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RESUMO

As consequéncias mais importantes da infeccéo pelo virus da diarreia viral bovina
(BVDV) parecem estar relacionadas com perdas reprodutivas. O do BVDV ¢é
responsavel por sindromes que incluem abortos, anormalidades congénitas e bovinos
persistentemente infectados (PI). Ele estd presente em grande parte dos rebanhos
bovinos comerciais de varios paises. Com base no efeito da replicacdo viral em cultivo
celular, os isolados de BVDV podem der divididos em citopaticos (CP) e ndo-
citopaticos (NCP). Os isolados NCP se constituem nos BVDV “verdadeiros” ¢ sdo
responsaveis pela maioria das infec¢fes naturais e pelas infeccOes fetais persistentes. Os
isolados CP sdo uma minoria e ndo sdo capazes de produzir infecgdes persistentes, séo
isolados quase que exclusivamente de animais com doenca das mucosas (DM). O virus
CP ¢é gerado nos animais Pl a partir do virus NCP original, através de mutacdes,
recombinacfes, delecdes ou rearranjos genéticos. Os animais Pl excretam virus
continuamente em altos niveis em suas secre¢fes (nasais, saliva, sémen e leite) e
excrecOes (urina e fezes). Animais Pl sdo considerados a fonte mais importante do
BVDV em rebanhos. Portanto, em termos de controle e erradicacdo, o diagndstico de
BVD deve ser focado na deteccdo dos animais PIl. Neste trabalho dois animais foram
identificados como persistentemente infectados por este virus através da realizacdo do
exame de RT-PCR com soro sanguineo. Posteriormente, foram coletados fragmentos de
orelha para realizacdo do exame de imuno-histoquimica (IHQ), no qual ambos os
animais obtiveram resultado positivo, demonstrado pela marcacdo da IHQ de pele. Os
dois animais foram eutanasiados e necropsiados. As principais altera¢cbes macroscopicas
foram o aumento dos linfonodos mesentéricos e a evidenciacdo das Placas de Peyer e da
polpa branca do baco. Na microscopia foi observada rarefacdo linfoide centrofolicular
multifocal e infiltrado linfo-histiocitario nos linfonodos mesentéricos, dilatacdo dos
vasos linfaticos no jejuno e infiltrado inflamatério mononuclear discreto na mucosa do
intestino delgado. No teste de IHQ as principais células marcadas foram linfécitos e
histidcitos em 6rgéos linfoides e em érgados do sistema digestério, citoplasma de corpos
neuronais e células da glia no encéfalo e na pele em queratindcitos da epiderme, células
mononucleares da derme e epitélio de foliculos pilosos, marcacéo esta que caracteriza

bovinos persistentemente infectados pelo BVDV.

Palavras - chave: Pestivirus, bovinos persistentemente infectados, doenca dos bovinos.



ABSTRACT

The major BVDV infection consequences seem to be related with reproductive
failure. BVD virus is also responsible for abortions, congenital abnormalities,
persistently infected bovine (PI). BVDV is present in most of the commercial herds of
several countries. Based on cell culture replication effect, BVDV isolates can be divided
into cytopathic (cp) or non cytopathic (ncp). Ncp isolates characterize the “true” BVDV
and are responsible for most of the natural infections and for persistent fetal infections.
There are cp isolates, that are not able to produce persistent infection, these are
isolated almost exclusively from animals presenting mucosal disease (MD). Cp BVDV
are generated in Pl animals deriving from original ncp virus, through mutations,
recombination, deletion or genetic rearrangements. Pl animals excrete virus
continuously in high titers through their secretions (nasal, saliva, semen and milk) and
excretion (urine and feces). Pl animals are believed to be the most important BVD
infection cause in herds. Therefore, in terms of control and eradication, BVDV
diagnosis must be focused in Pl animal detection. In this study, two animals were
identified as persistent infected by the virus through reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) from serum. Subsequently, ear fragments were collected for
immunohistochemistry (IHC), both animal presented positive result demonstrated by
skin IHC staining. The main gross lesions were enlargement of mesenteric lymphnodes.
Peyer patches and white pulp of the spleen were evident. Microscopically, multifocal
centrofollicular lymphoid depletion and mononuclear infiltrate were observed in the
mesenteric lymphnode, lymphatic vessels dilation was observed in the jejunum and
discrete mononuclear infiltrate in the small gut mucosa. IHC test stained lymphocytes
and histiocytes in lymphoid tissue and in digestive tract, neuronal bodies cytoplasm and
glial cells in the brain, keratinocytes of the skin, mononuclear cells in the dermis and
follicular epithelium, staining compatible with those present in BVDV persistently

