UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

CARACTERIZACAO PATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DA INFECCAO PELO
VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

MILENE SCHMITZ

PORTO ALEGRE
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

CARACTERIZACAO PATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA DA INFECCAO PELO
VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

MILENE SCHMITZ

Dissertacdo  apresentada  como
requisito para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Veterinarias na
area de concentracdo em Patologia
Veterinaria, da  Universidade
Federal do Rio grande do Sul (RS).

Orientador: David Driemeier

PORTO ALEGRE
2005



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela saude e forca. Aos meus Pais (Delano e Henriete) e irmés (Caroline,
Caéssia e Maira) que acreditaram e apoiaram meu trabalho e dedicagdo com intensidade.

Ao prof. orientador David Driemeier pela orientacdo, amizade, exemplo e confianca. Aos
amigos Sandra e Edson pela ajuda, conselhos e exemplo de amor a patologia. Ao Luis
Gustavo (Titi) e Caroline (Carol) pela ajuda na elaboracdo da técnica de Imunoistoquimica e
pela amizade. Aos meus queridos colegas e amigos Anderson (Ander), André (Dé), Daniela
(Dani) e Priscila (Pri) pela ajuda e apoio. As gurias do laboratorio (Mahili e Angelai) pelas
“orelhas” cortadas, pela amizade e amor compartilhados e pelos papos e cafezinhos para
descontrair, e nesse quesito entram também meus queridos amigos. Aos estagiarios, pela
ajuda para elaboracéo desse trabalho.

A todos um muito obrigado, espero que em minha caminhada eu sempre encontre pessoas
como voceés que fazem com que o dia a dia se torne mais facil, prazeroso e produtivo.
Obrigada.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e e st e e e e e e nntaeennneeeneee s 6
LISTADE FIGURAS ...ttt sttt nn e ene e 7
RESUMO ...ttt sttt b ettt b e e be et et et e be st et ene bt eneene s 9
ABSTRACT oottt e e e et e b e e e e e et e e et nn b e e e b e e e naaeanras 10
1. INTRODUGAOD . ..ottt 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oootiireieiiieessisssseesseesss st sssssssssssesssssssssesenns 13
P Ao 1= 1 =1 (o] [0 To [ TSRS 13
pA A = o 1o (<] 4 To] [T | F- TSRS 14
2.3 PALOGENIAL «.eveititeite ettt bbbttt bbbt e e 16
2.3.1 Infeccao pos-natal PriMAria .........cccceiieiieieiie e 16
2.3.2 INFECCAO INTrA-ULEIING. ... .ccuieieciic sttt 17
2.3.3 IMUNOGEPIESSAD .....veeveeieetiesiesiee sttt ettt ettt sbe e sbeenbe st e sbeenbeeneesreeeesnes 21

2.4 SINAIS CHNICOS ....vevtiteeteeieiee ettt ettt ta e et e et stestenteeneeneeneeneeeens 22
2.4.1 Infeccao pos-natal PriMAria.........ccoceiiieiieie e 23
2.4.2 Infeccao uterina (CONGENITA) ........ccccveiieieeie e 24
2.4.3 Doenca das MUCOSAS (DM)....c.eoiiiiiiiiiee e 25

2.5 PAIOIOGIA ...ttt 26
2.5.1 Infeccao primaria apis NASCIMENTO ......cceeveieereeiesierr e ens 26
2.5.2 Infeccao uterina (CONGENITA) ........ccvveiieiieie e 27
2.5.3 INTECGAO PEISISTENTE ...t 28
2.5.4 DOBNGA JAS IMUCOSAS ......cuveuvereiriiisiieiiesiesee e sttt be e sie ettt sbe st be s e e e enne e 29

PR T To | 0 1] [ o SRS 32
2.6.1 1S01AMENTO VIl .....oiiiiieieiieie et 32
2.6.2. DeteCGaO A0 ANLIGENO. ... .cui ittt 33
2.6.3 Deteccao dos ACI0S NUCIEICOS .....c..oveuiieiricieiiiieees e 34
WG R B To] (0] (oo |- WSS 35

2.7 DiagnOstico diferenCial..........ccvoveiieiiiicsecce e e 36



3. MATERIAL E METODOS ..ottt 37

3.1 ProCedimentOS gEIAIS........cceiuerueiiereerieeieseesieestesseesteeeessaesseeseesseessaensesseesseensesseesseens 37
3.2 ANALISE POSE MOITEM ...ttt te e re e re e e e aneenne e 37
3.3 ANALISE NISLOIOQICA ....vevveve ettt eens 38
3.4 Imunoistoquimica (THQ) ....cvoiiiieeiseee e 38
3.5 1S01AMENTO VIFAL. ... e 39
4. RESULTADOS ... oottt ettt sttt bbb bbbt ne e e et e e 40
4.1 ProCedimENTOS QBIAIS......cciuiieeiteeiieeiesieesteeseesteestesseesteestesseesbeestesseesbeebesseesreensesseesseens 40
4.2 SINAIS CHNICOS ...ttt sttt ettt ta e s et et e aestestesteereeneaneeseenseeas 41
G Ao - Vo (o o (e T 0] 0] - PSS 43
O o 1T (0] [0 T LSS PSSSS 46
4.5 FELOS DOVINOS ...ttt et 47
4.6 IMUNOISTOQUIMICA ...ttt ettt ettt ne e 48
4.7 1S012MENTO VIFAL....cviiieiiciee et 53
5. DISCUSSAD ...ttt 54
8. CONCLUSOES ..ottt sttt 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooueeeeeeeee e eeeeeeteeeeeseesesss s 59



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Bovinos avaliados de 1996 a 2003. Raca, idade, sexo, suspeita clinica e sinais

IGO0, e e ettt e e e e e e e e e e e ———————aaaaaaaa—— 40

Tabela 2. Casos positivos para infecgdo pelo virus da diarréia viral bovina. Raca, ano que

ocorreu 0 caso, idade, SEX0 € SINAIS CHNICOS........cviieierieerese s 41
Tabela 3. Achados macroscépicos observados nos bovinos com BVDV. ........cccccccevvevecienenn, 43

Tabela 4. Distribuicdo do antigeno do BVDV nos tecidos de seis bovinos com BVDV........... 49



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 5. Diarréia crénica sanguinolenta. ...................... 42

Figura 2. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 6. Diarréia aquosa em arco. Subdesenvolvimento.

............................................................................................................................................... 42
Figura 3. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 3. Lesfes crostosas Na Narina...........ccccceeeveevenas 42
Figura 4. BVDV. Bovino 3. Ulceracdo focal na base da lingua...........ccccccovevveiveieiicinennn 44
Figura 5. BVDV. Bovino 3. Omaso. Area de erosao Na MUCOSA. .............coeveveererrersrnenrnen. 44

Figura 6. BVDV. Bovino 5. Intestino grosso. Fissuras multifocais na mucosa intestinal. ... 44

Figura 7. BVDV. Bovino 5. Intestino delgado. Presenca de exsudato fibrinonecrotico

aderido as Placas 0 PEYEN. .......cci ittt 45
Figura 8. BVDV. Bovino 6. Intestino delgado. Evidenciacdo da placa de Peyer. ................ 45

Figura 9. BVDV. Bovino 3. Membro posterior direito com pododermatite. Fissuras na banda

(o0 (o] gt T W (1] =) SRS 45

Figura 10. BVDV. Bovino 5. Intestino delgado. Enterite mista difusa acentuada com

depdsitos de fibrina na mucosa. Necrose de epitélio de cripta. HE, 0bj. 10 .........ccccvevvnenne. 46

Figura 11. BVDV. Feto bovino. Cérebro. Cavidade cistica na substancia branca (Seta)
(o] (=T TT=] - T ) OSSPSR 47

Figura 12. BVDV. Bovino 6. Tecido cutaneo (orelha). Marcacao positiva (vermelha) nas

células epiteliais dos foliculos pilosos e células endoteliais. IHQ, 0bj. 40 .........c..cccvvnene. 48

Figura 13. BVDV. Bovino 2. Cérebro. Cértex cerebral. Marcacdo positiva acentuada no

citoplasma de neurénios (A). Controle negativo (B). IHQ, 0bj. 40 ........cccooveviveeeiveircne 50

Figura 14. BVDV. Bovino 3. Cérebro. Cortex cerebral. Marcacdo positiva (vermelha)
acentuada difusa no citoplasma de neurdnios (células piramidais) (A). Controle negativo
(B). THQ, 0D]. 20.. .ottt nre e e eneas 50

Figura 15. BVDV. Bovino 1. Cerebelo. Marcagdo positiva multifocal moderada no
citoplasma de neurdnios da camada granular e das células de Purkinje (A). Controle
negativo (B). THQ, 0DJ.10.......ooi i 50



Figura 16. BVDV. Bovino 1. Intestino delgado. Marcacéo positiva vermelha no apice de

enterdcitos das criptas intestinais e nas células mononucleares da lamina prépria. IHQ, obj.

