moléculas que
interferem na apresentacao dos antigenos virais, assegurando, dessa forma, o
sucesso da infeccdo viral (Loch & Tampé, 2005; Hansen & Bouvier, 2006,

Griffin et al., 2010).

Sdo0 muitos os exemplos de proteinas de herpesvirus que
comprometem a apresentacdo de antigenos virais pelas células infectadas
(Figura 2.6). A proteina M27 do MCMV interfere a sinalizagcdo do INF-y,
bloqueando a formac&o do imunoproteassoma. As proteinas EBNA1 e a LANA-
1, respectivamente do EBV e do KSHV, previnem sua prépria degradacao
proteossomal e, assim, também limitam a geracdo de antigenos virais. As

proteinas de desligamento da sintese protéica do hospedeiro (host shutoff
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proteins — UL41 do HSV, BGLF5 do EBV e SOX do KSHV) degradam mRNAs
do hospedeiro, incluindo o mRNA da molécula de MHC |. Essa molécula
também € o alvo das proteinas US2, US11 (HCMV) e mK3 do (MCMV), que

dirigem o MHC para o citosol, onde ele é degradado (Griffin et al., 2010).
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Figura 2.6 Interferéncia de herpesvirus na via de apresentacao de antigenos mediada por MHC 1.
Produtos de genes de herpesvirus inibem todos os pontos da apresentacdo de antigeno na célula
hospedeira, desde a sinalizacéo por interferon-y, que induz a formagéo do imunoproteossoma ao
transporte do complexo maduro peptideo-MCH | a superficie celular. Sinais inibitorios: tracos
vermelhos. Os nomes das proteinas virais estdo representados em roxo (a-herpesviruses), azul
(B-herpesviruses) e verde (y-herpesviruses). Abreviagdes: INF-y, interferon y; HC, cadeia pesada;
B2m, B2-microglobulina; TAP, transportador associado com apresentagdo de antigeno; ER,
reticulo endoplasmatico; LT, Linfocito T citotdxico; TCR, receptor do Linfécito T; NK, natural killer
(Adaptado de Griffin et al., 2010)
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A proteina transportadora TAP € alvo de muitas proteinas de
herpesvirus, incluindo a ICP47 (HSV), a UL49.5 (varicelovirus), US6 (HCMV) e
BNLF2a (EBV). O bloqueio da tapasina é realizado pela US3 (HCMV),
provocando um bloqueio no controle de qualidade de carregamento dos
peptideos. A ORF66 (VZV) retém o complexo maturo do MHC | na rede
cis/medial do complexo de Golgi. As moléculas de MHC | que alcancam a
superficie celular podem ser direcionadas ao lisossomo pelas proteinas BILF1
(EBV), kK3 e kK5 (KSHV). A proteina kK5 pode também direcionar, para
degradacéo proteossomal, o receptor celular MICB, que é reconhecido pelas
células NK. Outra forma de impedir a acdo das células NK, empregada por
diversos herpesvirus (HCMV, EBV, KSHV), é a expressdo de microRNAs que
silenciam a expressao do receptor MICB ou de ligantes para o receptor LIR-1

da propria NK, impedindo sua ativagéo (Griffin et al., 2010).

2.7.2.1 Inibidores da TAP

Células com a TAP inibida, ou ndo funcional, apresentam uma
drastica reducdo da expressdo de moléculas de MHC | na superficie
celular,que causa uma diminui¢do transitéria da sensibilidade dos LTC em
identificar alteragBes nessa célula. Os herpesvirusdesenvolveram uma gama
de proteinas que interferem diretamente no funcionamento da TAP. J& foram
descritas a presenca de inibidores da TAP em diversos virus, entre 0os quais
HSV, EBV, HCMV, BoHV-1, EHV-1 e 4 (Equid herpesvirus 1 e 4, herpesvirus
de cavalos), SuHV-1 (Suid herpesvirus 1, o virus da pseudoraiva), MuHV-4
(Murid herpesvirus 4), McHV-3 (citomegalovirus de Rhesus, Macacine

herpesvirus 3), McHV-4, GoHV-1 (herpesvirus de gorila, Gorilline herpesvirus
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1), e PnHV-1 (herpesvirus de chimpanzé, Panine herpesvirus 1) (Koppers-Lali¢
et al., 2005; Griffin et al., 2010). E interessante observar que essas moléculas
utilizam diferentes estratégias para impedir o funcionamento da TAP, mesmo

entre moléculas da mesma familia e em virus proximamente relacionados.
2.7.2.1.1 Proteina UL49.5

A UL49.5, também chamada de glicoproteina N, esta virtualmente
presente em todos os herpesvirus — seu gene pertence ao grupo de genes
fundamentais. E uma proteina transmembrana tipo |, presente no envelope da
particula viral. Ela esta envolvida no processo de fusdo de membranas, durante
0 processo de maturagdo da particula viral, acdo esta que exerce em conjunto
com a glicoproteina M (UL10). Entretanto, nos ultimos anos, caracterizou-se
uma segunda funcéo para a UL49.5 (Koppers-Lilac et al., 2005; Koppers-Lilac

et al., 2008).

Em alguns virus do género Varicellovirus, a UL49.5 age também
como uma proteina de evasdo do sistema imune do hospedeiro, inibindo a
funcdo da TAP e, assim, diminuindo a expressdo de moléculas de MHC na
superficie celular. E possivel que essa fungéo tenha sido adquirida por todos os
varicelovirus, mas alguns perderam essa capacidade durante a evolugdo.
Através de uma reacao de dois passos, que impede a importacdo de peptideos
para o RE, as UL49.5 dos varicelovirus mantém a TAP em um estado de
translocacdo incompetente. Notavelmente, o mecanismo de acdo entre as
proteinas que compartiham essa funcdo ndo é conservado, mas virus

dependente. A UL49.5 de BoHV-5 desestabiliza a TAP e reduz os niveis da
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mesma, enquanto que a do EHV-1 inibe a ligacdo do ATP na proteina
transportadora. Ja em SuHV-1 foi demonstrado que a UL49.5 pode agir de
diferentes maneiras de acordo com a célula (Koppers-Lilac et al., 2008;
Deruelle et al., 2009). Outros varicelovirus que compartilham a funcédo de
inibicdo da TAP pela UL49.5 sdo os herpesvirus de bufalo, de cervideo, de

felino e de canino parcialmente (Verweij et al., 2010b).

Devido ao importante ponto de adaptacdo a resposta imunoldgica
em que a UL49.5 interfere, ela abre um leque de possibilidades de aplicacdes.
Ela pode ser desde uma boa candidata para vacinas diferenciais, até um
excelente agente quimioterapico para canceres ou doencas auto-imunes.

(Verweij et al., 2008).

a) UL49.5 de BoHV-1

A UL49.5 de BoHV-1 foi identificada por Liang et al. (1993), durante
um estudo de identificagdo de outro gene viral, como uma proteina néo
essencial para o crescimento do virus em cultivo celular. Foi descrita como
uma proteina de membrana tipo I, ndo glicosilada, que é expressa no envelope
viral e em células infectadas como mon6émeros, homodimeros ligados por
ponte dissulfeto e heterodimeros ligados por ponte dissulfeto com a proteina
viral de membrana glicoproteina M (gM) (Liang et al, 1993; Wu et al.,1998). Ela
€ composta por 96 aminoacidos e pode ser dividia em quatro regides: um
peptideo sinal N-terminal de 22 aminoéacidos, que € clivado; um dominio
luminal do reticulo endoplasmatico com 32 aminoacidos; uma regido

transmembrana de 25 aminoacidos; e uma cauda citosélica C-terminal de 17
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aminacidos (Liang et al., 1996). A localizacéo celular da UL49.5 varia de acordo
com a funcdo exercida. Ela pode estar associada ao RE, onde age como
inibidora da TAP. Ela pode estar interagindo com a gM, guiando sua
maturacdo, ou associada ao Golgi, onde provavelmente é adicionada a
particula viral nascente, uma vez que ela é encontrada no envelope viral

(c.f.UniProt®).

A UL49.5 mantém a funcdo de evasado do sistema imune, mesmo na
presenca da gM. Para a maturacdo da gM, € necessario que ocorra uma
interacdo com a UL49.5. A ligacdo entre as duas proteinas impede que a
UL49.5 exerca sua funcdo de inibicdo da TAP. Entretanto, durante a infeccao
parece haver proteinas o suficiente para manutencdo das duas funcdes. Além
disso, a cinética de expressao das duas proteinas difere amplamente durante a
infecgcdo. Enquanto que a gM é uma proteina tardia, a UL49.5 é uma inicial

(early) e continua sendo expressa ao longo da infeccéo (Lipinska et al., 2006).

A inibicdo do carregamento de peptidios no MCH | pela UL49.5 de
BoHV-1 é devida exclusivamente a interacdo da UL49.5 com a TAP (Verweij et
al., 2008). A expressdo da UL49.5 reduz os niveis da TAP em um estado
estavel. A UL49.5 age através de dois mecanismos: ela impede o transporte de
peptideos pela TAP e ela marca a TAP para degradacao proteossomal. Para a
primeira funcdo, o dominio da luminal do RE e o dominio transmembrana
interagem com o complexo da TAP e impedem a conformacgéo transicional da
TAP, isto é, a abertura do poro, a translocacédo do peptideo e o fechamento do
poro. Esse ciclo é fundamental para reacdo ATP-dependente de translocacao

do peptideo. De fato, esses dois sdo responsaveis por uma eficiente interacdo
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entre UL49.5 e TAP (Verweij et al., 2010a). Na funcéo de degradacao, a regido
determinante € a cauda citosodlica C-terminal da proteina, especificamente os
altimos dois aminoacidos. A cauda citoplasmatica da UL49.5 vincula o
complexo UL49.5-TAP a via de degradacdo proteossomal por ubiquitinacao,
dessa forma, a UL49.5 acaba também sendo degradada. A mesma sequéncia
motivo da cauda envolvida na degradacdo, também € requerida para uma
inibicdo eficiente da TAP, e uma regido luminal da proteina também exerce um
papel crucial nesse processo de degradacéao, indicando que a UL49.5 age de
uma forma completa sobre a TAP (Koppers-Lila¢ et al., 2005; Loch et al., 2008;
Verweij et al., 2010a). A UL49.5 de BoHV-1 ndo bloqueia a ligacdo de

peptideos nem de ATP na TAP (Koppers-Lila¢ et al., 2005).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Deteccao de BoHV-1 e 5 em amostras de sémen

3.1.1 Amostras de sémen

Foram obtidas 53 amostras de sémen fresco, provenientes de touros
de duas propriedades: uma propriedade da cidade de Rio Pardo (Rio Grande
do Sul, Brasil) (n=34) e uma propriedade préxima a cidade de Goianopolis
(Goias, Brasil) (n=19). Também obteve-se 23 amostras de sémen em palheta
de um centro de inseminacdao artificial no estado Rio Grande do Sul. Os touros
do centro de inseminacdo artificial tinham idades entre trés e sete anos,
enguanto que a idade dos animais das outras duas propriedades variava entre
dois e trés anos. Os touros da propriedade gaucha eram de racas europeias
(Angus, Hereford e Holstein); ja os touros da propriedade do estado de Goias
eram da raca Nelore (zebuinos). Ndo estavam disponiveis dados sorologicos
de nenhum dos touros, dos quais se obtiveram as amostras de sémen;

entretanto, nenhum deles apresentava sinais clinicos de infecgcéo por BoHV.