infected bovine.

Key words: Pestivirus, persistently infected bovines, bovine disease.
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1. INTRODUCAO

Uma grande variedade de manifestacGes clinicas estdo associadas a infec¢do pelo
virus da diarreia viral bovina (BVDV). Essas manifestacdes podem ser agrupadas em
quatro formas principais: doenca aguda leve (gastroentérica e respiratdria), doenca
aguda severa (gastroentérica, respiratoria e hemorragica), doenca das mucosas (DM), e
diarreia viral bovina (BVD) cronica (recentemente reconhecida como uma forma da
DM) (Flores et al.,2005). As maiores consequéncias da infeccdo pelo BVDV parecem
estar relacionadas com perdas reprodutivas. O BVDV é responsavel por sindromes que
incluem abortos, anormalidades congénitas e bovinos persistentemente infectados (PI).
(Flores et al., 2007).

O BVDV é um Pestivirus da Familia Flaviviridae, que foi isolado pela primeira
vez de rebanhos gque apresentavam uma doenca aguda e contagiosa com alta morbidade
e baixa mortalidade. Ele esta presente em grande parte dos rebanhos bovinos comerciais
de vérios paises (Njaa et al, 2000).

De acordo com as caracteristicas genéticas e antigénicas, os isolados de BVDV
podem ser divididos em dois grupos: BVDV-1 e BVDV-2. Os virus pertencentes ao
gendtipo 1 abrangem a maioria das cepas de referéncia e os virus utilizados em vacinas.
Os virus pertencentes ao genotipo 2 foram inicialmente isolados de surtos de BVD
aguda e doenca hemorragica, mas incluem também isolados de viruléncia baixa e
moderada (Flores et al., 2005) .

Com base no efeito da replicagdo em cultivo celular, os isolados de BVDV podem
ser divididos em citopaticos (CP) e ndo-citopaticos (NCP). Os isolados NCP se
constituem nos BVDV “verdadeiros” e sdo responsaveis pela maioria das infecc¢des
naturais e pelas infeccdes fetais persistentes. Os isolados CP sdo uma minoria e ndo sao
capazes de produzir infecgcOes persistentes, sdo isolados quase que exclusivamente de
animais com DM. Os BVDV séo gerados nos animais persistentemente infectados (PI) a
partir do virus NCP original, através de mutaces, recombinacGes, delegdes ou
rearranjos genéticos que levam a expressdo na proteina NS23 como um polipeptideo
individual (Bolin et al, 2004). Ao contrario, os virus NCP expressam apenas a proteina
precursora NS23. A proteina NS23 é considerada o marcador molecular dos virus CP
(Flores & Schuch, 2007).



A introducdo do virus nos rebanhos pode ocorrer pela aquisi¢do de animais PI; de
fémeas gestando fetos Pl e pela introducdo de animais durante infeccdo aguda e, ainda,
através do contato entre animais de rebanhos vizinhos (Flores et al., 2005).