Figura 17. BVDV. Bovino 2. Rim. Marcagdo positiva multifocal acentuada nos tubulos
medulares retos da zona medular (A). Controle negativo (B). IHQ, 0bj. 20.........cccccccvvvnees 51

Figura 18. BVDV. Feto bovino. Cortex cerebral. Marcacgéo positiva para BVDV nas células
endoteliais (setas). IHQ, 0DJ. 40 ..o 52

Figura 19. BVDV. Feto bovino. Timo. Marcacdo positiva acentuada para BVDV. IHQ, obj.



RESUMO

Foram testadas na imunoistoquimica (IHQ) para diarréia viral bovina (BVDV) 654
bidpsias de tecidos cutaneos da orelha de bovinos e tecidos de 161 fetos bovinos abortados.
Concomitantemente, foram avaliados pela necropsia, histologia e IHQ 19 casos ocorridos
entre janeiro de 1996 e dezembro de 2003 e dois casos acompanhados entre janeiro de 2004
e agosto de 2005, remetidos ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. No total, duas bidpsias, seis bovinos e trés fetos bovinos
abortados apresentaram antigenos do BVDV na IHQ. As lesdes macroscépicas desses
animais ocorreram principalmente no trato digestivo, como enterite e ulceracfes na cavidade
oral, gengiva e lingua. Atrofia de timo e linfadenomegalia também foram observadas.
Histologicamente, hiperplasia linféide e perda da estrutura folicular nos linfonodos, necrose
das placas de Peyer, gliose e neuronofagia (cérebro) e nefrite e degeneracdo tubular renal
foram algumas das lesbes observadas. Na IHQ a marcacdo positiva do antigeno viral foi
evidenciada principalmente na pele, cérebro, cerebelo, intestino delgado, linfonodos e baco.
A prevaléncia de casos de BVDV em bovinos representou 23,8% do total de 21 bovinos
suspeitos necropsiados entre janeiro de 1996 a agosto de 2005 e 1,86% dos fetos abortados
examinados entre junho 1999 e maio 2004 no SPV-UFRGS.



ABSTRACT

Six hundred and fifty four fragments of bovine ears and 161 fragments of tissues
from bovine aborted fetuses submitted to diagnosis were examined through an
immunohistochemistry (IHQ) test for bovine viral diarrhea virus (BVDV) antigen The
tissues from 19 bovines with clinical BVD submitted to the Department of Veterinary
Pathology, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, between January 1996 and
December 2003, and two bovine submitted between January 2004 and August 2005, were
examined through routine necropsy, histology and BVDV-IHQ. Tissues from six bovine and
those from three aborted fetuses were positive in the BVDV-IHQ test. The main gross
lesions included ulcers in the oral cavity, gums, and tongue, enteritis, thymus atrophy, and
enlarged lymph nodes. Histological findings were lymphoid hyperplasia and follicular
obliteration of nodal architecture, necrosis of Peyer’s patches of the intestine, gliosis and
neuronophagia in the brain, and nephritis with tubular degeneration. Skin, brain,
cerebellum, small intestine, lymph nodes and/or spleen sections from six BVDV infected
cattle and three aborted fetuses showed were positive in the BVDV-IHQ test. In this study,
23,80% of bovine submitted to necropsy between January 1996 and August 2005, and

1,86% of bovine aborted fetuses were BVDV infected.
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INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) ¢ classificado na familia Flaviviridae e é
membro do género Pestivirus. Trés espécies de pestivirus sdo reconhecidas, o BVDV, a
doenca da fronteira (border disease) e peste suina classica (BAKER, 1987; RADOSTITS et
al, 2002; POTGIETER, 2004).

Tradicionalmente, as manifestacGes da infeccdo pelo BVDV sdo apresentadas em
trés categorias: infeccdo pds-natal ou BVD, infeccdo fetal e doenca das mucosas
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).

O BVDV é altamente infeccioso (LONERAGAN et al, 2005). A prevaléncia da
infeccdo nos rebanhos € alta e nos bovinos acima de um ano de idade 60 a 80% possuem
anticorpos neutralizantes séricos para o0 BVDV. Entretanto, a incidéncia da doenca das
mucosas é baixa.

Os bovinos se infectam de duas maneiras, pela infeccdo pds-natal de bovinos que
ndo tiveram exposicdo prévia ao virus e pela infeccdo fetal durante a gestacdo. Quando a
infeccdo fetal ocorre entre 0s 90 e 120 dias produzird imunotolerancia ao BVDV e o bovino
nasce persistentemente infectado (PI). Esse animal desenvolve a doenca das mucosas e é
fonte de infeccdo mais importante em um rebanho (HOUE, 1995; RADOSTITS et al, 2002;
POTGIETER, 2004).

A manifestacdo clinica apds a infeccdo pelo BVDV € dependente de multiplos
fatores: agente, hospedeiro e ambiente. Entre os fatores do hospedeiro estdo a
imunocompeténcia e a imunotolerancia ao BVDV, estado imune (passivo pelos anticorpos
colostrais ou ativo pela exposicdo ao BVDV ou vacinagdo), gestacdo nas fémeas, idade
gestacional do feto no momento da infeccdo, nivel de estresse ambiental no momento da
infeccdo e concorréncia com outros patdégenos (RADOSTITS et al, 2002; BOLIN &
GROOMS, 2004).

O BVDV tem sido associado com patologia em inumeros sistemas incluindo o
respiratorio, hematoldgico, imunolégico, neuroldgico e reprodutivo (GROOMS, 2004). Os
achados patoldgicos variam de acordo com o curso e evolucdo da doenca (RADOSTITS et
al, 2002). As lesdes sdo resultados da interacdo de fatores como o biotipo do virus, o
gendtipo hospedeiro, idade, estado imune do animal no momento da infeccdo, da resposta
imune induzida, e infeccdes intercorrentes ou outros fatores estressantes (BIELEFELDT-
OHMANN, 1995).
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O diagnostico clinico de doenca das mucosas é geralmente feito com base na
presenca de achados clinicos e patologicos caracteristicos (RADOSTITS et al, 2002). Varios
sdo os exames laboratoriais que auxiliam no diagnéstico definitivo, como o isolamento ou
deteccdo de antigenos virais e ou a demonstracdo da resposta sorolégica ao virus
(RADOSTITS et al, 2002; SALIKI & DUBOVI, 2004).

A técnica de imunoistoquimica (IHQ) possui algumas vantagens frente as demais
técnicas, como a estabilidade das amostras fixadas em formalina em comparacgédo ao sangue,
evitando falsos negativos por autolise, permite diferenciar bovinos Pl de bovinos com
infeccdo aguda com uma sO amostra e permite analisar terneiros neonatos ja que oS
anticorpos colostrais ndo interferem na técnica (GROOMS & KEILEN, 2002; LERTORA et
al, 2002; LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004).

A bidpsia de tecido cutaneo (orelha) fixada em formol é considerada um tecido de
escolha para diagndstico do BVDV pela IHQ, sendo um método meticuloso e efetivo para
deteccdo de bovinos infectados pelo BVDV, e eficiente técnica para diagndstico de animais
Pl como ja descrito anteriormente (NJAA et al, 2000; GROOMS & KEILEN, 2002;
LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004; CORNISH et al, 2005). Além de efetiva a
técnica permite testar um grande numero de bovinos, com rapidez e com tecido de facil
coleta (CORNISH et al, 2005).

O BVDV causa perdas significativas a bovinocultura de corte e leite em todo mundo
(TREMBLAY, 1996). Estudos tém demonstrado que a infeccdo pelo BVDV estéd
amplamente difundida no rebanho bovino do Brasil, incluindo Rio Grande do Sul
(OLIVEIRA et al, 1996; BOTTON et al, 1998; CANAL et al., 1998; FLORES et al., 2000;
BRUM et al, 2004; FLORES et al., 2004; SAMARA et al, 2004). O principal problema
econdmico é decorrente da infeccdo intra-uterina, que pode estar associada a uma variedade
de sinais clinicos, como morte embriondria, aborto, mumificacdo, malformacgdes e
nascimento de terneiros PI (MOENNIG, 1995).

Os objetivos desse trabalho sdo relatar os achados clinicos e patologicos da infeccédo
pelo BVDV encontrados no setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, detectar e avaliar a presenca do antigeno viral pela IHQ nos fragmentos de
diversos 6rgdos de bovinos e fetos abortados, e avaliar a IHQ em bidpsias de pele como

ferramenta de diagndstico da infeccéo pelo virus da diarréia viral bovina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agente etioldgico.