3.1.2 Extracéo de DNA

A extracdo de DNA do sémen fresco e em palheta foi realizada
segundo van Engelenburg et al. (1993) e Smits et al. (2000) com pequenas

modificacdes. Brevemente, 50 pL de sémen foram centrifugados (Centrifuga
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Eppendorf 5415C) a 8500 x g por 10 min. Ao sobrenadante de cada amostra
foram adicionados 150 uL de TE [Tris 10 mM, pH 7,5 (Invitrogen); EDTA 1 mM
(Invitrogen)] e uma solucédo de lise, contendo 22 pL dodecilsulfato de sédio
(SDS 10 %, Promega), 0,5 puL de RNA transportador (10,3 mg/mL, Sigma), 1 pL
de proteinase K (20 mg/mL, USB Corporation) e 200 moléculas de controle
interno (Cl) plasmidial (Campos et al., 2009). Os tubos foram incubados a 37
°C por 1 h. A extracado de DNA foi realizada pela adicdo de um volume de fenol
tamponado (pH 8,0, Invitrogen) e 13 pyL de NaCl (5 M, Nuclear), seguida de
uma incubacdo a temperatura ambiente por 30 min. Subsequentemente, foi
realizada uma centrifugacdo a 8500 x g por 12 min e 0,6 volumes de
isopropanol (Pro-Analysis) foram adicionados ao sobrenadante. Apdés uma
incubacdo a -20 °C durante 30 min, as amostras foram novamente
centrifugadas a 8500 x g por 20 min. Os sedimentos de cada amostra foram
ressuspensos em 100 uL de TE e 1 mL de n-butanol (Vetec) foi adicionado.
Depois de agitagédo vigorosa, as amostras foram centrifugadas a 8500 x g por
10 min. Deixou-se o alcool evaporar a temperatura ambiente e o pellet foi

ressuspendido em 50 pL de TE.

3.1.3 Reacbes em cadeia da polimerase nested (nPCRs)

As nPCRs foram realizadas como descrito por Campos et al. (2009).
Na Figura 3.1 ha uma representacdo esquematica das reacdes. Em resumo,
para a primeira PCR, foram utilizados oligonucleotideos que reconhecem tanto
0 gene UL44 de BoHV-1 quanto o de BoHV-5, produzindo fragmentos,
respectivamente, de 575 pares de base (pb) e 572 pb. Em cada reacéo, foram

adicionadas 200 moléculas de Cl, para deteccao de reacdes falso-negativas. O
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Cl é um plasmideo, que contém a regido alvo de amplificacdo de BoHV-1 com
uma delecéo interna de 135 pb, mas que permanece com sitios de anelamento
dos oligonucleotideos intacto. O CI resulta em um produto com tamanho de
440 pb. Para identificar reacdes falso-positivas, trés controles negativos foram
adicionados a cada conjunto de 12 reacbes. Os controles negativos foram
utilizados como amostras, isto é, eram amostras com 50 ng de DNA total de
bovino negativo para BoHV. As PCRs foram realizadas no termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf), e os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen), corado com brometo de
etidio (0,5 pg/mL, Promega) e comparados com pUC19 clivado com Hinfl (New

England Biolabs) como marcador de peso molecular.

Para diferenciar amostras positivas para BoHV-1 e/ou para BoHV-5,
os produtos da primeira PCR foram utilizados em duas nPCRs espécie-
especificas, como descrito por Campos et al. (2009). Essas nPCRs amplificam

fragmentos de 161 pb para BoHV-1 e de 236 pb para BoHV-5.

UL Us
Genoma de BoHV-1 ou 5 IR TR| 137821pb
Gene UL 44 (gC) I 1720pb
Produto da 12 PCR v : - ~570 pb
Produtos da nPCR I .h.}unk',{_h_h,.*j,._!ln;;

Figura 3.1. Representacdo das reacdes de amplificacdo da nPCR para deteccdo de DNA
BoHV-1 e 5. A primeira reacdo amplifica parte do gene UL44 de BoHV-1 ou 5, produzindo
um fragmento de aproximadamente 570 pb para ambos os virus. Para a diferenciacdo dos
tipos virais, sdo realizadas reacdes independentes, com oligonocleotideos especificos para
cada tipo viral, utilizando como DNA molde o produto da primeira PCR. As setas simbolizam
os oligonucleotideos utilizados. Abreviagdes: UL, Componente L do genoma; US,
Componente S; IR, regido invertida repetida; TR, regido terminal repetida; gC. Glicoproteina
C; (n)PCR, (nested) reacdo em cadeia da polimerase; pb, pares de base.
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3.1.4 Cultivo celular

Células de rim de bovino Madin Darby resistentes a BVDV (CRIB)
(Flores & Donis, 1995) foram mantidas em Meio Essencial Minimo de Eagle
(EMEM, Gibco), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e
antibioticos [anfotericina B, 2,0 pg/mL, (Cristalia); enrofloxacina, 10 pg/mL
(Baytril®, Bayer); e gentamicina, 50 pg/mL (Gentamax®, Marcolab)], em uma

atmosfera imida a 37 °C com 5% de CO..

3.1.5 Isolamento viral

O isolamento viral foi realizado seguindo o protocolo estabelecido
pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE — World Organization for
Animal Health). As amostras de sémen foram diluidas em 90 % SFB (Gibco),
suplementado com anfotericina B (2,0 pg/mL, Cristélia), enrofloxacina (10
ng/mL, Baytril®, Bayer) e gentamicina (50 pg/mL Gentamax®, Marcolab).
Amostras previamente preparadas foram adicionadas em quadruplicata em
placas de cultivo celular de 96 pocos preparadas, com 24 h de antecedéncia,
com células CRIB. De cada amostra, 50 pL foram adicionados por poco. As
placas foram incubadas por 1 h a 37 °C para adsorcdo viral
Subsequentemente, as monocamadas foram gentilmente lavadas duas vezes
com 100 pL de Meio Essencial Minimo de Eagle (EMEM, Gibco), suplementado
com 5 % de SFB e antibidticos, como descrito anteriormente. Por fim, para a
manutencao das células, foram adicionados 100 pL de meio novo por poco. As
placas foram entdo incubadas por 72 h a 37 °C em uma atmosfera com 5 % de

CO, (Forma Scientific). Pocos falsamente inoculados — utilizando apenas
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EMEM - foram usados como controles negativos, seguindo o mesmo
protocolo. As monocamadas de células CRIB inoculadas foram examinadas e
comparadas com as células do controle negativo para a presenca de efeito
citopatico (ECP). Quando nédo era possivel visualizar o ECP, as placas eram
congeladas e descongeladas e o meio de cultivo celular era coletado e
inoculado em novas placas de cultura celular. Se nenhum ECP era observado

depois de trés passagens cegas, a amostra era considerada negativa.
3.1.6 Purificacdo de DNA viral e andalise de restricdo enzimatica

As sete primeiras amostras que apresentaram ECP foram
submetidas a purificacdo do DNA viral, para confirmar a presenca de BoHV e
determinar a espécie através da andlise de restricdo enzimatica (REA) do DNA
viral (BoHV-1 ou BoHV-5). A recuperacdo do DNA viral de BoHV-1 ou 5 a partir
de células infectadas foi realizada como descrito por Green et al. (1971) e
Pignatti et al. (1979), com modificacées. Cada amostra foi inoculada em uma
monocamada confluente de células CRIB em uma garrafa de cultivo celular de
75 cm? (TPP). Quando o ECP era evidente em cerca de 90 % da monocamada,
o sobrenadante foi removido e o restante das células infectadas foi tratado com
5 mL de 2,5 % de tripsina (Gibco) e incubado a 37 °C por 5 min. A tripsina foi
entdo coletada cuidadosamente de maneira que as células ndo se rompessem.
A seguir, 5 mL de tampéao salina fosfato [PBS (8,55 g de NaCl (Nuclear), 1,84 g
de Na,HPO,42H,0 (Vetec), 0,26 g de NaH,PO4H,O (Nuclear), H,O q.s.p.1000
mL, pH 7.2)] foram adicionados a garrafa de cultura celular para remover
células residuais. Os dez mililitros de células (5 ml de tripsina e 5 ml de PBS)

foram centrifugados por 10 min a 1000 x g (Cintec CT 5000) e os pellets
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resultantes foram tratados com dois mL de tamp&o de lise [Tris-Cl 100 mM
(Invitrogen) pH 7,9; EDTA 100 mM (Invitrogen); Triton X-100 0,25 % (Roche
Diagnostics Brasil Ltda.)]. Entdo essa solucdo foi gentilmente misturada e
incubada por 10 min a temperatura ambiente e NaCl (0,2 M) foi adicionado.
Apos, essa solucéo foi centrifugada por 10 min a 1000 x g para que os nucleos
celulares formassem um sedimento. Ao sobrenadante, foram adicionados 5 pL
de proteinase K (20 mg/mL, USB Corporation) e 40 pL de SDS 10 %,
alcancando uma concentracéo final de 50 pg/mL e 0,2 % respectivamente. O
material foi incubado por 1 h a 56 °C e procedeu-se depois a extracdo de DNA
com fenol e precipitacdo do DNA com isopropanol. O sedimento obtido foi
ressuspendido em 10 pL de TE pH 7,4 e foram adicionados 3 pL de RNAse (20
mg/mL, Qiagen Inc.). Ap6s uma incubacéo a 37 °C por 15 min, 1 ug foi utilizada
para a clivagem com a enzima Hindlll (New England Biolabs), segundo as
instrucdes do fabricante. As clivagens foram analisadas por meio de uma
eletroforese de 18 h a 20 V em gel de agarose 0,7 % (Invitrogen), corado com
brometo de etidio (0,5 pL/mL). Lambda DNA (Promega) clivado com Hindlll foi

utilizado como marcador de peso molecular.

3.2 Mutacéo do gene UL49.5 em uma amostra recombinante de

BoHV-5

3.2.1 Virus e células

Células Mardin-Darby de rim de bovino (MDBK, ATCC CCL-22) ou
células CRIB foram utilizadas para multiplicacdo e titulagdo viral. Outros

cultivos priméarios de embrido de bovino — células de testiculo (EBT), células de



57

pulmédo (EBL), células de rim (EBK) e células de traquéia (EBTr) — e uma
linhagem celular — células de rim de macaco verde (VERO, ATCC CCL-81) —
foram utilizadas para a realizacdo das transfec¢des. As culturas celulares foram
mantidas em EMEM, suplementado com SFB e antibiéticos (anfotericina B, 2,0
ng/mL; enrofloxacina, 10 pg/mL; e gentamicina, 50 ug/mL), em uma atmosfera
umida a 37 °C com 5 % de CO,. O virus BoHV-5 EVI88/95 gE", gl' e US9
(Franco et al., 2007) foi utilizado como linhagem parental para a construcdo do

virus recombinante.

3.2.2 Vetores plasmideais

Foram utilizados quatro plasmideos no presente trabalho:
pBR322_BoHV-5BamHIA, pVR1012+eGFP, pVBIC e pCR2.1. O pBR322 é um
plasmideo de 4,3 Kb e de baixo niUmero de copias, que contém 0s genes de
resisténcia aos antibidticos ampicilina e tetraciclina. Nesse plasmideo, foi
inserido o fragmento A de BoHV-5 EVI88/95 clivado com de BamHI (18 Kb),
sendo chamado a partir de entdo de pBR322_BoHV-5BamHIA. O plasmideo
pVR1012 contém o promotor immediate early do citomegalovirus humano
(CMV iel/2) , um sitio multiplo de clonagem, seguido da regido de terminacao
de transcricdo do gene do horménio de crescimento bovino (Schrijver et al.,
1998). O plasmideo pVR1012+eGFP contém o gene da eGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein) no sitio mdltiplo de clonagem, enquanto o
plasmideo pVBIC contém o gene bICPO de BoHV-1 nessa mesma regido. O
pCR2.1 (Invitrogen) € um vetor comercial de 3,9 Kb e contém os genes de
resisténcia a ampicilina e a canamicina e também um sitio mdltiplo de

clonagem no meio do gene LacZa.
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3.2.3 Extrag&o de DNA viral

Células MDBK, cultivadas em garrafas de 125 cm?, apresentando 90
% de confluéncia, foram infectadas com o virus BoHV-5 EVI 88/95 gE’, gl e
US9 (Franco et al., 2007). Quando o ECP tipico de herpesvirus estava
presente em 90 % da monocamada celular, o sobrenadante foi clarificado a
1411 x g por 20 min e ultracentrifugado a 100.000 x g por 2 h a 4 °C (Sorvall AH
629, rotor OTD Combi). O sedimento viral foi ressuspendido em 200 pyL de TE e
tratado com 1 pL de RNAse (20 mg/mL) por 30 min a 37 °C. Apds, foi
adicionado 200 pL de TEN 2x [Tris-HCI 20 mM, pH 7,4; EDTA 2 mM, pH 8,0;
NaCl 300 mM (Nuclear)], 2 pL de proteinase K (20 mg/mL) e 40 uL de SDS 10
% e deixou-se o material sob agitacdo por 1 h a 37 °C. O DNA viral foi extraido
com um volume de fenol tamponado e NaCl em uma concentracéo final de 0,3
M. ApOs o material ficar 1 h sob agitacdo a 37 °C, realizou-se uma
centrifugagdo por 30 min a 16162 x g e, a fase aquosa, foi adicionado 0,6
volumes de isopropanol (Pro-Analysis). Depois de uma incubagao overnight a -
20 °C, a solucao foi centrifugada por 30 min a 16162 x g e o sedimento foi

ressuspendido em 30 pL de TE.
3.2.4 Construcao do cassete de delecao

A regido do genoma de BoHV-5, que contém o gene UL49.5, foi
clonada em um plamideo para a constru¢do do cassete de delecao, utilizando-
se métodos padrbes (Sambrook & Russel, 2001). A estratégia de delecéo
escolhida foi a inser¢cdo de uma mutacdo no gene alvo, através de uma PCR de

fusdo, que acarreta em uma traducdo errada da proteina. Para a selecdo dos
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virus recombinantes, foi adicionado ao cassete de delecdo, como gene
repoérter, o cassete de expressao da proteina verde fluorescente (eGFP), que
estd sob o dominio do promotor CMV iel/2 e da regido terminadora do
horménio de crescimento bovino. As Figuras 3.2 e 3.4 mostram uma
representacdo geral da estratégia utilizada para construcdo do cassete de

delecéo.