A infeccdo de fémeas prenhes soronegativas é seguida de transmissao
transplacentaria do virus ao embrido ou feto. As consequéncias da infec¢do do concepto
dependem do estagio gestacional em que ocorre a infecgdo, do biétipo (CP/NCP) e da
cepa do virus. Podem ocorrer reabsorcdo embrionaria (com retorno ao cio em intervalos
regulares ou irregulares), abortos, mumificacdo fetal, natimortos, nascimento de
bezerros fracos e inviaveis ou o nascimento de animais Pl (Brock et al., 2005). Abortos
em qualquer fase da gestacdo podem ser atribuidos ao BVDV. Fetos infectados no terco
final da gestacéo, geralmente nascem normais, livres do virus e soropositivos (Flores &
Schuch, 2007).

O estabelecimento de infecgdes persistentes ocorre quando o feto € infectado entre
40 e 120 dias de gestacdo. Os fetos infectados neste periodo desenvolvem
imunotolerancia ao virus infectante e seu organismo jamais conseguira erradicar o virus.
Apenas cepas de BVDV ndo-citopaticas podem estabelecer infeccdes persistentes. Os
bezerros que nascem PI geralmente sdo soronegativos. Os animais Pl podem apresentar
crescimento retardado, malformacBes congénitas ou ser aparentemente saudaveis
(Flores & Schuch, 2007).

Animais persistentemente infectados com o BVDV representam 0 maior
reservatorio do virus na natureza e, dessa forma, séo considerados mantenedores do
virus (Campbell, 2004). A maioria dos animais PI morre no inicio da vida (Taylor et al,
1997), no entanto, alguns podem viver até dois anos ou mais, alcancando a vida adulta,.
podendo até se tornar reprodutores e transmitir o virus para a progénie (fémeas) ou pelo
sémen (macho) (Radostits et al., 2007). Os animais Pl excretam o virus continuamente
em altas quantidades em suas secrec¢des (nasais, saliva, sémen e leite) e excrecgdes (urina
e fezes) (Flores & Schuch, 2007). Animais P1 sdo considerados a mais importante causa
do virus BVD em rebanhos (Njaa et al., 2000).

Portanto, em termos de controle e erradicacdo, o diagnéstico de BVD deve ser
focado na deteccdo dos animais PI, como vem sendo realizado em programas de
erradicacdo da doenca na Europa (Sanvik, 2004).

Animais Pl possuem grandes quantias de particulas virais em uma variedade de
tecidos que podem ser rapidamente identificados por isolamento viral (IV), ensaio

enzimético de captura de antigeno (ELISA), imuno-histoquimica (IHQ) ou reagdo em
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cadeia de polimerase (PCR) (Saliki et al, 2004). Mais comumente, o isolamento viral e
0 PCR sdo métodos de diagnostico que sdo usados para identificar BVDV no soro
sanguineo de bovinos. No entanto, muitos dias sdo necessarios para obter resultado
quando o isolamento viral € utilizado, além disso, dois testes devem ter resultado
positivo e devem ser realizados separadamente em um periodo de duas a trés semanas
para confirmar a infeccdo persistente por BVDV. A técnica de PCR simples é
altamente sensivel na deteccdo de BVDV e mostra diferenca de genotipos, porém nao
ha dados disponiveis que provem que o PCR simples possa diferenciar infec¢bes agudas
de animais Pl (Njaa et al.,, 2000). A reacdo em cadeia da polimerase utilizando
transcriptase reversa (RT-PCR) tém sido utilizada para deteccdo de animais Pl em
amostragens de leite e soro sanguineo (Saliki et al, 2004).

O BVDV tem tropismo por linfécitos, fagocitos mononucleares e células
epiteliais. Muitos estudos tém documentado distribuicdo tecidual do BVDV, baseado
em IHQ de bidpsias de pele (Njaa et al., 2000).

Um dos métodos desenvolvidos que tem sido utilizado para identificacdo de
animais Pl por BVDV é a deteccdo do antigeno viral em biopsias de pele (Brodersen,
2004). O uso de IHQ para detectar Pl em bezerros se mostrou um acurado método de
identificacdo destes animais, entre outras vantagens (Grooms, 2004).