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) ¢ classificado na familia Flaviviridae e é
membro do género Pestivirus (RADOSTITS et al, 2002). Trés espécies de pestivirus sao
reconhecidas, o BVDV, a doenca da fronteira (border disease) e peste suina classica
(BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

Os virions do BVDV sdo particulas esféricas com aproximadamente 50nm de
didmetro com um envelope firmemente aderido contendo glicopeptideos (NETTLETON &
ENTRICAN, 1995; SCHUCH, 2001; POTGIETER, 2004). O genoma do BVDV consiste
uma fita simples de RNA com polaridade positiva e contém um esqueleto genético que
codifica uma poliproteina de aproximadamente 4000 aminoacidos (BAKER, 1987;
POTGIETER, 2004).

A alta freqiiéncia de mutacgdes, a propensao a recombinacdo, e a pressao seletiva pela
resposta imune estimulada por infecgfes naturais ou vacinagao tem levado a criacdo de uma
grande variedade de variantes genéticas e antigénicas do BVDV (BOLIN & GROOMS,
2004).

O BVDV tem dois grupos antigénicos designados como biotipos ndo-citopatico
(NCP) e citopatico (CP), conforme seu efeito sobre as células da cultura tecidual (BAKER,
1987; NETTLETON & ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et al, 2002; BOLIN & GROOMS,
2004). O sucesso da infeccdo pelo BVDV depende da habilidade do biotipo NCP do virus
em atravessar a placenta e estabelecer uma infeccdo persistente nos fetos em
desenvolvimento (NETTLETON & ENTRICAN, 1995). Somente o biotipo NCP que
desempenha essa funcdo, crucial para disseminacéo do virus (NETTLETON & ENTRICAN,
1995; RADOSTITS et al, 2002). Ele é causa de uma ampla série de doengas congeénitas,
entéricas e reprodutivas. Em contraste, o biotipo CP do virus é geralmente associado com a
doencga das mucosas nos animais ja persistentemente infectados (Pl1) com o biotipo NCP
homoélogo (BROWNLIE, 1990; BROWNLIE & CLARKE & HOWARD, 1984;
NETTLETON & ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et al, 2002; BOLIN & GROOMS,
2004). Ambos biotipos podem ser isolados de animais que estejam morrendo da doenca das

mucosas e ha evidéncias de que o biotipo CP surge do NCP nos bovinos Pl por
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recombinacfes genéticas, nas quais estdo incluidas a insercdo do RNA hospedeiro ou a
duplicacdo de sequiéncias de RNA virais (NETTLETON & ENTRICAN, 1995;
RADOSTITS et al, 2002; BOLIN & GROOMS, 2004).

O BVDV pode ser segregado em dois subgrupos denominados BVDV-I e BVDV-II
(RADOSTITS et al, 2002). Os isolamentos do tipo | sdo os mais freqlientes e comumente
usados na producao da vacina, testes e pesquisas diagnosticas (RADOSTITS et al, 2002). Os
isolamentos do tipo Il sdo provenientes predominantemente do soro fetal bovino, dos
animais permanentemente infectados nascidos de mées vacinadas contra o BVDV e dos
bovinos que morreram da forma aguda da doenca, denominada doenga hemorréagica
(RADOSTITS et al, 2002).

2.2 Epidemiologia.

O BVDV ocorre na maioria das regides do mundo (POTGIETER, 2004). A infeccéo
natural ocorre em bovinos, e também em ovinos, suinos, caprinos, ruminantes de vida livre
ou de cativeiro (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004), e essas espécies, portanto, sdo
consideradas fontes potenciais de infeccdo (HOUE, 1995), mas seu exato papel na
epidemiologia ainda deve ser esclarecido (POTGIETER, 2004).

A prevaléncia da infeccdo por BVDV pode ser expressa como a prevaléncia de
portadores de anticorpos ou a prevaléncia de bovinos Pl (HOUE, 1995). Os titulos de
anticorpos contra o BVDV obtidos pela infecgdo natural normalmente diminuem
lentamente, e freqlientemente quando um animal é infectado, ele tera anticorpos contra o
virus por toda a vida (HOUE, 1995). Os programas de vacinacdo e a existéncia de bovinos
Pl que excretam o virus sdo responsaveis pelos animais sorologicamente positivos em um
rebanho (HOUE, 1995; RADOSTITS et al, 2002). Portanto, exceto em areas que utilizam
vacinacdo, a prevaléncia de portadores de anticorpos reflete a propor¢do de animais
previamente expostos ao BVDV em algum momento de sua vida (HOUE, 1995). Rebanhos
que contém bovinos Pl tém alta propor¢do de animais soro-positivos (POTGIETER, 2004).
Rebanhos com poucos animais imunes tém mais risco de infeccdo o que aumenta a
suscetibilidade do rebanho ao BVDV e consequientemente a possibilidade de nascimento de
bovinos Pl (POTGIETER, 2004). O numero de animais Pl é determinado pela incidéncia de
infeccdes agudas entre 0s animais soro negativos no comeco da gestacdo e pela transmisséo

vertical pelos proprios bovinos Pl (HOUE, 1995).
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O BVDV ¢ altamente infeccioso (LONERAGAN et al, 2005). A prevaléncia da
infeccdo nos rebanhos € alta e nos bovinos acima de um ano de idade 60 a 80% possuem
anticorpos neutralizantes séricos para 0 BVDV (RADOSTITS et al, 2002). Entretanto, a
incidéncia da doenga das mucosas clinica € baixa, pois normalmente a prevaléncia dos
bovinos PI nos rebanhos ¢é de aproximadamente 1 a 2% (RADOSTITS et al, 2002).

Os bovinos se infectam de duas maneiras (HOUE, 1995). A infeccdo pos-natal de
bovinos que nédo tiveram exposic¢ao prévia ao virus causa uma viremia transitdria seguida de
producdo de anticorpos (HOUE, 1995). A infeccdo fetal no inicio da gestacdo, entre 90 e
120 dias, por outro lado, produzird imunotolerancia ao BVDV, o bovino nasce PI, e é nesse
animal que ocorre a doenca das mucosas (HOUE, 1995). Os bovinos Pl sdo importantes na
epidemiologia da doenca por que eles sdo a fonte de infeccdo mais importante em um
rebanho (HOUE, 1995; RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004). O sangue desses
animais pode ter alta dose viral, da mesma forma a saliva, secre¢do nasal, sémen, leite, urina
e fezes (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004).

Em geral, os bovinos jovens sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo BVDV, mas
bovinos adultos podem desenvolver doenca clinica, se infectados com gendtipos altamente
virulentos do virus (RADOSTITS et al, 2002). A infeccdo persistente pode ser estabelecida
apenas na primeira metade da vida fetal (RADOSTITS et al, 2002). Em compara¢do com
muitos outros patdgenos, a sobrevivéncia fetal ap6s a infeccdo intra-uterina precoce com
BVDV é comum, podendo ser de até 70% (RADOSTITS et al, 2002). Os animais nao
vacinados, inadequadamente vacinados ou aqueles cuja situacdo imune declinou sdo mais
suscetiveis a infeccdo e possuem potencial para doenca clinica (RADOSTITS et al, 2002).
Os animais vacinados podem ser suscetiveis, se 0s isolamentos a campo do virus forem
distintos dos usados na vacina (RADOSTITS et al, 2002).

A transmissdo pode ocorrer de forma vertical e horizontal (HOUE, 1995;
POTGIETER, 2004). A transmissdo vertical ¢ de uma geracdo para outra (HOUE, 1995).
Consequentemente, pode se dizer que todos os bovinos Pl sdo produzidos pela transmisséo
vertical (HOUE, 1995). Porém, na maioria dos casos, ela é precedida da transmissdo
horizontal da mae, e durante essa, 0 virus atravessa a placenta e infecta o feto (HOUE, 1995;
POTGIETER, 2004).

A transmissdo horizontal pode ser direta ou indireta (BAKER, 1987; HOUE, 1995;
POTGIETER, 2004). Contato direto entre bovinos suscetiveis e Pl é um importante meio de
transmissdao (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004). A transmissdo por aerossois em curtas
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distancias parece provavel, mas as chances de ocorrer a infeccdo baixa rapidamente a
medida que a distancia entre os animais aumenta (POTGIETER, 2004). O sémen de touros
persistentemente infectados normalmente contém alta concentracdo de BVDV e pode
resultar em baixo grau de concep¢do em novilhas ou vacas suscetiveis ap6s criagdo ou
inseminacdo (POTGIETER, 2004). Novilhas ou vacas inseminadas se tornam
transitoriamente infectadas e, podem produzir bovinos Pl (POTGIETER, 2004). Apenas
uma pequena propor¢cdo de novilhas soro-negativas inseminadas com sémen de touros
transitoriamente infectados se torna infectada (POTGIETER, 2004). A transmisséo indireta
envolve um veiculo para transmitir o patégeno entre os animais infectados e suscetiveis
(HOUE, 1995) e depende da estabilidade do virus fora do hospedeiro (HOUE, 1995;
POTGIETER, 2004). Em laboratério, o virus se mostrou estavel a temperaturas abaixo de
10°C e em pH entre 3 e 9 (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004).