3.2.4.1 Clonagem do fragmento MIUIE contendo a regido da

UL49.5

O plasmideo pBR322 contendo o fragmento BamHIA do DNA de
BoHV-5 EVI 88/95 (Franco et al., 2007) foi clivado com a endonuclease de
restricdo Mlul (New England Biolabs) a 37 °C, conforme as instru¢bes do
fabricante. O fragmento MIUIE de 1,9 Kb foi purificado, apos eletroforese em gel
de agarose a 0,7 % (Invitrogen), com o Kit lllustra GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Kit GFX, GE Healthcare) e submetido a um tratamento
com Klenow (Amersham) a 37 °C, como indicado pelo fabricante. A reacgéo foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 0,7 % e purificada (com Kit
GFX). O fragmento com extremidades cegas de 1,9 Kb resultante foi clonado
no plasmideo pCR 2.1 (Invitrogen), utilizando-se a enzima T4 DNA Ligase
(New England Biolabs), conforme orientagBes do fabricante. O plasmideo
utilizado na ligacdo, pCR2.1 (Invitrogen), foi previamente linearizado no sitio da
endonuclease de restricdo EcoRV (Invitrogen) e tratado diretamente com
Fosfatase Alcalina (CIAP, Promega), seguindo o protocolo do fabricante para
desfosforilacado de pontas cegas de DNA. A ligacao foi transformada em células

Escherichia coli DH5a competentes por choque térmico (42 °C por 1 min e 30
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segundos). Apds crescimento sob agitacdo a 37 °C por 1 h em caldo Luria
Bertani [LB: 10 g de Triptona (Biobras), 5 g de NaCl, 5 g de Extrato de
Levedura (Biobras), H,O destilada - 1000 ml), a suspensdo de bactérias foi
semeada em Agar LB com ampicilina (50 pg/mL, Invitrogen), contendo também
40 pL de Bluo-gal (20 mg/mL, Invitrogen) e 4 pL de IPTG (200 mg/mL,
Invitrogen), e incubada por 18 h a 37 °C. A extracdo de DNA plasmidial das
colénias brancas foi realizada pelo método de Lise Alcalina, como descrito por
Sambrook & Russel (2001). Para determinar a orientacdo do fragmento
clonado, os plasmideos foram clivados com a endonuclease de restricao Xhol

(New England Biolabs).

A Fragmento MIUIE (1.902 pb)

uL4y

Il

(26.408 pb) PCR2.1_BoHV-5xBamHAMuUlE
(5.831ph)
1?Reacéo 22Reacéo 32Reacéo
~ Mut(R) o ®
‘\_ = .
¥ Out(R)
2 » Mut (F) » = :
/Out(F)
Qut(F)
PCR2.1MIUIE PCR2.1MIUIE ¢
J{ J, Fragmento mutado
— e = o =
387 pb 385pb w— 736 pb

Figura 3.2 Construcdo do Cassete de Delecdo 1: (A) clonagem do fragmento MIUIE, em PCR
2.1 (B) PCR de fusdo. Legenda: em negrito, os nomes dos plasmideos; nomes das enzimas de
restricdo estao indicados com tracejado; as reagdes de clivagens estao indicadas por um “x” na
frente do nome da enzima; tracos pretos indicam sitios de restricdo; retangulos UL50, UL49.5 e
UL49 representam os genes de BoHV-5 e suas posi¢les; setas em cima dos genes indicam o

sentido de transcrigdo.
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3.2.4.2 PCR de fusao

Para a o PCR de Fuséo, oligonucleotideos foram desenhados com
base nas sequéncias de BoHV-5 disponiveis no GeneBank (Accession
NC _005261). Através do uso de oligonucleotideos que continham uma
sequéncia diferente da original de BoHV-5, essa técnica permitiu a insercao de
duas alteracbes na sequéncia do gene UL49.5. A primeira alteracdo foi a
criacdo de um sitio de restricdo enzimatica de EcoRV, através da substituicdo
de trés citosinas por duas timinas e uma adenosina (9268C>T, 9269C>A e
9270C>A) — que também acarreta na alteracdo de um aminoacido na
sequéncia da proteina (P23l) — e foi utilizado como alteragcdo marcadora da
presenca da mutacdo. A segunda foi a insercdo de uma guanina (9286-
9287insG), ocasionando em uma alteracdo da fase de leitura durante a

traducéo da proteina UL49.5 (Figura 3.3).

1 ATGGTGCGCGGCCTTGACCCCTTGCTGGACGCGAT (sequéncia original)
2 ATGGTGCGCGGCCTT(_B_A_'_I'?_TQTTGCTGGACGCGATG (iniciador mutado)

3 MSRSLLVVLATAALFAMVRGLDPLLDAMRREEAMDFWSAGCYARGYPLSEPPQA LY...(original)
4 MSRSLLVVLATAALFAMVRGLD | LLDAMAARGSDG LLERGVLRARGAALGAPA GPG...(mutado)

Figura 3.3 Representacéo das alteracdes produzidas com o oligonucleotideo MUT na PCR de
fusdo. (1) Parte da sequéncia nucleotidica da UL49.5 selvagem de BoHV-5. (2) Sequéncia do
iniciador mutado usado na PCR. Em destaque, as trés citosinas selvagens (CCC, em verde)
trocadas por duas timinas e uma adenosina (TAT, em vermelho), formando o sitio de restricao
GATATC (sublinhado em vermelho) da endonulease EcoRV. A guanina (G, em vermelho)
inserida na sequéncia através do inicador mutado (2), responsavel pela troca na fase de leitura
da proteina selvagem (3). A partir da insercdo da G, ocorrem trocas de aminoacidos (em
vermelho) na proteina mutada (4) em relagdo aos aminoacidos (em verde) da proteina
selvaaens (3).

Para isso, foi utilizado na primeira reagcdo um oligonucleotideo que
flanqueia o gene UL49.5, anelando do inicio do gene UL49 (Oligonucleotideo
Antisenso — 22 pb — PR OUT UL49.5 5- AGGACCTGTGGAACCGGGCCAT -

3’) e um que contém a alteracdo (mutado) e anela no inicio do gene da UL49.5
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(Oligonucleotideo Senso - 36 pb - PF MUT UL495 5'-
ATGGTGCGCGGCCTTGATATCTTGCTGGACGCGATG -3). A PCR foi
realizada em reactes de PCR de 25 pL, que utilizavam como DNA molde o
plasmideo pCR2.1 contendo o fragmento BamHIA x MIUIE de BoHV-5 e que
continham 10 pMol de cada oligonucleotideo (IDT), 10 % de dimetilsuféxido
(DMSO, Acros Organics), 1 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 10 % do
tampdo de PCR (Invitrogen), 0,6 mM de deoxinucleosideos trifosfatados
(dNTPs — ABgene) e diferentes concentracées de MgCl, (0,5 mM; 1 mM; 1,5
mM; e 2 mM), para determinar a melhor condicdo de amplificacdo. As
amplificacbes deram origem a um produto de 385 pb e foram executadas no
termociclador Eppendorf, conforme as seguintes condi¢cdes: 5 min a 94 °C; 30
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 65 °C e 30 segundos a 72 °C; 5
min a 72 °C. A segunda reacao foi executada com um oligonucleotideo que
anela no terco iniciador do gene UL50 (Oligonucleotideo Senso — 23 pb — PF
OUT UL49.5 5-ACAACGGCGCGCAGTTTTCCCTG -3") e o oligonucleotideo
mutado, porém no sentido antisenso (Inicador Antisendo — 36 pb — PR MUT
UL49.5 5- CATCGCGTCCAGCAAGATATCAAGGCCGCGCACCAT -3)).
Foram realizadas reagbes de 25 pL, que utilizavam como DNA molde o
plasmideo pCR2.1 contendo o fragmento BamHIA x MIUIE de BoHV-5 e que
continham 10 pMol de cada oligonucleotideo (IDT), 10 % de DMSO, 1 U de Taq
DNA Polimerase, 10 % do tampédo de PCR, 0,6 mM de dNTPs e diferentes
concentracbes de MgCl, (0,5 mM; 1 mM; 1,5 mM; e 2 mM), para determinar a
melhor condicdo de amplificacdo. Um produto de 387 pb foi amplificado

executado as seguintes condi¢cdes: 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 30 segundos a
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94 °C, 30 segundos a 65,4 °C e 30 segundos a 72 °C; 5 min a 72 °C. Por fim,
foi realizada uma terceira reacéo, seguindo as mesmas condi¢des da primeira
PCR, porém utilizando como DNA molde os produtos amplificados nas duas
reacoes anteriores e 0s oligonucleotideos senso e antisenso OUT. Essa
terceira PCR deu origem a um produto de 736 pb. Em cada PCR, o0s produtos
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com
brometo de etideo, usando DNA 100 pb Ladder (Fermentas) como marcador de

peso molecular.
3.2.4.3 Insercao da mutacao

Para a substituicdo do fragmento original de BoHV-5 pelo produzido
pelo PCR de Fusédo, o produto amplificado na terceira reagcdo e o0
pCR2.1BamHIA x MIUIE foram clivados com a endonuclease de restrigao Hincll
(New England Biolabs) a 37 °C, seguindo as instru¢des do fabricante (Figura
3.3A). Entao foi realizada uma eletroforese em gel de agarose, para separacao
e purificacdo usando o Kit GFX (G.E., USA) dos fragmentos de interesse: o
plasmideo ao ser clivado com essa enzima libera um fragmento de 661 pb; ja o
produto de PCR, um fragmento de 662 pb. O vetor purificado, ja com o inserto
removido, foi submetido a uma reacdo com CIAP, seguindo o protocolo do
fabricante para desfosforilagdo de pontas cegas de DNA. Foi procedida entéo a
ligagéao entre produto de PCR mutado clivado e o vetor desfosforilado (com T4
DNA Ligase, conforme indicado pelo fabricante). A reacéo foi transformada em
células de E.coli DH5a competentes por choque térmico e, ap0s crescimento
sob agitagdo a 37 °C por 1 h em caldo LB, as células foram semeadas em Agar

LB com ampicilina (50 pg/mL) e incubadas overnight a 37 °C. A extragédo de
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DNA plasmidial das colénias foi realizada pelo método de Lise Alcalina
(Sambrook & Russel, 2001). Para confirmar a presenca do fragmento mutado
(plasmideo pCR2.1MIUlE_Mut), os clones foram submetido a clivagens com a
enzima EcoRV e para confirmar que a orientacdo do fragmento permanecia
igual a original, foram realizadas separadamente rea¢cdes com as enzimas Alul

e Hinfl.