Uma das vantagens desta técnica esta relacionada a marcacdo antigénica, dessa
forma, se um animal estiver com a forma aguda da doenca ou é vacinado com vacina
viva, a chance de deteccdo de antigenos virais em bidpsias de pele pela IHQ é muito
baixa (Njaa et al., 2000). Outras vantagens do uso da IHQ em bidpsias de pele séo a
facil coleta de amostras e seu transporte para o laboratério - 0 encaminhamento de
amostras de sangue necessita refrigeracdo durante transporte enquanto as amostras de
pele ndo tém essa necessidade, ja que ndo sdo alteradas pela temperatura ambiente. Um
fragmento pequeno de orelha é acondicionado em um recipiente contendo formalina
10%. Esta coleta ndo necessita ser realizada por pessoa treinada, ao contrério da coleta
de amostras de sangue. Além disso, 0s custos da coleta de fragmentos de orelha sédo
reduzidos quando comparados a coleta de sangue, que requer agulhas e tubos
apropriados (Brodersen, 2004). Segundo McGavin et al. (2007), o diagnéstico de
animais Pl seve ser realizado por IHQ de biopsias de pele pois esses animais

apresentam grande quantidade do virus em toda a pele.



O objetivo deste trabalho € descrever os achados clinicos, patologicos e a deteccéo
do virus, através da marcagdo imuno-histoquimica, em diversos tecidos de dois bovinos

persistentemente infectados pelo virus da diarreia viral bovina.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimentos gerais

Em 2009 a equipe do Laboratério de Virologia da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul realizou coleta de sangue em tubos com
EDTA de animais com baixo desenvolvimento e em vacas com repetidos problemas
reprodutivos em propriedades rurais do interior do Rio Grande do Sul (RS). O objetivo
era realizar, através do método de reacdo de amplificacdo em cadeia da polimerase
utilizando a transcriptase reversa (RT-PCR), a triagem de bovinos persistentemente
infectados (PI) pelo BVDV em rebanhos bovinos no RS, para posteriormente realizar
estudo comparativo entre a técnica de RT-PCR e imuno-histoquimica (IHQ) para
deteccdo viral em diversos tecidos de bovinos PI. Em seis animais foi confirmada a
infecgdo persistente do BVDV atraveés do RT-PCR do soro sanguineo, de cada um
destes animais foi coletado um fragmento da orelha para a realizacdo do exame de
imuno-histoquimica pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV/UFRGS) e diagnostico de infeccdo persistente por BVDV. O
resultado foi positivo para todos os animais testados.

Dos seis bovinos Pl pelo BVDV no RT-PCR dois foram selecionados para este
estudo. Um animal foi transportado ao SPV/UFRGS, onde foi eutanasiado e
posteriormente necropsiado. No outro caso, a equipe do SPV se deslocou a propriedade
rural de origem do animal diagnosticado como PI para a realizacdo da necropsia.

2.2 Coleta de fragmentos de orelha

A biopsia de orelha foi realizada na propriedade de origem dos animais pelo
veterinario responsavel, usando uma tesoura romba reta. Fragmentos de
aproximadamente 1,0 cm de comprimento e 0,5 cm de largura foram coletados da
extremidade do pavilhdo auricular e acondicionados em tubos de ensaio contendo
solugédo de formalina a 10%. . Apds 24 horas o material foi desidratado em solucdes
crescentes de alcool etilico, diafinizados em xilol e incluidos em parafina (PROPHET et
al., 1992). Posteriormente, foram realizados cortes de 5um em laminas de poli-I-lisina,

submetidas ao teste de IHQ.
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2.3 Necropsia e analises histoldgicas

Na necropsia dos animais Pl, foram avaliadas as altera¢cbes macroscopicas. Para
exame microscopico coletaram-se olhos, fragmentos de orelha, cérebro, cerebelo,
medula espinhal, ganglio trigeminal, hipofise, linfonodos mandibularmesentérico,
hepéatico e mediastinico, tonsila, baco, timo, pulm&o, traqueia, esdéfago, rimen, omaso,
reticulo, abomaso, duodeno, jejuno, ileo, (ceco, célon espiral, reto), tireoide, rim,
medula déssea, adrenal, coracdo e figado. Estes fragmentos foram fixados em solucéo de
formalina a 10% por 48h e processados rotineiramente (PROPHET et al., 1992). Foram
confeccionadas laminas para coloragdo de rotina de hematoxilina e eosina (HE), e

laminas de poli-I-lisina para exame IHQ.