Amostras do tipo 2 tém sido identificadas predominantemente nos Estados Unidos e
Canada (CARMAN et al, 1998), com poucos relatos na Europa (WAKELEY et al, 2003) e
no Brasil (CANAL et al, 1998; FLORES et al, 2000). O BVDV do tipo 2 néo é sinénimo de
maior viruléncia (CARMAN et al, 1998). O significado bioldgico da subdivisdo utilizando
diferencas antigénicas e geneticas permanece incerto e ainda ndo existem sinais laboratoriais
dos graus de viruléncia para as cepas do BVDV do tipo 1 e tipo 2 (CARMAN et al, 1998).

2.3 Patogenia.
A patogenia depende de fatores interativos multiplos envolvendo as fases intra-

uterina e pos—natal e de fatores imunoldgicos do hospedeiro (RADOSTITS et al, 2002).

2.3.1 Infeccéo pds-natal primaria

Em bovinos ndo-prenhes imunocompetentes a doenca pode se apresentar nas formas
subclinica, superaguda, trombocitopenia e sindrome hemorragica e diarréia dos bezerros
neonatais (RADOSTITS et al, 2002). Diarréia, febre e doenca do trato respiratorio inferior
com leucopenia, anemia, trombocitopenia e indice de mortalidade de 10% sdo comumente
encontrados (POTGIETER, 2004). Evidéncias experimentais sugerem que os isolados

variam na sua viruléncia e capacidade de induzir trombocitopenia (POTGIETER, 2004).

Primeiramente o virus se replica na mucosa nasal e posteriormente alcanca altos
titulos nas tonsilas (POTGIETER, 2004). Apos ele se difunde aos linfonodos regionais

seguido de disseminacdo sanguinea, associado a células (leucécitos), pelo corpo
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(POTGIETER, 2004). A replicacao viral normalmente se desenvolve nas tonsilas, timo e
ileo (POTGIETER, 2004). Megacariocitos e linfocitos constituem importantes alvos do
virus (POTGIETER, 2004). O BVDV induz necrose dessas células e prejudica a fungédo
daquelas que sobrevivem a infeccdo (POTGIETER, 2004).

2.3.2 Infeccéo intra-uterina

Os problemas relacionados ao BVDV durante a gestacdo sdo complexos
(EVERMANN & RIDPATH, 2002). O andamento da infeccdo é dependente do momento
da infeccdo (GROOMS, 2004) e existem fatores associados ao BVDV e a vaca gestante que
contribuem para a vulnerabilidade do hospedeiro a infeccdo e doenca (EVERMANN &
RIDPATH, 2002). O fator viral é a variacdo da cepa viral, sendo o meio pelo qual o virus
pode ser mantido em uma populagdo bovina (POTGIETER, 1995; EVERMANN &
RIDPATH, 2002; GROOMS, 2004). Os fatores do hospedeiro associados com a infeccao
pelo BVDV sdo o estado imunologico da novilha no inicio da fase reprodutiva
(NETTLETON & ENTRICAN, 1995, EVERMANN & RIDPATH, 2002) e a
imunodepressdo fisiologica que ocorre durante a gestacio (EVERMANN & RIDPATH,
2002; GROOMS, 2004).

A infeccdo de vacas prenhes ndo imunes pelo BVDV normalmente resulta em
infeccdo transplacentéaria do feto (MOENNIG & LIESS, 1995; RADOSTITS et al, 2002;
GROOMS, 2004). Embora os mecanismos de infecgdo fetal ndo sejam claros, evidéncias
sugerem que o BVDV pode atravessar a placenta causando vasculite no lado materno da
placenta permitindo o acesso a circulacdo fetal (GROOMS, 2004). A difusdo
transplacentaria do BVDV durante viremia clinicamente inaparente ou aparente pode ser o
evento mais crucial da infeccdo pelo BVDV (BIELEFELDT-OHMANN, 1995). Algumas
cepas do BVDV podem ter baixa patogenicidade, conseqilientemente, seu efeito pode ser
menos insidioso, resultando na manifestacdo de alteracbes morfologicas ou clinicas apenas
apos um efeito prolongado nos tecidos germinativos (BIELEFELDT-OHMANN, 1995).

Em condigdes experimentais ambos biotipos CP (BROWNLIE, CLARK &
HOWARD, 1989) e NCP (DONE et al, 1980) podem causar infeccBes transplacentérias
(POTGIETER, 2004) e morte fetal seguindo infec¢bes de vacas soronegativas (GROOMS,
2004), mas o biotipo NCP é mais comumente envolvido que o primeiro (POTGIETER,

2004). Em bovinos prenhes imunocompetentes e nas infeccGes fetais 0 BVDV pode causar
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significativa perda reprodutiva inicial, como falha de fertilizacdo, mortalidade embrionaria e
abortamento (RADOSTITS et al, 2002; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004).

O virus interfere na fertilizacdo, mas ndo tem a habilidade de penetrar na zona
pellcida intacta (POTGIETER, 2004). A exposi¢cdo dos bovinos ao virus durante o ciclo
estral antes da inseminacgdo pode resultar em reducédo da taxa de concepcao devido a falha de
ovulagdo ou ovulacdo tardia (RADOSTITS et al, 2002). A inseminacdo de novilhas
soronegativas e livres do virus com o sémen contaminado pode resultar em taxas de
concepgdo deficientes inicialmente, seguida por concepcdo normal apds soroconversao e
nascimento de animais normais sem evidéncia de infeccdo com o virus (RADOSTITS et al,
2002). Os mecanismos envolvidos na diminui¢do das taxas de concepc¢do ndo sao claros,
mas dependem do estégio reprodutivo no momento da infeccdo (GROOMS, 2004).

Durante o primeiro trimestre de prenhez, embrides e fetos sdo muito suscetiveis ao
virus (KENDRICK, 1971; MOENNIG & LIESS, 1995; STOKSTAD & LOKEN, 2002;
POTGIETER, 2004). O risco de ocorrer alteracbes patoldgicas no feto infectado
(STOKSTAD & LOKEN, 2002), assim como morte fetal (KENDRICK, 1971; GROOMS,
2004) neste estagio € maior (STOKSTAD & LOKEN, 2002; GROOMS, 2004). A
suscetibilidade é altamente correlacionada com a idade gestacional e ligada a ontogenia da
resposta imune a qual se desenvolve de uma forma lenta (NETTLETON & ENTRICAN,
1995; RADOSTITS, 2002; POTGIETER, 2004). A infeccdo transplacentaria em fetos até
100 dias pode resultar na sua morte e reabsor¢do ou expulsdo apds alguns dias ou meses
(BROWN et al, 1974; RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004).

O BVDV tem um importante efeito teratogénico em bovinos e pode suceder infeccéo
transplacentaria durante o segundo trimestre de gestacdo (entre 100 e 150 dias) (BROWN et
al, 1974; POTGIETER, 2004). Este periodo de desenvolvimento fetal corresponde ao
estagio final da organogénese e desenvolvimento do sistema imune fetal (BAKER, 1987;
NETTLETON & ENTRICAN, 1995; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). A infeccéo
neste periodo resulta em destruicdo das células tronco, resultando em defeitos congénitos
(BAKER, 1987). Os mecanismos envolvidos nas lesdes induzidas pelo virus incluem
inibicdo do crescimento celular do sistema nervoso, olhos, sistema imune, tegumento,
musculo e esqueleto e sistema respiratorio (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; MOENNIG &
LIESS, 1995; NETTLETON & ENTRICAN, 1995; POTGIETER, 2004). Embora ndo seja

claro, a combinacédo da destruicdo celular direta pelo virus e a resposta inflamatoria ao virus
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tem sido proposta como mecanismo patogénico para o0s defeitos teratogénicos
(GASTRUCCI et al, 1990; GROOMS, 2004).

InfeccBes transplacentarias pelo BVDV durante o terceiro trimestre de prenhez em
bovinos geralmente ndo resultam em doenca fetal e sdo analogas as infecgdes primarias pos-
natais (MOENNIG & LIESS, 1995; POTGIETER, 2004). Nesse estagio os fetos montam
uma resposta imune relativamente normal e freglientemente nascem com anticorpos
circulantes para o virus (STOKSTAD & LOKEN, 2002; GROOMS, 2004; POTGIETER,
2004).