Hincll Hincll
i 662 ph

[l

pCR2.1MIUIE_Mut
(5832 pb)

R . .= 7 M\

2851pb PCR2.1MIUIE_MutxEcoRV | | Hindll
A (5832 pb)

pCR2.1MIUE_Mut_eGFP

(8654 pb)
BsaXl _I_ BsaXl| :
pVR1012+eGFP PCR2.1MIUIE_Mut_eGFP xHindlll
(5.6kb) (8683 pb)

Figura 3.4 Construcdo do Cassete de Delecdo 2: (A) insercdo do fragmento mutadono PCR
2.1 MIUIE, (B) insercé@o do gene reporter e linearizagdo do plasmideo. Legenda: em negrito, 0s
nomes dos plasmideos; nomes das enzimas de restricdo estdo indicados com tracejado; as
reagbes de clivagens estdo indicadas por um “x” na frente do nome da enzima; tragos pretos
indicam sitios de restricao; ligagdes estdo indicadas pelo simbolo “+”.

3.2.4.4 Insercéo do cassete de expressao da eGFP

Para a insercdo do cassete de expressao foi realizada uma clivagem

dupla com as endonuclease de restricdo BsaXl e Mscl (New England Biolabs),
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a 37 °C, segundo as instrucGes do fabricante, do plasmideo pVR1012eGFP.
Apoés eletroforese em gel de agarose 0,7 %, o fragmento de interesse de
aproximadamente 2.8 Kb foi purificado (com Kit GFX) e tratado com Klenow
(Fermentas), de acordo com as instrucbes do fabricante. O vetor
pCR2.1IMIUlE_Mut foi clivado com a enzima de corte cego EcoRV e tratado
com CIAP (seguindo as instru¢cdes do fabricante). Com esses dois fragmentos
de DNA foi realizada uma ligacdo overnight com a enzima T4 DNA Ligase
(Promega) a 16 °C. A reacado foi transformada em células E.coli DH5a
competentes por choque térmico e, apds crescimento sob agitacdo a 37 °C por
1 h em caldo LB, as células foram semeadas em Agar LB com ampicilina (50
ng/mL) e incubadas overnight a 37 °C. A extragcdo de DNA plasmidial das
colénias foi realizada pelo método de Lise Alcalina (Sambrook & Russel, 2001).
A presenca do cassete de expressao da eGFP foi determinada por diferenca de
tamanho do DNA em eletroforese em gel de agarose 0,7 %. Para confirmar que
a orientagcdo da eGFP estava igual a do gene UL49.5, foi realizada um
clivagem com a endonuclease de restricdo Spel (New England Biolabs). Por
fim, para realizar a linearizacao - necessaria para as transfecc¢des - do cassete
de delecdo, o plasmideo foi clivado com a endonuclease de restricado Hindlll

(Promega) a 37 °C, como indicado pelo fabricante.
3.2.5 Transfeccdes

Duas técnicas de transfeccdo foram testadas: transfeccéo por
Fosfato de Calcio e o Kit Xfect™Transfection Reagent (Clontech). Foram
realizadas diversas variages de protocolo do método por Fosfato de Célcio, a

fim de se estabelecer uma melhor eficiéncia da técnica. Os testes de eficiéncia
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e padronizacdo foram realizados com o plasmideo pVR1012, contendo o
cassete de expressao da eGFP. Quando a técnica se mostrou eficiente para
plasmideos, de co-trasnfeccGes passaram a ser realizados com DNA de BoHV-
5 EVI 88/95 e DNA plasmidial linearizado. DNA de Esperma de Salméo
(Invitrogen) foi utilizado como DNA carreador nos testes. Para a obtencdo do
virus recombinante, foram transfectados somente o DNA do BoHV-5 EVI 88/95
gE’, gl e US9 e o cassete de delecao linearizado. Nas transfeccdes, foram
sempre usadas células semeadas, em placas de seis pocos, com 24 h de

antecedéncia.

3.2.5.1 Transfeccao por fosfato de célcio

Primeiramente foram testadas trés concentracbes de DNA
plasmideal (1 pg, 2 pg e 3 pg), para verificar a influéncia da concentragéo de
DNA na eficiéncia da transfeccdo. Em cada um dos tubos de centrifuga de 1,5
mL foram adicionados 62,5 pL de 2 M CaCl, (Sigma — para obter uma
concentragdo final de 125 mM), DNA de Esperma de Salméo (Invitrogen)
(respectivamente, em relacédo a concentracdo de DNA plasmidial, 19 pg, 18 ug
e 17 pg) e agua destilada tamponada qg.s.p. 500 pL. Para plena
homogeneizagéo, cada solucéo foi pipetada dez vezes. A mistura de DNA e
CacCl, foi gotejada em tubos de centrifuga de 15 mL, contendo 500 puL de HBS
2x [1,4 mM NazHPO, (Vetec), 5 mM de Hepes (Sigma), 280 mM de NaCl
(J.T.Baker)] sob moderada agitagdo. Os tubos ficaram incubados, no escuro,
por 5 min a temperatura ambiente. Sobre 0s pocos, cujo meio de cultivo celular
havia sido trocado quatro horas antes por meio novo (EMEM, suplementado

com 10 % de SFB e antibiéticos), 166 pL da solucdo foram gotejados. Um poco
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foi utilizado como controle negativo, no qual ndo se realizou transfeccéo, e as
concentracdes de 2 ug e 3 ug DNA plasmidial foram testadas em duplicata.
Apbs 4 h de incubacéo a 37 °C (em uma atmosfera imida com 5 % de COy), 0
meio dos cultivos foi retirado. Entdo foram adicionados 1,5 mL de glicerol a 15
% em HBS [7,85 mL de H,O destilada tamponada, 1 mL de HBS 10x (7 mM
Na,HPO4, 125 mM de Hepes, 0,7 M de NaCl) e 1,15 mL de Glicerol 87 %
(Sigma)] e imediatamente retirados. Os pocos foram lavados duas vezes com
meio de cultivo, e 3 mL de meio de cultivo celular foram adicionados. As placas
foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera imida com 5 % de CO; por 72 h,
periodo durante o qual o aparecimento de células verdes fluorescentes foi

examinado através de microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E400).

Novas transfeccbes foram realizadas, alterando-se um fator por
teste. A cada transfeccdo eram adicionados o0s parametros mais bem
sucedidos da transfeccao anterior. A primeira alteracéo foi a co-transfeccéao de
DNA viral, DNA plasmidial e DNA carreador. Como controle, um poco
permaneceu sendo transfectando apenas com DNA plasmidial contendo eGFP.
Apoés os resultados dessa transfeccdo, foram comparados trés tempos de
incubagéo da solucdo de DNA e CaCl,: 1, 5 e 15 min. Depois foi testada a
retirada do meio de cultivo celular para a adicdo da solucdo de CaCl,, HBS e
DNA diretamente sobre o cultivo celular, sobre o qual, somente depois de 20
min de adsorcao, foi adicionado 3 mL de meio. Para que a solucédo pudesse
cobrir todo o poco, foi utilizado um volume maior de solugéo (500 pL), porém
mantendo as mesmas concentracoes finais dos reagentes. Posteriormente, foi

também feita uma comparacdo de eficiéncia entre diferentes choques
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osmoticos, utilizando-se glicerol em diferentes concentracdes (10 e 15 %) e

DMSO (10 %), e a auséncia de choque.

Até este ponto, todas as transfeccGes haviam sido realizadas em
células de cultivo primario de traquéia de embrido de bovino (EBTr). Foram
entdo verificados outros tipos de cultivo primario de embrido de bovino:
primeiramente células de testiculo (EBT), células de rim (EBK) e células de
pulmédo (EBL). Por fim, também se testou a transfeccdo do DNA plasmidial
associado a infeccdo das células com BoHV-5: 5 h ou 18 h apds o choque de
glicerol, as células eram infectadas com 1 MOI (multiplicidade de infecc&o) por
poco, os indculos ficaram adsorvendo por 1 h e, depois, 3 mL de meio de
cultivo celular foram adicionados. As placas ficaram sob observacdo até o
aparecimento de ECP em 50 % do cultivo celular, quando foram entdo

congeladas a -70 °C.

3.2.5.2 Transfecc¢éo através do Kit Xfect®

Nas transfeccdes realizadas com o Kit Xfetc (Clontech), foram
testados apenas dois parametros, utilizando-se o plasmideo pVR1012eGFP.
Primeiramente transfectaram-se diferentes concentracées de DNA plasmidial
(2,5; 5; 7,5; e 10 pg). O segundo teste de eficiéncia foi em relacéo a eficiéncia
de diferentes tipos celulares: primeiro foram comparados os resultados entre
células EBTr e VERO e EBL. As transfec¢gBes foram executadas seguindo as
instruc6es do fabricante. ApGs essa etapa, passou-se a executar transfeccdes
utiizando DNA de BoHV-5 EVI 88/95 gE’, gl" e US9", o cassete de delecao

linearizado e o plasmideo pVBIC. Brevemente, as transfec¢cdes com o cassete



69

de delecdo foram realizadas como segue. Células em placas de seis pocos
tiveram o meio de cultura trocado 4 h antes das transfeccdo. Foram
adicionados 1,5 pg de DNA viral, 500 ng cassete de delecdo e 500 ng de um
plasmideo pVBIC ao tampéao de reacao do Kit (Xfext reaction buffer, Clontech)
g.s.p. 100 pL. Uma segunda solucéo foi preparada, contendo 0,75 pL de
polimero (Xfect Polymer, 0,3 pL/ug de DNA, Clontech) e 99,25 uyL de tampao
de reacdo. O contetdo dos tubos foi homogeneizado em vortex, e toda a
solucédo contendo o polimero foi adicionada a solu¢cdo contendo DNA. Apés
mais um passo de agitacdo com vortex, a solucdo ficou a temperatura
ambiente por 10 min e todo o volume da reacao foi adicionado a um poco da
placa. Essa reacado foi feita em quintuplicata — o poco restante da placa foi
transfectado sem o plasmideo contendo o gene bICPO, sendo feito os ajustes
necessarios em relacdo as quantidades de tampé&o e de polimero. A placa foi
entdo encubada 37 °C e, depois de quatro horas, o meio de cultivo celular de
cada poco foi trocado por 3 mL de meio fresco com soro. As células foram
observadas por até 72 h a procura de placas virais verdes em microscépio de

fluorescéncia.

3.2.6 Isolamento dos virus recombinantes

Nas co-transfeccdes realizadas com DNA viral, o sobrenadante de
cada poco com ECP foi submetido a diluicbes seriadas e transferido para uma
placa de 150 cm? de cultivo celular contendo células MDBK com 90 % de

confluéncia.
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Quando o virus foi inoculado nas placas previamente transfectadas,
o sobrenadante dos pocos foi diluido 100 vezes, antes de ser inoculado nas
células. Em ambos os casos, depois de 2 h de adsorcao, o sobrenadante foi
retirado e foram adicionados 40 mL de meio semi-sélido, meio de cultivo celular
suplementado com antibidticos e SFB, adicionado de Agarose Low Melting
Point (Invitrogen) na concentracdo final de 1 %. Um cultivo controle, isto €, sem
adicdo de sobrenadante da transfeccdo, sempre foi realizado
concomitantemente. Os cultivos foram mantidos sob observacédo por 72 h a

procura de placas virais verdes.

3.2.7 Andlise in silico da UL49.5

A identidade da sequéncia de aminoacidos da proteina UL49.5 de
BoHV-1 (GeneBank Acession: NC_CAA90919.1) , de BoHV-5 (GeneBank
Acession: NC_AAR86112.1) e da sequéncia putativa produzida pelo PCR de
fusdo foi analisada por alinhamento multiplo ClustalW. Também foi realizada
uma analise do perfil de hidrofobicidade das proteinas, através da escala de
Kyte & Doolittle, utilizando janelas de 7 e 21 aminoacidos degapped. Todas as

analises foram feitas utilizando o programa BioEdit vers&o 7.0.9.0.