2.4 Exame Imuno-histoquimico (IHQ)

O exame IHQ foi realizado em cortes de olho, cérebro, cerebelo, medula espinhal,
ganglio trigeminal, hipdfise, linfonodos mandibular, mesentérico, hepéatico e
mediastinico, tonsila, bago, timo, pulmdo, traqueia, eséfago, rimen, omaso, reticulo,
abomaso, intestino delgado, intestino grosso, tireoide, rim, medula dssea e adrenal dos
animais necropsiados, e em bidpsias de orelha dos animais suspeitos. Para realizacdo da
IHQ foi utilizado o protocolo previamente padronizado por Santos (2010). O anticorpo
primario monoclonal comercial anti-BVDV 15C5 (Syaracuse, USA) foi diluido em uma
solugéo tampao fosfato salina (PBS), na concentracéo de 1:500.

As laminas foram desparafinadas em xilol, hidratadas em solugdes decrescentes
de alcool etilico e lavadas em agua destilada. A recuperacdo antigénica foi feita com
protease XIV de Streptomyces griseus (Sigma ®) a 0,005% em PBS por 15 minutos a
37°C e as marcacgdes inespecificas foram reduzidas a partir da aplicacdo de leite
desnatado a 5% por 15 minutos em temperatura ambiente. O anticorpo primério foi
aplicado por 16 horas (overnight) a 4° C, em camara Umida. Posteriormente, utilizaram-
se anticorpo secundario biotinilado e solucéo streptavidina conjugada a uma molécula
de fosfatase alcalina (LSAB + System AP, DakoCytomation ®) por 20 minutos cada, em
temperatura ambiente. O cromégeno utilizado foi o Permanent Red (DakoCytomation®)
por 15 minutos. Apds, as laminas foram contracoradas com hematoxilina por 20
segundos, seguida de lavagem em agua e secagem em ar corrente, para posterior

passagem em xilol e montagem com Entellan®. Laminas controle positivo de cortex
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cerebral e de biopsia de orelha foram inseridas ao conjunto das laminas a serem
testadas. A marcacdo foi graduada conforme sua intensidade; foi considerado —
(auséncia de marcacdo), + (marcacdo discreta), ++ (marcacdo moderada) e +++

(marcacdo acentuada).

12



3. RESULTADOS

Seis animais foram detectados com infeccdo persistente por BVDV nos exames
RT-PCR e imuno-histoquimica de bidpsia de orelha. Estes animais provinham de
rebanhos distintos de diferentes Regides do Estado do Rio Grande do Sul. No presente
trabalho sdo descritos os resultados das andlises clinicas, patologicas e imuno-
histoquimicas de dois dos casos, registrados no SPV/UFRGS sob os protocolos
N1039/09 e N399/10.

3.1 Avaliacao clinico-patoldgica dos bovinos PI pelo BVDV

Em dezembro de 2009 foi encaminhado ao SPV/UFRGS um bovino (N1039/09),
fémea, de um ano de idade, Pl pelo BVDV, provindo do Municipio de S&o Francisco de
Assis/RS, para realizacdo de necropsia. Este bovino apresentava-se subdesenvolvido em
relacdo a idade (Figura 1). Na necropsia foi observada ulceracdo profunda, de
aproximadamente 2,5 cm de didmetro, no pilar do rimen (Figura 2), no cérebro havia
areas de depressdo das circunvolugdes, com média de 0,5 cm de diametro, bilaterais e
simétricas; e foram encontrados formas adultas de Moniezia sp. e Trichuris sp. no
intestino delgado e no ceco, respectivamente. Visualizaram-se ainda areas de

avermelhamento acentuado em porc¢des da mucosa do intestino delgado.