Algumas infecgfes do feto pelo biotipo NCP antes do desenvolvimento da
competéncia imune pode resultar numa imunotolerancia especifica ao virus (MOENNIG &
LIESS, 1995; NETTLETON & ENTRICAN, 1995; STOKSTAD & LOKEN, 2002;
GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004), uma vez que 0s anticorpos maternos ndo atravessam
a placenta (STOKSTAD & LOKEN, 2002). Essa infeccdo € incomum apds os 100 dias de
gestacdo, embora ela possa ocorrer até 0 125° dia (GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). A
imunotolerancia resulta no nascimento de bovinos Pl que sdo virémicos e continuamente
disseminam o virus (NETTLETON & ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et al, 2002;
GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). Embora 0 mecanismo exato da imunotolerancia ndo
seja claro, geralmente parece que a circulacdo do virus durante o periodo de gestacédo
quando a imunocompeténcia é desenvolvida (90-120 dias) € pré-requisito para persisténcia
(GROOMS, 2004). A persisténcia para a infeccdo pelo BVDV em bovinos parece ocorrer
por imunotoleréncia especifica dos linfocitos T e B (McCLURKIN et al, 1984; GROOMS,
2004) o que resulta na auséncia de anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes ao virus
persistente (GROOMS, 2004).

Em geral nos bovinos Pl a tolerancia imune ao BVDV é altamente especifica, esses
podem ser imunocompetentes, pelo menos em grau, as infecgdes por BVDV
antigenicamente diferentes, as quais se ligam a epitopos diferentes do virus persistente
(NETTLETON & ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et al, 2002; BOLIN & GROOMS,
2004; POTGIETER, 2004). Portanto, embora um bovino Pl seja normalmente soronegativo,
ele pode apresentar anticorpos para BVDV por exposi¢do natural ou vacinagédo, diferentes
antigenicamente  (NETTLETON & ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et al, 2002;
POTGIETER, 2004). Os anticorpos contra BVDV, adquiridos passivamente, declinam mais
rapidamente em bovinos Pl em comparagdo a bovinos normais (POTGIETER, 2004). A

deteccdo de variantes genéticas em bovinos Pl sugere que esses animais podem aumentar a
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diversidade do BVDV servindo como fonte de variantes virais que podem infectar outros
bovinos (BOLIN & GROOMS, 2004). Isso explica a presenca de anticorpos neutralizantes
que sdo ocasionalmente encontrados em animais Pl sem histéria de contato com fontes
externas de BVDV (BOLIN & GROOMS, 2004).

Os bovinos P1 podem parecer clinicamente normais ou subdesenvolvidos e pequenos
para sua idade (LARSSON et al, 1994; RADOSTITS et al, 2002), tém maior risco de
desenvolver doencas secundarias como pneumonias e enterites, podem morrer durante o
primeiro ano de vida (POTGIETER, 2004) e ocasionalmente podem sobreviver e
permanecer saudaveis por até cinco anos (RADOSTITS et al, 2002). Os bezerros tanto com
infeccdes transitdrias como infecgdes persistentes pelo BVDV apresentam concentragdes
séricas dos horménios tireoidianos inferiores ao normal, podendo afetar o desenvolvimento
do sistema esquelético, causando retardo do crescimento (LARSSON et al, 1995;
MOENNIG & LIESS; 1995; RADOSTITS et al, 2002).

A doenca das mucosas ocorre quando um bovino PI é superinfectado com um virus
CP homologo antigenicamente ao virus NCP residente (RADOSTITS et al, 2002;
POTGIETER, 2004). O virus CP deriva, provavelmente, do virus NCP residente no bovino
PI por rearranjo do seu genoma, porém sua origem pode ser de fontes externas, como ocorre
em surtos associados a vacinacdo (POTGIETER, 2004). O evento mutacional responsavel
pela mudanca do biotipo NCP para o biotipo CP néo afeta a antigenicidade (RADOSTITS et
al, 2002; POTGIETER, 2004). Os bovinos acometidos ndo respondem sorologicamente ao
virus CP homoélogo (RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004). A infec¢do por um
virus CP heterélogo antigenicamente resulta em doenca das mucosas atipica, varios meses
mais tarde ou o animal infectado pode ndo responder sorologicamente ao virus citopatico
heter6logo (BROWNLIE, 1990; RADOSTITS et al, 2002). O periodo de incubagdo pode
variar de 98 a 138 dias (BROWNLIE, 1990). Permanece incerto quando o biotipo CP
resultante de superinfec¢cdo homologa resultou de mutacdo ou recombinacdo (BROWNLIE,
1990).

A doenca das mucosas segue um curso agudo e cronico (POTGIETER, 2004). O
ultimo pode continuar por até 18 meses (POTGIETER, 2004). Os fatores que influenciam o
curso da doenca ndo sdo conhecidos e se existe uma relagcdo entre o inicio precoce ou tardio
da doenca das mucosas e a duracdo dos sinais clinicos, essa ainda ndo foi determinada
(POTGIETER, 2004).
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2.3.3 Imunodepressao

Existem evidéncias de que as infec¢des pos-natais pelo BVDV dos bovinos possam
causar imunodepressdo e estimular o desenvolvimento de outras doencas infecciosas
(RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004) e ser o fator crucial na patogenia das
doencas de etiologia multipla, como pneumonias e enterites (POTGIETER, 1995;
RADOSTITS, 2002), Contudo, essa evidéncia &€ controversa e deve-se levar em conta 0s
mecanismos imunes dos bovinos Pl comparados aos animais com infec¢bes primarias
(RADOSTITS et al, 2002).

O virus tem uma afinidade por células de defesa e a conseqliéncia da infeccdo é a
destruicdo de algumas dessas células e prejuizo funcional das células sobreviventes, sendo
esta Gltima a causa mais importante da imunodepressao induzida por virus (POTGIETER,
2004). Os linfocitos e macrofagos constituem um importante alvo para a replicagdo do
BVDV (POTGIETER, 1995). A destruicdo linféide resulta em variados graus de deplecéo
linféide em bovinos infectados (POTGIETER, 1995; RADOSTITS et al, 2002;
POTGIETER, 2004), mesmo nos que permanecem clinicamente saudaveis (POTGIETER,
1995). Leucopenia transitoria ocorre na maioria dos bovinos infectados pelo BVDV
(POTGIETER, 2004), e neutropenia ndo é incomum (POTGIETER, 1995; RADOSTITS et
al, 2002).

Bovinos Pl tém uma baixa proporcao de linfocitos B circulantes funcionais, mas o
namero absoluto de linfécitos permanece relativamente normal (POTGIETER, 2004). As
infecgBes pos-natais primarias, entretanto, causam reducdo transitria no nimero absoluto
dos linfécitos B e linfocitos T, bem como na porcentagem de linfocitos T (RADOSTITS et
al, 2002; POTGIETER, 2004).

A infeccéo intercorrente pelo BVDV tem o potencial de exacerbar a patogenicidade
de outros patdgenos ou mudar o carater da doenca causada por esses patdgenos
(POTGIETER, 1995; POTGIETER, 2004). Infeccdes concomitantes de BVDV e BHV-1 em
bovinos resultam em doenca clinica severa afetando o trato respiratério, tecido ocular e trato
alimentar, e muitas vezes, a infeccdo oportunista por Mannheimia (Pasteurella) haemolytica
aparentemente favorece a severidade das lesdes no trato respiratorio (POTGIETER, 1995;
POTGIETER, 2004). Existe a hipdtese de que o BVDV subclinico pode ser um importante
contribuinte para a incidéncia de doenca severa do trato respiratorio (POTGIETER, 2004).

O BVDV pode contribuir para a patogenia das doengas do trato respiratorio como
agente primario ou através da imunodepressao (LONERAGAN et al, 2005). Nos surtos de
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doenca respiratdria nos bezerros e bovinos adultos causados por multiplas infeccdes virais, 0
BVDV ¢ freglientemente o agente viral mais constante, o que pode indicar que 0 virus é um
importante patdgeno contribuitorio na doenca respiratoria dos bovinos (RADOSTITS et al,
2002; POTGIETER, 2004). O BVDV pode agir sinergicamente com outros patdgenos
respiratorios (RADOSTITS et al, 2002; LONERAGAN et al, 2005) para facilitar a
colonizacdo bacteriana do trato respiratorio inferior (LONERAGAN et al, 2005), mas a
participacdo do BVDV em infec¢des sinérgicas ndo é frequientemente reconhecida devido a
auséncia de lesdes classicas da doenca das mucosas (POTGIETER, 2004). Contudo, também
é possivel que o virus possa estar coincidentemente presente em alguns animais e nao ter
efeito adverso (RADOSTITS et al, 2002). Portanto, a presenca do virus nos tecidos do trato
respiratorio dos bovinos acometidos com pneumonia é dificil de interpretar (RADOSTITS et
al, 2002). Observacdes a campo sugerem que a introducgéo da infeccdo pelo BVDV em um
rebanho suscetivel, pode estar relacionada com uma incidéncia aumentada de pneumonia
viral e bacteriana nos bezerros, que pode se manter por até dois anos (RADOSTITS et al,
2002).