4. RESULTADOS

4.1 Deteccédo de BoHV-1 e 5 em amostras de sémen

4.1.1 Detecgéo de DNA de BoHV-1 e de BoHV-5 em amostras de

sémen

As 76 amostras foram submetidas a amplificacdo pela primeira PCR.
Os produtos dessa reacao, entretanto, ndo foram sempre visiveis em gel de
agarose, devido talvez a pequena quantidade de DNA viral presentes nas
amostras (Figura 4.1A). Os produtos da primeira PCR foram submetidos a duas
NPCR tipo-especificas. Todas as 76 amostras de sémen foram positivas para a
presenca de DNA de BoHV-5, e 34 (44,7%) dessas tambéem foram positivas
para BoHV-1 (Tabela 4.1 e Figura 4.1B). Das 57 amostras coletadas de touros
de racas européias no estado do Rio Grande do Sul (RS), 25 (43,8 %) foram
positivas para os dois tipos virais. Entre as amostras do CIA, apenas 5 (21,7 %)
das 23 amostras de sémen em palheta mostraram-se positivas para BoHV-1 e
BoHV-5. Por outro lado, das 34 amostras de sémen fresco do RS, 20 (58,8 %)
foram positivas para ambos os virus. Entre as 19 amostras coletadas de touros
da raca Nelore no estado de Goias, nove (47,3 %) foram positivas para BoHV-1

e 5.
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A 1 2 3 4 5 6 7 8§
1419 pb ———
517 pb : <BOHV-1ou5
h o <Cl
396 pb -
214 pb -
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1000 pb - =
200pb - i — e— <BoHV-5

Figura 4.1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR. (A)
Produtos da primeira reacgéo, utilizando DNA de sémen bovino como molde. Setas indicam
a localizacdo dos produtos de BoHV (de aproximadamente 570 pb) e do CI (Controle
Interno, 440 pb). Linha 1: marcador de peso molecular pUC19 x Hinfl. Linhas 2, 3, 4,6, 7 e
8: produtos de PCR de amostras. Linhas 2, 4 e 6 foram negativas, enquanto linhas 2, 7 e 8
foram positivas. Linha 5: controle negativo. (B) Produtos de duas amostras amplificadas
pelas nPCR espécie-especificas, dando origem a fragmentos de 161 pb para BoHV-1
(linha 2 = amostra 1265 e linha 3 = amostra 1350) e de 236 pb para BoHV-5 (linha 5 =
amostra 1265 e linha 6 = amostra 1350). Linhas 1 e 8: DNA Ladder 100 pb (New England
Biolabs). Linhas 4 e 7: controles negativos.

Tabela 4.1. Deteccao de DNA e isolamento viral em amostras de sémen touros brasileiros.

Amostras RS Amostras GO Total (%)
Deteccdo de DNA Viral
BoHV-5 57/57 19/19 76/76 (100)
BoHV-1 25/57 9/19 34/76 (44,7)
BoHV-5 + BoHV-1 25/57 9/19 34/76 (44,7)
Isolamento Viral
Amostras Positivas 13/30 5/10 18/40?(45,0)

RS, Estado do Rio Grande do Sul; GO, Estado de Goias.
® Trinta e seis amostras ndo puderam ser testadas devido a falta de volume suficiente (16) ou a
citotoxicidade (20).
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4.1.2 Isolamento viral e analise por restricdo enzimética

Para determinar se as amostras de sémen continham particulas de
virus infeccioso, foi realizado isolamento viral das mesmas. Entretanto, 36
amostras nao puderam ser testadas devido a quantidade insuficiente para
realizacdo do teste (n=16) ou porque mostraram-se citotéxicas ao cultivo
celular (n=20). Das 40 restantes testadas, 18 produziram um efeito citopatico
(ECP) tipico de herpesvirus e foram consideradas positivas (45 %) (Tabela
4.1). Treze (72,2 %) das 18 amostras de sémen com BoHV infeccioso
pertenciam ao grupo de amostras em palheta do CIA do Rio Grande do Sul
(touros de racas européias) e 5 (27,8 %) pertenciam as amostras de sémen

fresco dos touros de Goias (touros de raca Zebu).

Para confirmar que o ECP era realmente devido a uma infec¢ao por
herpesvirus bovino e para determinar qual dos dois virus (BoHV-1 ou BoHV-5)
foi isolado, foi feita uma andlise por restricdo enzimatica (REA) de sete
amostras de sémen em palheta — as sete primeiras positivas isoladas das 18. A
REA com Hindlll do DNA viral isolado mostrou a presenca de DNA de BoHV-
1.2 em todas as sete amostras (Mayfield et al., 1983; Rijsewijk et al., 1999). O
padrao de fragmentos de restricdo enzimatica de BoHV-5 com Hindlll foi dificil
observar, entretanto, fragmentos tipicos de BoHV-5 (com tamanhos de
aproximadamente 50 e 57 Kb) também estavam presentes em todas as

amostras (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Andlise por restricdo enzimatica (REA) do DNA gendmico de BoHV-1 ou 5 isolado de 7
amostras de sémen bovino. O DNA viral foi digerido com Hindlll e os fragmentos obtidos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 0,7%. Linha M: marcador de pelo molecular Lambda
x Hindlll. Colunas: 1, Isolado 1/4p; 2, Isolado 2/4p; 3, Isolado 3/4p; 4, Isolado 4/4p; 5, Isolado 5/4p; 6,
Isolado 6/3p; 7, Isolado 7/3p. (1/4p = Isolado nimero/passagem 4). O padrédo de fragmentos de BoHV-
1é tipico do genotipo de BoHV-1.2. A seta indica fragmentos (~57 e 50 Kb) tipicos de restricdo de
BoHV-5.

4.2 Mutacéo do gene UL49.5 em uma Amostra Recombinante de

BoHV-5

4.2.1 Construcéo do Cassete de Delecéo

Para a construcédo do fragmento de delecéo da UL49.5, foi produzido
um fragmento de BoHV-5 EVI 88/95 BamHIAMIUIE de 1902 pb, que continha
os genes UL50, UL49.5 e parte do gene UL49 (Figura 4.3A). Esse fragmento
foi clonado dentro do sitio multiplo de clonagem do vetor pCR2.1. O plasmideo

obtido foi entdo utilizado como molde para a realizacdo da PCR de fuséo
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(Figura 4.3 B, C e D). Depois, o fragmento obtido na PCR de fuséo foi inserido
no plasmideo, substituindo o fragmento original pelo mutado (Figura 4.3 E e F).
Apés, ainda foi inserido — no sitio de restricdo de EcoRV criado pela PCR de
fusdo — no plasmideo o gene repérter eGFP (Figura 4.3 G), na mesma
orientacdo de transcricdo do gene UL49.5. O cassete de delecédo foi, por fim,

linearizado no sitio de Hindlll, a 80 pb do inserto (Figura 4.3 H).

4.2.2 Transfeccgoes

A primeira transfeccdo, em células EBTr pelo método de fosfato de
calcio com DNA plasmideal, obteve sucesso, com a observagéo de pelo menos
uma célula verde fluorescente por campo no microscopio de fluorescéncia
utilizando-se um aumento de 40x. Foi observada uma relacdo direta entre a
concentracdo de DNA plasmideal utilizada e o nimero de células verdes
fluorescentes encontradas. Apesar disso, a concentragcdo de 2 pg de DNA
apresentou o melhor resultado em relacdo a numero de células verdes (em
média, 6 células por campo) e viabilidade celular que a concentragédo de 3 ug,
a qual apresentou uma mortalidade celular aproximadamente 20 % maior (e
uma média também de 6 células verdes por campo). Dessa forma, comecgaram
a ser feitos teste de co-transfeccdo de DNA plasmideal e viral respeitando as
condicdes Otimas de transfeccdo obtidas somente com DNA plasmideal.
Enquanto que no controle (apenas DNA plasmideal) foi possivel detectar de 6 a
10 células verdes por campo, nos po¢cos em que também foi adicionado DNA

viral ndo foi possivel a visualizacdo de placas virais; entretanto, ao se realizar o
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2.3kb -- e ——)

Figura 4.3 Construcdo do cassete de dele¢cdo. Em A, B, F,G e H: eletroforese em gel de
agarose a 0,7 %, utilizando como marcador de peso molecular (M) DNA LambdaxHindlll.
Em C, D e E: eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, utilizando como marcador de peso
molecular (M) DNA Ladder 100 pb (Fermentas). Em A: Coluna 1: pBR322 contendo
fragmento BamHIA do genoma de BoHV-5 clivado com Mlul (em destaque, fragmento
MIUIE); coluna 2: pBR322 contendo fragmento BamHIA do genoma de BoHV-5 n&o clivado.
Em B, extracdo de DNA plasmidial: colunas 1 a 4: clones de pCR2.1 contendo fragmento
BamHIA _MIUlE (1.9 kb); coluna 5: pCR2.1 sem inserto. Em C: PCR utilizando primer
reverso mutado (Mut R) e primer externo forward, dando origem a um produto de 385 pb.
Em D: PCR utilizando primer externo reverso e forward mutado (Mut F) dando origem a
um produto de 386 pb. Em E: PCR de fusdo, utilizando ambos primers externos (OUT),
originando um produto de 735 pb. Em C, D e E, as colunas de 1 a 4 representam,
diferentes concentragc6es de MgCl, (0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM e 2 mM, respectivamente). Em
F: 1, clivagem com Hincll do plasmideo pCR2.1 contendo o fragmento BamHIA_MIUE de
BoHV-5 (pCR2.1MIUIE), liberando fragmento de 661 pb (em destaque vermelho); 2,
pCR2.1MIUIE n&o clivado; 3, produto do PCR de fuséo clivado com Hincll (em destaque
amarelo, fragmento de 662 pb); 4 produto do PCR de fus&o néo clivado. Em G, colunas 1 a
4, diferentes clones resultantes da ligacdo do cassete de eGFP no pCR2.1MIUlE_Mut,
sendo o material da coluna 4 o resultado de uma clonagem bem sucedida (em destaque).
Em H, coluna 1: cassete de expressédo de delecdo; coluna 2: cassete de dele¢éo clivado
com Hindlll.
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repique, utilizando o sobrenadante das células transfectadas de dois dos

pocos, foi visualizado ECP apos 24h.

Durante a otimizacdo da técnica, foi adotada a diminuicdo do tempo
de incubacdo entre o DNA e o CaCl, para 1 min e a diminuicdo da
concentracdo do glicerol para 10 %, além disso, foi também aumentada a
guantidade de DNA tranfectado. Essas altera¢des resultaram em um aumento
do numero de células verdes por campo, porém ndo do de placas virais. A
variacdo da técnica, na qual os virus eram inuculados apés a transfeccao do
cassete de delecdo, se mostrou também infrutifera para o aparecimento de
placas virais verdes. Por fim, testaram-se outros trés tipos de cultivos primarios
(EBK, EBL e EBT) e nenhum deles demonstrou resultados superiores aos ja

obtidos.

A seguir, decidiu-se testar um kit comercial de transfecgéo.
Primeiramente foi testada a eficiéncia do kit utilizando apenas DNA plasmideal
em duas concentracdes diferentes (2 e 5 pug) e apareceram 20 % a mais de
células verdes por campo nas células transfectadas com a maior concentracéo
de DNA em relagdo a menor concentragdo. Foram entdo testadas
concentracbes maiores de DNA (5; 7,5; e 10 ug) eforam utilizadas também
células EBL e células VERO. As células VERO mostraram-se menos
transfectaveis, porém apresentaram também uma menor mortalidade celular.
Por sua vez, as células EBL mostraram-se 10 vezes mais eficientes que as
células EBTr, alcancando até 80 % de eficiéncia de transfeccdo nas

concentracdes de 7,5 e 10 pg de DNA. Foram ent&o realizadas co-transfeccoes
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com DNA viral, utilizando as células EBL, o cassete de delecao linearizado e
um plasmideo contendo o gene bICPO de BoHV-1. Apesar de ter sido possivel
visualizar um grande numero de células verdes, ndo foi possivel identificar

placas virais verdes até o momento.

4.2.3 Isolamento dos Virus Recombinantes

Apesar da melhora dos parametros nas transfeccbes, até o
momento ndo foi possivel recuperar virus recombinantes. A morte celular
devido a toxicidade dificulta a visualizacdo da formacdo de placas virais e

diminui a eficiéncia da técnica.