Figura 1. Bovino (N1039/09), fémea, um ano
de idade. Apresenta subdesenvolvimento.
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Figura 2. Rumen do bovino (N1039/09),
Ulceracéo no pilar do ramen.

Em junho de 2010 a equipe do SPV/UFRGS foi a uma propriedade rural
localizada no Municipio de Arroio do Meio para realizacdo de necropsia e eutanasia do
segundo bovino (N399/10), fémea, de um ano e meio, ja identificado anteriormente
como persistentemente infectado por BVDV através do RT-PCR e da IHQ de fragmento
de orelha. Segundo o proprietario o bovino apresentava crescimento lento e pouco
desenvolvimento em relagdo aos demais animais do mesmo lote (Figura 3). Na
necropsia deste bovino o baco se encontrava aumentado de tamanho e com evidenciacao
da polpa branca (Figura 4); os linfonodos mesentéricos estavam com moderado
aumento de volume e as placas de Peyer estavam evidenciadas no intestino delgado
(Figura 5). Notaram-se ainda mdaltiplos nodulos arredondados e firmes de
aproximadamente 0,1 cm de didmetro na serosa do intestino delgado.

As alteracdes histologicas encontradas foram semelhantes em ambos bovinos e
consistiam de dilatacdo dos vasos linfaticos no jejuno, infiltrado inflamatério
mononucleaar discreto na mucosa do intestino delgado e deplecéo linfoide e infiltrado
inflamatdrio discreto a moderado em linfonodos, tonsilas e placas de Peyer (Figura
6).Também foi observada uma area de ulceracdo com necrose das células do estrato
basal e acentuado infiltrado inflamatorio neutrofilico no pilar ruminal do bovino
N1039/09 (Figura 7). O bovino N399/10 apresentava ainda nefrite mononuclear
multifocal discreta, hiperplasia linfoide no bago e focos de necrose com infiltrado

inflamatério mononuclear moderado e eosinofilico acentuado associado, na submucosa
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e na serosa do intestino delgado e, em um dos centros dessas areas de necrose, foi

visualizada uma estrutura larval de helminto.

Figura 3. Bovino (N399/10), fémea, 1 ano
e meio, com subdesenvolvimento.

Figura 4. Baco do bovino N399/10. Aumento de tamanho e evidenciagdo
da polpa branca.
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Figura 5. Intestino delgado do Bovino N399/10, com evidenciagéo de
Placa de Peyer.

Figura 6. Linfonoo msntéico do Bovno N1039/09.
Rarefacdo linfoide centrofolicular multifocal e
infiltrado linfo-histiocitario. HE, obj. 40.
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Figura 7. Rumen do Bovino N1039/09. Ulceragdo focal
com necrose das células do estrato basal e moderado
infiltrado inflamatorio no pilar ruminal. HE, obj. 20.

3.2 Avaliacao imuno-histoquimica

Na Tabela 1 estdo descritas as marcagdes de IHQ correspondentes aos dois

animais Pl estudados.
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Tabela 1. Marcagdo de imuno-histoquimica nos 6rgdos e tecidos coletados na
necropsia dos animais N1039/09 e N399/10 e demonstracdo da marcacao quanto a
intensidade

Orgaos N1039/09 N399/10
Orelha/pele +++ +++
Olho NC* +++
Cortexfrontal +++ +++
Hipocampo +++ NC
Cerebelo ++ +++
Obex - -
Medula cervical - ++
Medula toracico - -
Medula lombar + -
Ganglio. trigeminal. - -
Tireoide +++ -
Glandula salivar submandibular - -
Adrenal -

Baco + +
Tonsila - -
Linfonodo mesentérico +++ -
Linfonodo mediastinico +++ -
Linfonodo mandibular +++ -
Linfonodo hepético + -
Timo +++ NC
Traqueia - -
Pulmao ++ -
Lingua - -
Es6fago - +++
Figado - -
Pancreas ++ -
Rimen + -
Reticulo + -
Omaso - -
Abomaso ++ -
Duodeno - ++
Jejuno - -
ileo - -
Ceco - -
Célon espiral. - +++
Reto - +++
Rete mirabile - -
Rim - +
Utero - NC
Ovario - NC

Medula Ossea - -
*NC (ndo coletado).