Outras doengas infecciosas que o BVDV pode exacerbar incluem a actinomicose,
estomatite papular, enterite por Salmonella sp, infeccdo por Escherichia coli, babesiose,
helmintose aguda, metrite e mastite (POTGIETER, 1995; POTGIETER, 2004).

2.4 Sinais Clinicos

A manifestacdo dos sinais clinicos apés a infeccdo pelo BVDV é complexa e
dependente de multiplos fatores: agente, hospedeiro e ambiente (BOLIN & GROOMS,
2004). Os fatores do hospedeiro que podem influenciar os sinais clinicos da infeccéo
incluem o quanto o hospedeiro é imunocompetente ou imunotolerante ao BVDV, estado
imune (passivo pelos anticorpos colostrais ou ativo pela exposi¢cdo ao BVDV ou vacinagéo),
gestacdo nas fémeas, idade gestacional do feto no momento da infeccdo, nivel de estresse
ambiental no momento da infeccdo e concorréncia com outros patégenos (RADOSTITS et
al, 2002; BOLIN & GROOMS, 2004).

Tradicionalmente, as manifestacGes da infeccdo pelo BVDV sdo apresentadas em
trés categorias: infeccdo pods-natal ou BVD, infeccdo fetal e doenca das mucosas
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).
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2.4.1 Infecgdo pos-natal primaria
2.4.1.1 Infeccdo subclinica

Esta é a consequéncia mais comum de infeccdo primaria pés-natal pelo BVDV em
bovinos (POTGIETER, 2004). A maioria das infec¢bes (70 a 90%) em bovinos adultos
suscetiveis sdo subclinicas (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). Uma observacdo mais
cuidadosa pode revelar leucopenia, pirexia e, em algumas vacas, diminuicdo da producao de
leite (POTGIETER, 2004). Bovinos que apresentam infeccdo subclinica ou doenca discreta
podem estar virémicos em 4 a 15 dias apos a infeccdo e desenvolver anticorpos séricos
contra 0 BVDV em duas a quatro semanas ap0s a exposi¢ado (POTGIETER, 2004).

2.4.1.2 Diarréia viral bovina

A diarréia viral bovina se refere a infeccdo aguda em bovinos soronegativos e
imunocompetentes (BAKER, 1987). A mortalidade € relativamente negligenciada, mas mais
que 8% tem sido relatadas, enquanto que a morbidade fica em torno de 30 a 90%.
(POTGIETER, 2004).

Afeta geralmente animais de seis meses a dois anos (BAKER, 1987; POTGIETER,
2004). Os sinais clinicos podem ser evidentes por cinco a sete dias e incluem febre
transitdria, leucopenia, depressao, anorexia, descarga 6culo-nasal, salivacdo, ocasionalmente
erosdes e ulceracdes orais, diarréia aquosa de severidade variada e, em vacas, diminuicao da
producéo leite (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

2.4.1.3 Diarreia viral bovina severa ou sindrome hemorrégica

A doenca € caracterizada por um subito quadro de depressao, pirexia, leucopenia,
trombocitopenia, diarréia, descarga nasal, salivacdo, Ulceras orais e diminuigdo da produgéo
de leite (POTGIETER, 2004). Posteriormente a doenca € caracterizada por diarréia
sanguinolenta, hemorragias petequiais e equimoticas difusas (POTGIETER, 2004).

O grau de morbidade é superior a 40% e de mortalidade é de 10 a 25%
(POTGIETER, 2004). Surtos sdo frequentemente associados & introducdo de bovinos ao
rebanho ou programas de vacinacdo inadequados (POTGIETER, 2004). Na maior parte
desses casos tem sido isolado o BVDV do tipo 2 (BOLIN & GROOMS, 2004,
POTGIETER, 2004).
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2.4.2 Infeccéo uterina (congénita)
2.4.2.1 Fertilidade e aborto

Inseminacdo artificial com sémen contaminado ou monta natural com um touro
infectado com BVDV pode causar baixas taxas de prenhez em conseqliéncia do baixo grau
de concepgdo, morte embrionédria ou fetal, desenvolvimento embrionario prejudicado
(LARSSON et al, 1994; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004) e retencdo de placenta
(LARSSON et al, 1994).

Infeccéo fetal nos primeiros 30 dias de gestagéo pode diminuir as taxas de gestacéo e
gerar perdas embrionarias (STOKSTAD & LOKEN, 2002). Por outro lado, a infec¢éo fetal
nos 50 a 100 dias de gestacdo possivelmente causa morte fetal e subseqliente expulsdo ou
mumificacdo fetal dias ou meses apés a infeccdo (POTGIETER, 2004). As taxas de aborto

variam e geralmente s&o baixas e abortos tardios sdo raros (POTGIETER, 2004).

2.4.2.2 Defeitos congénitos

Defeitos congénitos ocorrem em fetos infectados entre os 100 e 150 dias de gestacédo
(BAKER, 1987; STOKSTAD & LOKEN, 2002; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). O
virus atua no sistema nervoso central e tecido ocular em particular (GROOMS, 2004;
POTGIETER, 2004).

Bovinos com hipoplasia cerebelar ou outra anomalia cerebral tem dificuldade de
movimentacdo, de permanecer em estacdo, afastando os membros, e apresentam tremores
(SCHILD et al, 2001; POTGIETER, 2004). Catarata, cegueira e opacidade da cornea podem
ocorrer nesses bovinos (POTGIETER, 2004).

2.4.2.3 Bovinos persistentemente infectados

Se a infeccdo ocorre entre os 30 e 120 dias de gestacdo, 0 virus pode atravessar a
placenta, infectar feto e induzir uma infeccdo persistente. Os anticorpos maternos néo
atravessam a placenta bovina, e devido ao feto ainda ndo ter estabelecido uma
imunocompeténcia contra o0 BVDV, ele ndo tem defesa contra o virus (STOKSTAD &
LOKEN, 2002).
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2.4.3 Doenca das mucosas (DM)

Duas formas de doenca das mucosas tém sido descritas: forma aguda e forma cronica
(POTGIETER, 2004). Geralmente a doenca € esporadica e ocorre entre 6 e 24 meses de
idade e é fatal em aproximadamente 100% dos casos (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

A DM aguda é caracterizada por pirexia, depressdo, fraqueza, anorexia, taquicardia,
diarreia liquida profusa, que pode ser hemorragica, desidratacdo, acidose e emaciacdo
(BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). O exame cuidadoso da cavidade oral pode revelar
lesGes erosivas envolvendo os labios, margens gengivais, lingua, comissuras labiais e parte
posterior do palato duro (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). Lesdes semelhantes podem
ocorrer no focinho, cavidade bucal, mucosa vulvar e pele dos tetos (POTGIETER, 2004).
Salivacdo e secrecdo ocular mucopurulenta de severidade variada sao sinais clinicos comuns
(BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). Eventualmente ocorre edema de cornea
(POTGIETER, 2004). A diarréia se desenvolve dois ou trés dias apds o inicio dos sinais
clinicos, porém em casos hiperagudos o animal pode morrer antes (BAKER, 1987;
POTGIETER, 2004). As fezes sdo aquosas e frequentemente fétidas e podem conter restos
necroticos, sangue e fibrina (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

O curso da DM aguda varia aproximadamente de dois a vinte um dias
(POTGIETER, 2004). Leucopenia manifestada por neutropenia e por linfopenia pode estar
evidente nos primeiros estagios doenca (POTGIETER, 2004). InfeccBGes secundarias sdo
comuns nesses animais (POTGIETER, 2004). Existe um relato de ocorréncia de diabete
melito em bovino com DM (POTGIETER, 2004).