4.2.4 Andlise in silico da UL49.5

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina UL49.5
de BoHV-1 e de BoHV-5 revelou uma identidade de 79,1 % entre as
sequéncias. A identidade entre as sequéncias da proteina mutada e da
proteina selvagem de BoHV-5 foi de 39,1 % (Figura 4.4 A). Ao analisar o perfil
de hidrofobicidade das sequéncias pela escala de Kyte & Doolittle — que
considera hidrofobicos os pontos com valores maiores do que zero —, percebe-
se uma grande semelhanca entre as proteinas selvagens de ambos 0s virus.
Ja quando se compara o perfil apresentado pela proteina mutada, nota-se uma
alteracdo importante na regido transmembrana, que passa ter um carater
hidrofilico, porém ha outras pequenas alteracbes ao longo quase toda a
sequéncia (Figura 4.4 B e C). Aléem disso, a UL49.5 mutada de BoHV-5
apresentou 8 aminoacidos a menos que a proteina selvagem, diminuindo o

tamanho da cauda citosolica.
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Figura 4.4 Comparacao in silico das proteinas UL49.5 de BoHV-1, de BoHV-5 e da UL49.5
mutada produzida por PCR de fusdo. Em A: alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
proteinas. Em B e C: perfil de hidrofobicidade pela escala de Kyte & Doolittle (valores >0 séo
considerados hidrofébicos). Na abscissa estdo posicionados os aminoacidos e na ordenada
estéo os valores de hidrofobicidade. Em vermelho:UL49.5 mutada; em azul: UL49.5 de BoHV-1;
em verde: UL49.5 de BoHV-5. A janela de 21 aminoacidos (B) favorece analises de regides
hidrofoébicas (regibes transmembranas), enquanto a janela de 7 aminoacidos (C) favorece
andlises de regides hidrofilicas (regides expostas para o lumen/citoplasma). Linhas pretas
verticais indicam a divisao entre as putativas regides de localizacao intracelular das proteinas. A
regido transmembrana é a que sofre a maior alteracdo no perfil de hidrofobicidade (circulo
tracejado em preto). As andlises foram realizadasutilizando-se o programa BioEdit.




5. DISCUSSAO

5.1 Deteccéo de BoHV-1 e 5 em amostras de sémen

Esse estudo mostrou que 100 % das 76 amostras de sémen
testadoseram positivas para DNA de BoHV-5 e que 44,7 % dessas amostras
também eram positivas para BoHV-1. A comparacdo das percentagens de
infeccbes por BoHV-1 e por BoHV-5 entre os touros das racas européias e

Nelore ndo apresentou diferenca.

A presenca de BoHV-1 e BoHV-5 em amostras de sémen de gado
brasileiro ja foi demonstrada. DNA de BoHV-1 foi encontrado em 31.7 % de
amostras de sémen (n=101) de um centro de inseminacao artificial (Rocha et
al., 1998). DNA de BoHV-1 (n=5) e BoHV-5 (n=2) também foi detectado em
amostras de touros saudaveis (Silva et al., 2007b). Da mesma forma, BoHV-1.2
foi detectado em touros sem sinais clinicos (D’arce et al., 2002). Igualmente,
DNA de BoHV-5 foi encontrado em 30 % (n=20) de amostras de sémen e em
sémen de um touro sem sinais clinicos (D’arce et al., 2002; Gomes et al., 2003;
Esteves et al., 2003). Em outros paises, esses resultados também sao
encontrados. Na Holanda, em centros de inseminacéo artificial, foi relatado o

isolamento de BoHV-1 em sémen de 43 touros saudaveis (n=116) e a deteccao
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de DNA de BoHV-1 pelo menos uma vez em 5 animais (n=23) (Van Oirschot et
al., 1993; de Gee et al., 1996) Na india, foi possivel detectar DNA de BoHV-1
em 50 % de touros soropositivos (n=12) e em 66,67% de touros soronegativos
(n=12) (Deka et al., 2005). Na Australia, foi detectado recentemente BoHV-5 no

sémen de 2 touros saudavéis (Kirkand et al., 2009; Diallo et al., 2010).

A percentagem de 31,7 % de amostras positivas para BoHV-1
encontrada por Rocha et al. (1998) pode ser comparavel com o percentual
encontrado neste estudo (44,7 %). A maior percentagem de amostras de
sémen positivas para BoHV-5 j4 descrita era de 30 % (Gomes et al., 2003). As
20 amostras de sémen usadas pelos autores desse trabalho continham, além
de DNA de BoHV-5, particulas infecciosas de BoHV-1. Nenhum dos estudos
anteriores mostrou um percentual tdo elevado de amostras positivas para
BoHV-5 como o encontrado aqui. A diferengcas nas percentagens de amostras
positivas entre esses estudos estd ligada primariamente a prevaléncia da
infeccdo dos rebanhos por BoHV-1 e 5 e a sensibilidade dos testes usados.
Sabe-se, através de testes soroldgicos, que a distribuicdo desses virus nos
rebanhos de bovinos do Brasil ocorre de forma variavel, conforme o sistema de
controle sanitario adotado nas propriedades. Logo, medidas como controle
sorologico de animais, com eliminacdo de animais soropositivos e adocao de
vacinacdo em regifes de alta prevaléncia interferem na circulacdo de virus na
populacao e, consequentemente, nos niveis e frequéncia de excre¢ao dos virus
em sémen e outros. A diferenca entre os trabalhos anteriores e 0 nosso

também pode ser devida a uma diferenca de sensibilidade nas PCR usadas



82

para deteccdo do DNA viral. Utilizando-se a mesma técnica descrita aqui, tanto
DNA de BoHV-1 quanto de BoHV-5 foi recentemente detectado por nosso
grupo em ganglios trigémeos de bovinos do estado do Rio Grande do Sul
(Campos et al., 2009). Nesse estudo, os percentuais de animais portadores de
DNA de BoHV-1 ou BoHV-5 ou ambos foi de 82,8 %, 93,1 % e 75,9 %,
respectivamente. Apesar dos numeros diferirem dos encontrados aqui, 0S

resultados desse estudo corroboram com 0S N0SSOs.

Nosso trabalho também demonstrou que tanto as amostras de
sémen fresco quanto as de sémen em palheta continham virus infeccioso.
Apesar de todas as amostras testadas terem sido positivas por PCR, pelo
menos para BoHV-5, o baixo percentual (45 %) de amostras, das quais se
pode isolar BoHV-1 ou BoHV-5, apenas reflete o fato de que a PCR pode ser
mais sensivel do que o isolamento viral (van Engelenburg et al., 1993; Smits et
al., 2000). Isso ocorre em virtude da possibilidade de deteccdo da PCR de DNA
viral também de particulas néo infecciosas. Além disso, ja foi demonstrado que
a presenca de anticorpos anti-BoHV no sémen pode prejudicar a infectividade
dos virus e interferir negativamente no isolamento viral (Pastoret et al., 1979).
Foi demonstrado, por exemplo, que cerca de trés semanas apos a infeccdo
artificial com BoHV-1, um teste de PCR pode detectar a de quatro a nove vezes
mais amostras positivas do que o isolamento viral (Van Engelenburg et al.,
1995). No presente estudo, entretanto, a nPCR especifica para BoHV-1 ndo
conseguiu detectar o DNA viral presente em uma amostra de sémen, que foi

positiva para BoHV-1 no isolamento viral. A nPCR para BoHV-1 aqui descrita



83

talvez seja, desse modo, menos sensivel que o isolamento viral. Isso implica,
portanto, que o numero de amostras positivas para BoHV-1 pode ser na

realidade maior que o detectado pela nossa nPCR.

pY

As sete amostras de virus que foram submetidas a analise por
restricdo enzimética (REA) foram as sete primeiras amostras (do grupo de 18
amostras positivas) positivas no isolamento viral. Ocorreu que essas sete
amostras pertenciam a apenas quatro touros do mesmo centro de inseminacéao
artificial — muito embora representem sete coletas diferentes. A REA mostrou a
presenca de DNA genémico de ambos os tipos virais, embora a quantidade de
DNA de BoHV-5 detectada tenha sido até 20 vezes menor que a de BoHV-1. O
padrdo de fragmentos de DNA de BoHV-1 observado mostrou que todos
genomas eram do gendtipo de BoHV-1.2, o que ja foi demonstrado na América

do Sul (D’arce et al., 2002).

A presenca de particulas virais infecciosas de BoHV-1 e de BoHV-5
no sémen € um motivo de preocupacado, entretanto, a aplicagcdo de medidas
sanitarias pode auxiliar na redugcédo da disseminacdo desses virus por sémen.
Sabe-se que animais latentemente infectados por BoHV podem sofrer
reativacao viral resultando ocasionalmente em contaminagao intermitentemente
do sémen, muitas vezes sem o0 aparecimento de sinais clinicos (van Oirschot,
1995). Para evitar a disseminacdo desses virus através da monta natural ou
inseminacao artificial, todas as amostras de sémen — inclusive de touros
aparentemente saudaveis — deveriam ser testadas para a presenca dos

mesmos. Devido a secrecdo intermitente, nem todos os lotes de sémen
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coletados estardo infectados com virus infeccioso em animais portadores. Se
duas palhetas de cada lote para inseminacdo artificial forem testadas e o
resultado vir a ser negativo para a presenca de virus infeccioso, o risco de
transmissdo de BoHV-1 e 5 por inseminagdo é substancialmente diminuido

(van Oirschot, 1995; Rocha et al., 1999).

5.2 Mutacao do gene UL49.5 em uma amostra recombinante de

BoHV-5

O gene UL49.5 codifica uma proteina responsavel por inibir a acédo
da proteina transportadora associada com a apresentacao de antigenos (TAP)
nas células hospedeiras (Koppers-Lalic et al., 2003). Apesar de ndo haver
dados na literatura em relacdo a funcdo da UL49.5 do BoHV-5, sabe-se que
essa proteina age como inibidora da TAP em diversos virus do género
Varicellovirus, entre os quais o BoHV-1, o EHV-1, o EHV-4 e o SuHV-1
(Koppers-Lalic et al., 2005; Verweij et al., 2008; Verweij et al., 2010a). O estudo
in silico que realizamos revelou uma grande semelhanca no perfil de
hidrofobicidade e na sequéncia de aminoacidos entre a UL49.5 de BoHV-1 e de
BoHV-5. Esses resultados podem indicar que a proteina de BoHV-5
compartilha uma estrutura parecida com a UL49.5 de BoHV-1. Dessa forma,
pode-se inferir que a UL49.5 exerca a mesma funcdo em ambos 0s virus,
embora 0 mecanismo de acdo possa nao ser especificamente o mesmo

(Koppers-Lalic et al., 2005).
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As alteracdes propostas nesse estudo no gene UL49.5 modificam a
sequéncia da proteina a partir do vigésimo nono aminodacido. A partir do estudo
in silico das mudancas produzidas na sequéncia de aminoacidos da proteina,
pode-se observar que a regido transmembrana passa a ter um carater
acentuadamente mais hidrofiico que o da proteina selvagem, embora
alteracdes na hidrofobicidade sejam visiveis ao longo de toda a proteina. Além
disso, a troca na fase de leitura ainda provoca um stop codon prematuro,
levando a perda dos ultimos sete aminoacidos da sequéncia. Essas alteracées
interferem justamente nas regibes que, de acordo com a literatura, seriam
responsaveis por exercerem a funcéo de inibicdo da TAP (Koppers-Lalic et al.
2008). Como néo foi possivel isolar uma amostra recombinante até o momento,
ndo ha como comprovar se as alteracdes previstas in silico realmente ocorrem

ou sao funcionais in vitro ou in vivo.

As dificuldades encontradas para o isolamento do virus BoHV-5
recombinante podem ser explicadas principalmente por duas razfes: a alta
citotoxicidade apresentada pelas técnicas de transfeccdo e pela baixa
frequéncia de recombinacdo homologa (em torno de 1 %) entre o virus parental
e o fragmento de delecdo (Jordan et al., 1996). A citotoxicidade, além de
dificultar a visualizacdo de placas virais, diminui a chance de eventos de
recombinacdes, uma vez que ha menos células vivas presentes na
monocamada transfectada. Essa toxicidade é causada ndo apenas pelos
reagentes usados nas transfeccfes, como pelo préprio DNA que se deseja

inserir. Sabe-se que o tamanho dos precipitados define a capacidade de
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ligacdo do DNA e, portanto, modulam a eficiéncia da transfeccdo e seus efeitos
toxicos (Roy et al., 2003; Welzel et al., 2004; Neumann et al., 2009). Porém, a
presenca do DNA parece afetar a formacao das particulas, e as moléculas de
calcio, quando precipitam, causam dano celular (Jordan et al., 1996; Jordan &
Wurm, 2004). O choque osmético também € outro fator descrito como causador
de um efeito toxico e é recomendado que para cada tipo celular se estabeleca
as melhores condi¢cdes de concentracdo e tempo de exposicdo (Jordan &
Wurm, 2004). Entretanto, transfeccdes realizadas através do uso do Kit Xfect
se mostram menos toxicas ao cultivo celular - e mais eficientes - que
transfeccdes realizadas pela técnica de fosfato de célcio, fato que gera novas

perspectivas para esse trabalho.



6. CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel concluir que:

a) Os herpesvirus bovino tipo 1 e 5 estdo disseminados na

populacao estudada.

b) Foi detectada a presenca de BoHV-1 e de BoHV-5 em amostras
de sémen fresco e em palheta de touros saudaveis de duas propriedades rurais
e uma central de inseminacdo, usando duas reacfes espécie-especificas de
NPCR e isolamento viral. Esses resultados ressaltam a importancia de se testar
as amostras de sémen, mesmo de touros saudaveis, para a presenca de

BoHV-1 e BoHV-5.

c) Neste trabalho também se tentou construir um virus recombinante
de BoHV-5, ao qual o hospedeiro pudesse desenvolver uma melhor resposta
imunolégica. Apesar do grande avango na otimizagdo dos parametros da
técnica de transfeccdo, ndo foi possivel produzir um virus recombinante,
devido as dificuldades encontradas em se realizar transfeccdes eficientes, nas
quais ocorressem recombinacdes homélogas entre o DNA viral e cassete de
delecdo. Ainda assim, esperamos em breve obter sucesso na producédo do

recombinante.
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Abstract

Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are important pathogens of the respiratory and genital tract of cattle and may
also affect the central nervous system and cause meningoencephalitis. Both virus types are estimated to be widely distributed in
Southern Brazil. In the present study, BoHV-1 and/or BoHV-5 DNA were detected in bovine semen samples from two states of
Brazil by two species-specific nested polymerase chain reactions (nPCRs). These nPCRs were used to assay 53 samples of fresh
semen and 23 samples of frozen semen from breeding bulls. Viral DNA was detected in all 76 semen samples: all were positive
for BOHV-5, whereas 34 of these were positive for BOHV-1 as well. Moreover, in five fresh and in 13 frozen semen samples— of
a total number of 40 samples suitable for virus isolation—infectious BoHV-1 and/or BoHV-5 virus were detected. In conclusion,
that both BoHV-1 and BoHV-5 were detected in bovine semen in Brazil highlighted the importance of examining bull semen in
search for both agents to reduce the risk of transmitting these viruses.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction cephalitis in cattle, but can also infect the genital tract
[6]. Both viruses have been associated with reproduc-
tive failure, e.g., early embryonic death and abortions,
which probably account for the most significant losses
linked to BoHV-1 and BoHV-5 [7-9]. Due to their high
degree of antigenic similarity, BoHV-1 and BoHV-5
are highly cross-reactive in standard serological assays.
Therefore, type-specific prevalences have not, to date,
been determined [10,11].

It has been estimated that BoHV-1 infects 50-90%

% Corresponding author. Tel.: +555133083655; fax: +5555133084111. of the Brazilian cattle population [12,13]. However, the
E-mail address: marthatoliveira@gmail.com (M. Oliveira). prevalence of BoHV-5 infections, as well as how much

Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are
pathogens of major veterinary importance, responsible
for substantial economical losses worldwide [1-3]. Bo-
vine herpesvirus 1 causes predominantly respiratory
and genital disease in cattle [4], although it can also be
associated with meningoencephalitis [5]. The closely
related BoHV-5 is a major cause of viral meningoen-
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of the estimated BoHV-1 prevalence is actually due to
BoHV-5 is unknown. Like other alphaherpesviruses,
BoHV-1 and BoHV-5 can cause latent infections in
trigeminal and paravertebral ganglia, from where they
may eventually be reactivated [14,15]. During episodes
of reactivation, viral shedding may take place and lead
to contamination of semen [7,16].

We recently conducted a study to detect latent
BoHV-1 and or BoHV-5 DNA in trigeminal ganglia of
slaughtered cattle [17]. The objective of the present
study was to identify BoHV-1 and BoHV-5 DNA
in samples of semen from breeding bulls employing
two species-specific nPCRs.

2. Materials and methods
2.1. Semen samples

Fifty-three samples of fresh semen were obtained
from bulls from a farm in the Brazilian state Rio
Grande do Sul (34) and a farm near the city of
Goiandpolis in the state Goéias (19). In addition, 23
frozen semen samples were obtained from an artificial
insemination center in Rio Grande do Sul. The bulls
from the two farms were Nelore (Zebu) and ranged
from 2-3 y old, whereas the Al centre bulls were Bos
taurus (e.g., Angus, Hereford and Holstein) and ranged
from 3-7 y. Although no serological data regarding
BoHV-1 or BoHV-5 infections were available for any
of these bulls, none showed obvious signs of a BoHV
infection.

2.2. DNA extraction from fresh and frozen semen

Extraction of DNA from fresh and frozen semen was
performed as described by van Engelenburg and others
[16] and Smits and others [18], with small modifica-
tions. In brief, 50 uL of each semen sample were
centrifuged (Eppendorf centrifuge 5415C) at 8500 g for
10 min. To each supernatant, 150 wL of TE buffer [10
mM Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), pH 7.5; 1
mM EDTA (Invitrogen)] were added. Samples were
then mixed with 22 uL of 10% sodium dodecyl sulfate
(SDS, Promega, Madison, WI, USA), 0.5 uL transfer
RNA (10.3 mg/mL, Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA ), 1 pL proteinase K (20 mg/mL, USB Corpora-
tion, Cleveland, OH, USA), 200 molecules of an inter-
nal control (IC) plasmid [17] and incubated at 37 °C for
1 h. Extraction of DNA was performed by adding one
volume of buffer-saturated phenol (pH 8.0, Invitrogen)
and 13 pL of 5 M NaCl (Nuclear, Diadema, SP, Bra-
zil), followed by incubation at room temperature for 30

min. After centrifugation at 8500 g for 12 min, 0.6
volumes of isopropanol (Pro Analysis, Industria
Quimica Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) were added
to the supernatant. Subsequently the mixture was incu-
bated at -20 °C for 30 min and centrifuged for 20 min
at 8500 g. Pellets were resuspended in 100 uL of TE
buffer and 1 mL of n-butanol (Vetec, Rio de Janeiro,
RJ, Brazil) was added. After vigorous mixing, the sam-
ples were centrifuged at 8500 g for 10 min. The DNA
containing pellets were air dried and resuspended in 50
nL TE.

2.3. Nested polymerase chain reactions (nPCRs)

The nPCRs were performed as described by Campos
and others [17]. In brief, for the first PCR, primers were
used that recognize both BoHV-1 and BoHV-5 and
were expected to give rise to amplicons of 575 bp
(BoHV-1) and 572 bp (BoHV-5). To each reaction, 200
molecules of an internal control (IC) template were
added to detect false negative reactions. The IC tem-
plate is a plasmid containing the amplified region of
BoHV-1, with a 135 bp internal deletion leaving the
primer binding sites intact. The IC template gives an
amplification product of 440 bp. To identify false pos-
itive reactions, three negative control samples, i.e.,
samples with 50 ng of BoHV negative bovine genomic
DNA, were added to each set of 12 PCRs. Reactions
were performed in a Mastercycler Eppendorf thermo-
cycler and the products were analyzed by electropho-
resis on a 1.5% agarose (Invitrogen) gel stained with
ethidium bromide (0.5 wg/mL; Promega) and compared
with pUC19 x Hinfl (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) as a molecular weight marker.

To differentiate between BoHV-1 and BoHV-5, the
products of the first PCR were used in two species-
specific nPCRs, as described by Campos and others
[17]. These nPCRs give rise to a BoHV-1 specific
product of 161 bp and a BoHV-5 specific product of
236 bp.

2.4. Virus isolation from semen

Virus isolation was carried out following an OIE
(World Organization for Animal Health) standard pro-
tocol [19]. In short, the semen samples were diluted in
90% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Grand-Island,
NY, USA) supplemented with amphotericin B (2.0 ug/
mL, Cristdlia, Itapira, SP, Brazil), enrofloxacin (10.0
ng/mL, Baytril®, Bayer, Sdo Paulo, SP, Brazil) and
gentamicin (50.0 pg/mL, Gentamax®, Marcolab,
Duque de Caxias, RJ, Brazil). Samples were added in
quadruplicate into 96-well cell culture plates seeded
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24 h prior with CRIB cells (Madin Darby bovine kid-
ney cells resistant to BVDV) [20]. For each sample, 50
uL were added per well. Samples were incubated on
cells for 1 h at 37 °C for adsorption. Subsequently,
monolayers were gently washed twice with 100 uL of
Eagle’s minimal essential medium (EMEM, Gibco)
supplemented with 5% FBS (Gibco) plus antibiotics as
above, and replenished with a fresh volume (100 uL/
well) of medium. Plates were then incubated for 72 h at
37 °C in a 5% CO, atmosphere (Forma Scientific).
Negative control wells in each plate were mock in-
fected with medium only, following the same protocol.
Monolayers of CRIB cells were examined and com-
pared with negative control cells for cytophatic effect
(CPE). When no CPE was observed, plates were frozen
and thawed, the cell medium was harvested and inoc-
ulated into new culture plates. If no CPE was observed
up to the third blind passage, a sample was considered
negative for virus isolation.

2.5. Isolation of viral DNA and restriction enzyme
analysis

Seven of the 18 CPE positive semen samples were
submitted for DNA isolation to confirm the presence
of BoHV virus and to determine the species (BoHV-1
or BoHV-5). Recovery of viral DNA from BoHV-1 or
BoHV-5 infected cells was performed as described by
Green and others [21] and Pignatti and others [22], with
some modifications as follows. Each of the seven sam-
ples was used to inoculate a confluent monolayer of
CRIB cells in a 75 cm? tissue culture flask. When CPE
was evident in approximately 90% of the cell mono-
layer, the supernatant was removed and the remaining
infected monolayer was treated with 5 mL of 2.5%
trypsin (Gibco) and incubated at 37 °C for 5 min and
harvested carefully so as not to disrupt the cells. Next,
5 mL of cold PBS [85 g of NaCl, 1.84 g of
Na,HPO,2H,0, 0.26 g of NaH,PO,H,O, H,O
q.s.p-1000 mL, pH 7.2] were added to the tissue culture
flask to remove the residual cells and the 10 mL of cells
were centrifuged for 10 min at 1000 g (Cientec CT
5000). The pellets were treated with 2 mL of lysis
buffer [100 mM Tris-HCI (Invitrogen) pH 7.9, 100 mM
EDTA (Invitrogen), 0.25% Triton X-100 (Roche Diag-
nostics Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brazil)]. Then this
solution was mixed gently, incubated for 10 min at
room temperature and NaCl was added to a final con-
centration of 0.2 M. Next, this solution was centrifuged
for 10 min at 1000 g to pellet the cell nuclei. To the
supernatant 5 uL proteinase K (20 mg /mL, USB Cor-
poration) and 40 uL 10% SDS were added to final

concentrations of 50 ug/mL and 0.2%, respectively.
This mixture was incubated 1 h at 56 °C followed by a
phenol extraction and an isopropanol precipitation. The
obtained pellet was resuspended in 10 uL of TE (10
mM Tris-HCl pH 7.9 and 1 mM EDTA) per tube
supplemented with 3 uL of RNAse (20 mg / mL,
Qiagen Inc.,Valencia, CA, USA). After incubation for
15 min at 37 °C, 3 to 7 uL (depending on the concen-
tration of viral DNA) were used for restriction enzyme
analysis (REA) with HindIIl enzyme (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA), which allows differenti-
ation between BoHV-1 and 5. The reactions were an-
alyzed by an overnight electrophoresis on 0.7% agarose
(Invitrogen) gel stained with ethidium bromide (0.5
pg/mL) and compared with Lambda DNA (Promega) x
HindIII molecular weight marker.