A marcacdo nos linfonodos foi evidente na regido medular, principalmente em
linfdcitos e histiocitos dos corddes medulares. O cortex do timo foi fortemente marcado e

houve discreta marcagéo centrofolicular no baco.
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No sistema respiratério houve moderada marcacdo dos histidcitos de agregados
linfoides e também houve marcacdo do epitélio de brénquios e bronquiolos.

No encéfalo foram observadas marcagdes, principalmente no citoplasma de
corpos neuronais (Figura 8 e 9), astréctitos e células endoteliais de vasos. No cerebelo
foram marcadas as células de Purkinje, as células estreladas grandes e os graos
cerebelosos na camada molecular.

No sistema digestdrio foram marcadas as células basais do epitélio e histiocitos da
camada mucosa (Figura 10) e da submucosa de es6fago, ramen, reticulo, célon espiral e
reto, além disso, nas células parietais da porcdo glandular do abomaso também foi
observada marcacao.

No rim foram marcadas células epiteliais tubulares no cortex e na medula. Na
tireoide a marcacdo foi acentuada nas células foliculares. No olho a marcacdo foi

observada nas células ganglionares da retina.

Figura 8. Cérebro, bovino N21039/09. Marcagdo no
citoplasma dos corpos neuronais. IHQ anti-BVDV, obj. 20.
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Figura 9. Cérebro, Bovino N1039/09. Aproximacdo da Figura
8, evidenciando a marcacdo do citoplasma dos corpos
neuronais. IHQ anti- BVDV, obj. 40.

A marcacao em pele da orelha ocorreu nos queratindcitos da epiderme, em células

mononucleares da derme e no epitélio de foliculos pilosos (Figura 11).

Figura 10. Codlon espiral, Bovino N399/10. Marcagdo de
histiocitos na camada mucosa. HE, obj. 40.
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Figura 11. Pele (fragmento de orelha, Bovino N1039/09,).
Marcacdo nos queratinocitos da epiderme, células mononucleares
da derme e no epitélio de foliculos pilosos. IHQ anti-BVDV, obj.
20.
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4. DISCUSSAO

O virus da Diarreia Viral Bovina € um dos principais patdgenos de bovinos e
causa perdas econémicas significativas para a pecuaria bovina em todo o mundo (Baker,
1995). Neste estudo foram identificados, através do exame de RT-PCR com soro
sanguineo, dois animais, de diferentes regides do Rio Grande do Sul, infectados com o
BVDV e que tiveram a confirmagdo de infeccdo persistente através do exame de IHQ
em pele de fragmentos de orelha. A infeccao fetal entre os dias 40 e 120 de gestacdo
com isolados NCP frequentemente resulta na producdo de bezerros imunotolerantes,
persistentemente infectados com o virus. Os Pl sdo soronegativos, podem ser
clinicamente normais, e liberam o virus continuamente em grandes quantidades em
secrecdes e excrecdes (Brownlie, 1990). Dessa forma séo considerados o ponto-alvo da
epidemiologia da infeccdo e a sua identificacdo e seu descarte constituem etapas
essenciais para o controle e/ou erradicacdo do BVDV dos rebanhos (Dubovi, 1992).

Nesse trabalho os bovinos infectados pelo BVDV foram selecionados através de
triagem pela técnica RT-PCR em soro bovino. A alta sensibilidade analitica do RT-PCR
permite, com aa realizagdo de “pools”, reduzir o custo dos testes. Este pool, ou triagem,
é especialmente aplicavel para deteccdo de infeccdes persistentes, pelo qual uma Unica
amostra positiva pode ser detectada em um pool de muitas amostras. Dois usos praticos
de amostragem para PCR sdo o pool de tanque de leite (Drew et al., 1999) e amostras de
soro sanguineo (Munoz-Zanzi et al.,, 2000) para teste de ocorréncia de PI.