Os sinais clinicos da DM cronica sdo similares aqueles observados na forma aguda,
mas sd0 menos severos e 0 curso € prolongado (mais de dezoito meses) (POTGIETER,
2004). A doenca é caracterizada por inapeténcia, anorexia, emaciacdo progressiva, diarréia
continua ou intermitente e secre¢do Oculo-nasal (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).
Lesdes de pele sdo comuns em bovinos cronicamente infectados e sdo caracterizadas por
areas de alopecia e hiperqueratose ou eczema na regido do pescoco (BAKER, 1987;
POTGIETER, 2004). Erosdes crbnicas freqlentemente sdo encontradas na boca e
envolvendo a pele (BAKER, 1987), incluindo as areas perineal, vulvar e prepucial, juncdo
pele chifre, fenda interdigital e cascos (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). Claudicacéo
crénica pode se desenvolver como resultado de laminite ou necrose interdigital (BAKER,

1987; POTGIETER, 2004). Anemia, neutropenia e linfopenia usualmente estdo presentes
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(POTGIETER, 2004). Infec¢bes secundarias sdo comuns (POTGIETER, 2004). Os bovinos
afetados finalmente morrem pela debilidade (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

2.5 Patologia

O BVDV tem sido associado com patologia em indmeros sistemas incluindo o
respiratorio, hematoldgico, imunologico, neurolégico e reprodutivo (GROOMS, 2004).

Os achados de necropsia e histologia variam de acordo com o curso e evolucao da
doenga (RADOSTITS et al, 2002). As lesbes sdo resultados da interagéo de fatores como o
biotipo do virus, o gen6tipo hospedeiro, idade, estado imune do animal no momento da
infeccdo, da resposta imune induzida, e infeccbes intercorrentes ou outros fatores
estressantes (BIELEFELDT-OHMANN, 1995).

2.5.1 Infeccd@o primaria apds nascimento

E dificil diferenciar entre as alteracbes patoldgicas induzidas pela infecgdo apos o

nascimento das produzidas pela doenca das mucosas (POTGIETER, 2004).

A infeccdo pos-natal aguda pode ser subclinica, leve ou severa (POTGIETER, 2004).
As lesBes patologicas sdo basicamente as mesmas, porém o grau de manifestacdo varia de
acordo com cada animal (POTGIETER, 2004).

A principal lesdo macroscopica desta forma de BVDV é uma enterite acompanhada
de edema e hemorragias petequiais ou equimoticas especialmente no ileo distal e coélon
proximal (WILHELMSEN et al, 1990; POTGIETER, 2004). Eros6es simples ou multiplas
na mucosa oral e esofégica estdo invariavelmente presentes (POTGIETER, 2004). As lesbes
que ocorrem no tecido linféide sdo semelhantes aquelas descritas na doenca das mucosas,
como o aumento de volume e edema nos linfonodos mesentéricos (WILHELMSEN et al,
1990). Pode ocorrer linfadenite nos linfonodos mesentéricos (POTGIETER, 2004).

O BVDV do tipo 2 causa hemorragias petequiais e equimoticas generalizadas que
podem ocorrer na esclera, conjuntiva, endocardio, epicardio, superficies serosa e mucosa do
trato gastrointestinal, baco, maioria dos linfonodos, cavidade oral, musculatura esquelética e
bexiga. Osteopetrose pode estar associada as infec¢fes naturais (POTGIETER, 2004).

As alteracdes histologicas normalmente sdo confinadas aos sistemas digestivo,
linféide e respiratério (POTGIETER, 2004). As lesbes inflamatorias, edema da submucosa e

mucosa do trato gastrointestinal manifestam-se pela dilatacdo dos vasos linfaticos da
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submucosa e pela separacdo das fibras do mdsculo liso da camada interna da tdnica
muscular (POTGIETER, 2004). Linfocitdlise folicular nos nodulos linfoides da mucosa
intestinal e nos linfonodos mesentéricos é comum e deplecdo linféide no parénquima do
baco também pode ocorrer (WILHELMSEN et al, 1990; POTGIETER, 2004). As
hemorragias petequiais, quando presentes, ocorrem nas areas folicular e paracortical e sua
patogenia continua incerta (WILHELMSEN et al, 1990; POTGIETER, 2004).

Infeccbes pelo BVDV do tipo 2 tém resultado em broncopneumonia multifocal,
atrofia da medula 6ssea vermelha e necrose e erosfes na membrana mucosa do trato
gastrointestinal (POTGIETER, 2004).

2.5.2 Infeccéo uterina (congénita)

Infeccdes fetais no primeiro trimestre de gestacdo resultam em morte embrionaria ou
fetal seguida de absorcdo, mumificacdo ou aborto com expulsdo ocorrendo em qualquer
momento ou alguns meses depois (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).
A presenca de anticorpos em fetos, como em neonatos ndo lactentes, indica que ocorreu
infeccdo intra-uterina, mas seu significado diagnostico, com referéncia ao abortamento, ndo
esta claro (RADOSTITS et al, 2002). O isolamento do virus do feto ou a demonstracdo do
antigeno viral dentro dos tecidos fetais sdo sugestivas de um diagnostico de abortamento
pestiviral (RADOSTITS et al, 2002). Embora se pensasse que o BVDV tivesse efeito no
desenvolvimento embrioldgico, notou-se que mudancas inflamatdrias do Utero seguidas da
infeccdo pelo BVDV resultam em ambiente incompativel ao desenvolvimento fetal
(GROOMS, 2004).

As lesBes associadas com abortamento pelo BVDV consistem principalmente de
reacOes inflamatdrias necrosantes (POTGIETER, 2004) presentes na palpebra fetal, pulméo
e miocardio (RADOSTITS et al, 2002), mas ndo sdo caracteristicas e raramente s&o
observadas devido a autolise fetal (POTGIETER, 2004). Dificeis de serem observadas até
mesmo em fetos ndo autolisados. O principal achado € a deplecdo do timo (CORBELLINI,
2005)".

Lesdes macroscopicas incluem aumento de tamanho do baco, linfonodos e figado
(POTGIETER, 2004). Os achados histologicos se caracterizam por infiltrado mononuclear,
principalmente histiocitario, na regido periportal do figado, no miocardio, baco e linfonodos
(POTGIETER, 2004).
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As lesdes teratogénicas reconhecidas como possiveis consequéncias de infeccédo
intra-uterina incluem a hipoplasia cerebelar (BAKER, 1987; BIELEFELDT-OHMANN,
1995; SCHILD et al, 2001; POTGIETER, 2004), desmielinizacdo da medula espinhal,
hidranecefalia, porencefalia e hidroencefalia (BAKER, 1987; BIELEFELDT-OHMANN,
1995; HEWICKER-TRAUTWEIN & TRAUTWEIN, 1994; HEWICKER-TRAUTWEIN et
al, 1995; POTGIETER, 2004), catarata, degeneracdo e displasia retinais, corioretinopatia e
hipoplasia, atrofia e neurite dos nervos opticos (BIELEFELDT-OHMANN, 1995;
RADOSTITS et al, 2002; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). Outros defeitos
congénitos causados pelo virus sdo o bragnatismo, hipotricose, artogripose, retardo do
crescimento e hipoplasia pulmonar e do timo (BIELEFELDT-OHMANN, 1995;
POTGIETER, 2004) e alopecia parcial (KENDRICK, 1971).

O exame histoldgico indica que as lesdes teratogénicas estdo associadas ao retardo
do desenvolvimento, alteragdes degenerativas e processos inflamatorios (POTGIETER,
2004). A hipoplasia cerebelar é caracterizada por reducdo da camada molecular e nimero de
células da camada granular e da reducdo e substituicdo das células de Purkinje
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995; GROOMS, 2004; SCHILD et al, 2001; POTGIETER,
2004). Em casos tardios, remanescentes de processos inflamatorios, como infiltrado
leucocitario, ainda podem ser evidentes (BIELEFELDT-OHMANN, 1995). Em outros
casos, a desmielinizacdo parece ser o achado mais evidente (BIELEFELDT-OHMANN,
1995; POTGIETER, 2004).

A hipoplasia ou atrofia de timo tem chamado muito atencéo e existem especulagdes
quanto ao efeito imunodepressivo significativo do BVDV (BIELEFELDT-OHMANN,
1995). Embora 0 BVDV esteja presente no timo no nascimento, nem sempre resulta em
hipoplasia (BIELEFELDT-OHMANN, 1995). O retardo do crescimento, mais
freqUentemente notado em bovinos Pl tem implicacdo importante com relacdo a sindrome
do novilho fraco (BIELEFELDT-OHMANN, 1995).

2.5.3 Infeccdo persistente

Bovinos Pl podem apresentar malformagdes como retardo no crescimento devido a
infeccdo uterina (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004). Entretanto, muitos desses bovinos
ndo demonstram lesdes macroscopicas e tem aparéncia normal (BAKER, 1987
POTGIETER, 2004). Alguns animais podem apresentar evidéncias histologicas da infeccéo
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995) como nefrite intersticial mononuclear, hepatite portal
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mononuclear discreta, necrose focal e infiltrado mononuclear no epitélio do eséfago e da
lingua (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004), encefalite mononuclear e
hiperplasia linféide peribronquiolar (POTGIETER, 2004).