3. Results

3.1. Detection of BoHV-1 and BoHV-5 DNA in
semen samples

The 57 semen samples from Rio Grande do Sul (34
fresh semen samples from a breeding farm and 23
frozen semen samples from an artificial insemination
(AI) centre) and 19 fresh semen samples from a breed-
ing farm in the state Goids, were all subjected to a first
PCR, based on primers that recognized both BoHV-1
and BoHV-5. The products of this first PCR, however,
were not always visible on the agarose gel, perhaps due
to the low amount of viral DNA in the sample (Fig.
1A). The products of the first PCR were subjected to
two species-specific nPCRs that were able to discrim-
inate between DNA of BoHV-1 and DNA of BoHV-5.
The BoHV-1 specific nPCR gave rise to a product of
161 bp, whereas the BoHV-5 specific nPCR gave rise
to a product of 236 bp (Fig. 1B).

All 76 semen samples were positive for BoHV-5
DNA, whereas 34 (44.7%) of these were also positive
for BoHV-1 (Table 1). Of the 57 semen samples col-
lected from bulls of European breeds in the state of Rio
Grande do Sul, 25 were positive for both BoHV-1 and
BoHV-5. Among the semen samples of the Al center,
fewer samples were positive for both virus species. Of
the 23 frozen semen samples from the Al centre, five
were positive for both virus species. Conversely, of the
34 fresh semen samples of a farm in this state 20
samples were positive for both BoHV-1 and BoHV-5.
Of the 19 fresh semen samples collected from bulls of
the Zebu breed in the state of Géias, nine samples were
positive for both BoHV-1 and BoHV-5.
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Fig.1. (A) Agarose gel analysis of the amplified products of the first
PCR using DNA isolated from bovine semen samples as a template.
Arrow ‘BoHV-1 or 5’ indicates the PCR product of either BoHV-1 or
BoHV-5 (about 570 bp). Arrow ‘Internal Control’ indicates the PCR
product of the internal control template (440 bp). Lane 1: marker
pUC19 x Hinfl. Lanes 2, 3, 4, 6, 7, and 8 are PCR products of semen
samples. Lanes 3, 4 and 6 scored negative, whereas lanes 2, 7, and 8
scored positive. Lane 5: negative control. (B) Agarose gel analysis of
the amplified products of the two species-specific nested PCRs using
the products of the first PCR of two samples as a template. The
BoHV-1 specific nPCR products have a size of 161 bp (lane 2 =
sample 1265 and lane 3 = sample 1350), whereas the BoHV-5
specific nPCR products have a size of 236 bp (lane 5 = sample 1265
and lane 6 = sample 1350). Lanes 1 and 8: 100 bp DNA ladder (New
England Biolabs - Ipswich, MA, USA). Lanes 4 and 7: negative
controls.

3.2. Virus isolation and REA

To determine whether the BoHV-1 and/or BoHV-5
DNA-positive semen samples contained infectious vi-
rus, virus isolation was performed. However, 36 samples
could not be assayed due to lack of sufficient semen (16)
or due to cytotoxicity (20). Of the tested remaining 40

Table 1
Detection of viral DNA and virus isolation in semen of Brazilian
bulls.

RS European GO Zebu Total (%)
breeds breed

Viral DNA detection

BoHV-5 57157 19/19 76/76 (100)
BoHV-1 25/57 9/19 34/76 (44.7)
BoHV-5 + BoHV-1 25/57 9/19 34/76 (44.7)
Virus isolation

Positive samples 13/30 5/10 18/40 (45.0)

RS, State of Rio Grande do Sul; GO, State of Goids.
# Thirty-six samples could not be assayed due to lack of sufficient
semen (16) or due to cytotoxicity (20).

M12 34567

g A BoHV-5

23.1 kb : ? fragments
9.4 kb

6.6 kb | Bonv

fragments

4.4 kb

Fig. 2. Restriction enzyme analysis of genomic DNA of BoHV-1 or
BoHV-5 virus isolated from bovine semen samples. The viral DNA
was digested with HindIII and obtained fragments were separated on
a 0.7% agarose gel. Lanes M: lambda x HindIIl markers. Lanes 1,
Isolate 1/4p; 2, Isolate 2/4p; 3, Isolate 3/4p; 4, Isolate 4/4p; 5, Isolate
5/4p; 6, Isolate 6/3p; 7, Isolate 7/3p. (1/4p = isolate number/passage
4.) The pattern of the BoHV-1 fragments is typical for the BoHV-1.2
genotype [23,24]. The upper band (arrow) represents the typical two
largest HindIII fragments (~57 and 50 kb) of BoHV-5.

samples, 18 produced a typical herpesvirus like cytopathic
effect (CPE) and were considered positive (45%) (Table
1). Thirteen of these 18 semen samples with infectious
BoHYV were from bulls of the Al centre in Rio Grande do
Sul (European breeds) and five were from bulls from the
farm in Goias (Zebu breed).

To confirm that the CPE was really due to a bovine
herpesvirus infection and to determine which of the two
viruses (BoHV-1 or BoHV-5) was isolated, restriction
enzyme analysis (REA) of the first seven of the 18 virus
isolation positive samples was performed. The REA of
the isolated viral DNA with the HindIIl enzyme [23,24]
showed the presence of BoHV-1.2 DNA in all seven
samples. A BoHV-5 HindllI restriction enzyme frag-
ment pattern was difficult to observe, however typical
BoHV-5 bands (with approximate sizes of 50 and 57
kb) were present in all samples (Fig. 2). All seven virus
samples originated from semen samples that were positive
in the BoHV-5 nPCR and negative in the BoHV-1 nPCR.
Conversely, all samples—with exception of sample
2—originated from bulls that scored at least one time
positive by both the BoHV-1 and BoHV-5 nPCRs.

4. Discussion

In this study, 100% of 76 semen samples of Brazil-
ian cattle were positive for BOHV-5 DNA and 44.7% of
these samples were positive for BOHV-1 DNA as well.
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The percentages of BoHV-1 and BoHV-5 infections of
the bulls of European breeds and those of Zebu breed
did not differ significantly. From 18 of the 40 samples
that could be tested (45%), infectious BoHV-1 and/or
BoHV-5 could be isolated. Seven of these 18 viral
isolates were analyzed by restriction enzyme analysis.
All seven contained both BoHV-1 and BoHV-5
genomic DNA and all BoHV-1 genomes were of the
BoHV-1.2 genotype.

The presence of BoHV-1 and BoHV-5 in semen
samples of Brazilian cattle was demonstrated before. In
that regard, BoHV-1 DNA was found in 31.7% of
semen samples (n = 101) from an artificial insemina-
tion centre [25]. Bovine herpesvirus type 1 DNA (n =
5) and BoHV-5 (n = 2) were detected in semen sam-
ples of healthy bulls [26]. Bovine herpesvirus type 1.2
was also found in semen of a bull without clinical signs
[27]. Likewise, BoHV-5 DNA was found in 30% (n =
20) of semen samples and in semen of a bull without
clinical signs [27-29]. In addition, in Australia,
BoHV-5 was detected in semen of a healthy donor bull
[30].

The percentage of 31.7% BoHV-1 positive samples
found by Rocha and others [25] seemed comparable to
the 44.7% found in this study. The highest percentage
of BoHV-5 positive semen samples reported before was
30% [by Gomes and others, 28]. The 20 semen samples
used by these authors all contained infectious BoHV-1
[25]. The observed 30% BoHV-5 DNA positive sam-
ples were thus positive for both BoHV-1 and BoHV-5.
None of the earlier studies showed such a high percent-
age of BoHV-5 positive semen samples as found in the
present study. The differences between our and earlier
results may have been due to differences in sensitivity
of the PCR assays used and/or due to the origins of the
semen samples. It is noteworthy that DNA of both
BoHV-1 and BoHV-5 were recently found by our
group in ganglia of cattle from South Brazil [17]. In
that study, the percentages of cattle carrying BoHV-1
DNA or BoHV-5 DNA or both, were 82.8, 93.1, and
75.9%, respectively. These numbers differed from
those obtained here, but the high numbers of BoHV-5
infected animals found in both studies corroborate each
other.

This study also showed that fresh as well as frozen
semen samples contained infectious virus. The low
percentage (45%) of semen samples from which
BoHV-1 or BoHV-5 virus could be isolated, despite the
fact that they were all positive by PCR, reflected the
fact that PCR of BoHV-1 or BoHV-5 was generally
more sensitive than virus isolation [16,18]. This is be-

cause viral DNA from non-infectious particles can also
be detected by PCR [31]. Furthermore, anti-BoHV an-
tibodies in semen may hinder the infectivity of the virus
[31]. Starting ~3 wk after an artificial infection with
BoHV-1, a PCR assay scored four to nine times more
BoHV-1 DNA positives than BoHV-1 virus isolation
[32]. In this study, however, the BoHV-1 specific nPCR
failed to detect viral DNA in semen samples that were
BoHV-1 virus isolation positive. Our BoHV-1 specific
nPCR is thus less sensitive than virus isolation. This
was probably due to the annealing temperature that was
optimized to discriminate between BoHV-1 and
BoHV-5 at the expense of its sensitivity. We inferred
that the number of samples positive for BoHV-1 was
actually higher than detected by our nPCR.

The seven virus samples that were used to perform a
restriction enzyme analysis (REA) were the first 7 of
the 18 virus batches obtained by virus isolation. As it
happened, these seven samples were obtained from
only four bulls from the same artificial insemination
centre. The REA showed the presence of genomic
DNA of both BoHV-1 and BoHV-5, although the
amount of BoHV-5 DNA was ~20 times lower than the
amount of BoHV-1 DNA. Presumably BoHV-1 grows
better than BoHV-5 in the CRIB cells that were used
for virus isolation. This may reflect biological differ-
ences between these viruses. The observed pattern of
the BoHV-1 DNA fragments showed that all BoHV-1
genomes had the BoHV-1.2 genotype, which is nor-
mally found in South America [27].

The presence of infectious BoHV-1 and BoHV-5
virus in semen is a matter of concern. Primary BoHV-1
and BoHV-5 infections of cattle are an animal health
concern, with expected economic losses. Consequently,
it may be advantageous to control BoHV-1 and
BoHV-5 infections and eventually eliminate these vi-
ruses from herds. A growing number of countries al-
ready started to control BoHV-1 infections [33]. In
addition, more and more countries created national and
international trade barriers for BoHV-1 positive pro-
ducts [33]. However, management of cattle in Brazil is
quite different from the countries that already started
BoHV-1 control programs. Most cattle in Brazil are
managed extensively, roaming free over immense areas
and the herds are very large, making it hard to imple-
ment a control program. The use of serologically dif-
ferentiating or diva vaccines [34] would be the method
of choice, but is not yet put in practice in Brazil [35].
There is a diva vaccine available against BoHV-1, but
not against BoHV-5. Although one might expect that a
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BoHV-1 vaccine also protects against BoHV-5, this is
still a controversial issue [36-38].

However, even without a specific control program,
the spread of BoHV-1 and 5 by contaminated semen
can be reduced. Bovine herpesviruses latently infect
their host, occasionally reactivate and intermittently
emerge in the semen, often without reappearance of
clinical signs [39]. To avoid spreading of BoHV-1 and
BoHV-5 by artificial insemination, all semen samples,
including those from apparently healthy bulls, should
be tested for their presence. Due to the intermittent
secretion of these viruses not all batches of semen are
contaminated with infectious virus. If two straws of
each batch for artificial insemination are tested negative
for the presence of infectious BoHV-1 and BoHV-5,
the risk of transmitting these viruses to inseminated
cows is substantially reduced [39,40].

In conclusion, we investigated the presence of
BoHV-1 and BoHV-5 in fresh and frozen semen sam-
ples from healthy Brazilian bulls using two species-
specific nPCR assays and virus isolation. We found
BoHV-5 DNA in all samples (N = 76) and in 44.7 %
of these samples BoHV-1 DNA was detected as well.
Of 40 tested samples, 45% were also positive by virus
isolation. These results highlighted the importance of
testing semen samples, even from healthy bulls, for the
presence of BoHV-1 and BoHV-5, especially in regions
where these viruses are endemic.
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