Foram analisadas as lesdes encontradas na necropsia, no exame microscopico de
histopatologia e a presenca do virus em demais 6rgdo através de marcacOes realizadas
no exame de IHQ. Na necropsia de um dos animais foi encontrada ulceracdo no pilar
ruminal, Glceras na mucosa do trato digestivo podem ser encontradas na forma
hemorragica da doenca (Flores et al.,, 2005) e, segundo McGavin, 2007, erosoes
multifocais nitidas podem ser encontradas em lingua, gengivas, palato, es6fago, rimen e
abomaso, e caracterizam BVD.

No bovino N399/10 foi observada de forma larval de um helminto na avaliagdo
histoldgica da camada submucosa do intestino delgado e, no bovino N1039/09, havia
infeccdo por Trichuris sp. e Moniezia sp., que pode ter sido favorecida por

imunossupressao, importante em animais P1 pelo BVDV e induzida principalmente por
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alteracdes nas funcgdes de linfocitos, macrofagos e neutrofilos, mesmo que ndo haja
diminuigéo na populagéo linfoide circulante (Kapil et al., 2005).

O exame de imuno-histoquimica evidenciou o virus nas células epiteliais de
diversos 6rgdos e em células linfoides, semelhante ao descrito por outros autores, (Shin
& Acland 2001; Santos, 2010). As marcacfes acentuadas predominantemente em
histiocitos e alguns linfocitos centrofoliculares dos linfonodos também foram
demonstradas por Liebler-Tenorio; Ridpath; Neill (2003), confirmando a predile¢do do
virus por ceélulas do tecido linfoide. O BVD ¢é uma das patologias virais que causa dano
aos tecidos linfoides, ocasiona linfocitdlise das células dos centros germinativos e do
cortex de orgados linfoides (McGavin, 2007) e que pode ser uma das causas de
imunodeficiéncia e explica as rarefacdes linfoides centrofoliculares visualizadas no
exame histopatologico.

A marcacdo em foliculos pilosos, células dendriticas e em queratindcitos da
epiderme encontrada na pele da orelha dos animais deste trabalho é caracteristica de
animais Pl (Njaa et al., 2000). Em animais com infeccéo transitéria a marcagéo de pele
se mostra, geralmente, limitada a areas discretas da epiderme (Brodersen, 2004).

A presenca do BVDV no sistema nervoso central pode ser observado na marcacao
antigénica no citoplasma de neurdnios do encefalo e na marcagdo de células de Purkinje
na camada molecular do cerebelo, bem como em células endoteliais dos capilares, o que
também descrito em outros estudos imuno-histoquimicos de tecidos de animais Pl pelo
BVDV (Hewicker, et al. 1990;, Schmitz, 2006, Santos, 2010).

Segundo Larsson et al. (1995) a replicacdo viral nas células foliculares da tireoide
pode interferir na sintese e na secrecdo dos hormdnios tireoidianos, causando retardo no
crescimento destes animais. Durante a realizacdo deste trabalho foi possivel observar
marcacdo acentuada destas células em um dos bovinos.

O conhecimento sobre a infeccdo pelo BVDV no Pais vem crescendo
consideravelmente, a medida que aumenta o nimero de laboratérios envolvidos em
diagndstico e pesquisa. A elimina¢do dos animais Pl € um elemento chave para
erradicacdo e controle da doenga, no entanto, outras medidas de biosseguranga, como a
vacinacdo, vem sendo estudadas e implementadas em diversos paises. (Flores &
Schuch, 2007) Em relacao ao Brasil, com o estabelecimento de um mercado comum no
MERCOSUL, assim como a implementacdo de restricdes sanitarias ao comércio
internacional de produtos animais exigirdo o estabelecimento de regras sanitarias

oficiais em um futuro proximo (Flores & Schuch, 2007).
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