Em animais com retardo no crescimento, alteracdes macroscopicas e histoldgicas da
pele podem estar presentes (BIELEFELDT-OHMANN, 1995). Macroscopicamente
observam-se lesdes erosivas superficiais com escamacéo interdigitais e em volta de orificios
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995). Histologicamente, as lesdes podem variar de leve
atenuacdo de pregas e infiltrado discreto mononuclear na derme, a mudangas mais

pronunciadas como paraqueratose e hiperqueratose (BIELEFELDT-OHMANN, 1995).

2.5.4 Doenga das mucosas

A doenca das mucosas (DM) é caracterizada por lesdes necroticas de severidade
variada, principalmente no trato digestivo, tegumentar e linféide (BAKER, 1987;
POTGIETER, 2004). As manifestacdes clinicas e achados patologicos da doenca das
mucosas podem ser extremamente variados, embora iSso ocorra mais em grau do que em
tipo (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; TENORIO et al, 2000). A debilidade, emaciacgéo e
infeccBes secundarias sdo comumente associadas com a forma crénica (POTGIETER,
2004). De acordo com estudo de Tenorio et al,(2000) o exame macroscopico revela apenas
diferencas sutis entre as formas aguda e crénica da doenca das mucosas e histologicamente,
existe similaridade entre o tipo de lesdo, porém com distribuicdo diferente. Portanto a
diferenciacdo entre as duas formas apenas pelos exames macroscépicos e histoldgicos é
dificil (CARMAN et al, 1998).

As alteracbes macroscopicas da DM aguda usualmente incluem erosbes ou
ulceragdes superficiais caracteristicas em mucosas ou epitélio do focinho, labios, cavidade
oral e cavidade nasal (BAKER, 1987; BIELEFELDT-OHMANN, 1995; RADOSTITS et al,
2002; POTGIETER, 2004) e em menor extensdo na faringe e laringe (BIELEFELDT-
OHMANN, 1995; RADOSTITS et al, 2002). No esbfago, essas erosdes sao lineares e mais
comuns no terco superior (BARKER et al, 1993) e estendem-se na dire¢do das pregas da
mucosa esofagica (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; RADOSTITS et al, 2002). LesGes
erosivas podem estar presentes nos pilares do rumen, reticulo e abomaso (RADOSTITS et
al, 2002; POTGIETER, 2004). Edema e hemorragias na submucosa podem estar associados
as erosdes no abomaso (BAKER, 1987; RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004).
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As lesdes intestinais tém natureza e extensdo variadas e podem aparecer como
enterite catarral, hemorragica, fibrino-necrotica e/ou ulcerativa (BIELEFELDT-OHMANN,
1995; POTGIETER, 2004). No intestino delgado as lesbes macroscopicas estao
freqlientemente limitadas a mucosa sobre as placas de Peyer e ndo sdo encontradas
alteragdes distintas na mucosa adjacente (LIEBLER-TENORIO, 2000), freqlientemente
parecendo normal exceto pela congestdo, flacidez e edema irregulares ou difusos em alguns
casos (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; RADOSTITS et al, 2002). As placas de Peyer
podem estar severamente aprofundadas em relacdo a mucosa e freqiientemente recobertas
por fibrina e sangue coagulado (LIEBLER-TENORIO, 2000; RADOSTITS et al, 2002). O
tecido linfoide pode estar com aparéncia nodular (LIEBLER-TENORIO, 2000), necrdtica,
hemorragica (BAKER, 1987; BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004). Essas
lesbes sdo caracteristicas e comparadas somente com as encontradas na peste bovina e na
febre catarral maligna (RADOSTITS et al, 2002). No intestino grosso, a mucosa pode estar
congesta (RADOSTITS et al, 2002) e com erosGes no colon proximal (BIELEFELDT-
OHMANN, 1995). Outras alteragdes linféides incluem atrofia de timo e aumento dos
linfonodos periféricos (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).

As lesdes da forma superaguda da DM s&o similares as lesdes da forma aguda e
geralmente ndo é possivel diferenciar entre as duas formas com base nos achados
macroscopicos e histopatologicos (RADOSTITS et al, 2002). Pode haver auséncia de lesbes
entéricas macroscopicas, especialmente nos animais que morrem dentro de 24 horas ap6s 0
inicio dos sinais clinicos e nos bezerros com menos de seis meses de idade (RADOSTITS et
al, 2002). Nesses casos superagudos, pneumonia pode ser a lesdo mais evidente
(RADOSTITS et al, 2002). Os casos nos quais ha hemorragia disseminada atribuivel a
trombocitopenia também podem ser uma forma da infec¢do superaguda (RADOSTITS et al,
2002).

Classicamente os achados da DM cronica e as lesdes do trato digestivo superior sdo
geralmente menores e mais discretas que as encontradas na forma aguda da doenca
(LIEBLER-TENORIO, 2000; POTGIETER, 2004). Podem ocorrer jejunite, ileite e colite
ulcerativas (LIEBLER-TENORIO, 2000). As lesGes de pele, entretanto, sdo caracteristicas
da doenca cronica (POTGIETER, 2004). Essas se apresentam como erosdes, eczemas ou
hiperqueratose e estdo mais proeminentes nas regides do perineo, pescoco, fissura

interdigital e banda coronaria (POTGIETER, 2004). Pode ocorrer infec¢do bacteriana
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secundaria nessas lesdes (POTGIETER, 2004). As lesbes eczematosas sao caracterizadas
por hiperqueratose, paraqueratose, hipotricose e alopecia (POTGIETER, 2004).

Histologicamente, as lesdes do trato digestivo superior sdo representadas pela perda
das células epiteliais no estrato basal e espinhoso e infiltrado de macr6fagos e linfocitos no
epitélio e lamina prépria (LIEBLER-TENORIO, 2000; POTGIETER, 2004), sendo este um
dos primeiros eventos no epitélio queratinizado (POTGIETER, 2004), seguido de
hemorragia e necrose celular resultando em focos de necrose circunscrita no estrato
espinhoso cobertos pelo estrato cérneo intacto (BIELEFELDT-OHMANN, 1995;
RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004). As erosdes se desenvolvem quando a
integridade do estrato corneo é perdida (POTGIETER, 2004). UlceracGes e erosdes ocorrem
no abomaso e sdo comuns nos bovinos na forma aguda e crénica (LIEBLER-TENORIO,
2000). Pode ocorrer degeneracdo e necrose do epitélio das criptas resultando em acimulo de
restos celulares (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004), essas podem ficar
ocluidas e dilatadas com achatamento do epitélio e desaparecimento de microvilosidades
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995). Em alguns casos, ou em algumas areas do intestino,
pode ocorrer metaplasia de células mucdides, acompanhada de producdo excessiva e
acumulo de muco (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004) e infiltrado
mononuclear, predominantemente histiocitario, na lamina prépria (POTGIETER, 2004),
epitélio das criptas, vilosidades e tecido linféide (BIELEFELDT-OHMANN, 1995;
POTGIETER, 2004).

Na DM aguda, apoptose de células do cortex do timo pode ocorrer de forma
acentuada (POTGIETER, 2004). A presenca de macréfagos no cortex pode ocorrer
(POTGIETER, 2004). Nos casos crénicos da DM ha alteracdo estrutural do timo e atrofia do
cortex (POTGIETER, 2004). Nas placas de Peyer ocorre deplecdo acentuada das células
mononucleares e alteracdo da arquitetura normal na doenca aguda (LIEBLER-TENORIO,
2000; POTGIETER, 2004). Nos casos cronicos ocorre atrofia tecido linfoide folicular,
hemorragia e, frequentemente, subdesenvolvimento do epitélio das criptas (BIELEFELDT-
OHMANN, 1995; RADOSTITS et al, 2002; POTGIETER, 2004). Outras alteragdes incluem
edema nas camadas subepiteliais, hiperemia e diapedese (BIELEFELDT-OHMANN, 1995).
Alterac6es nos linfonodos incluem deplecéao linfoide da periferia e dos foliculos primarios e
secundarios (POTGIETER, 2004). No baco a deplecdo linféide ocorre em torno da bainha
periarteriolar linféide (POTGIETER, 2004) e pode ser observado variado grau de necrose
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dos centros germinativos (BAKER, 1987), o que pode ocorrer também nos linfonodos
(BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

2.6 Diagnostico

O diagnostico clinico da doenga das mucosas é geralmente feito com base na
presenca de achados clinicos e patoldgicos caracteristicos (RADOSTITS et al, 2002). Varios
sdo os exames laboratoriais que auxiliam no diagnoéstico definitivo, como o isolamento ou
deteccdo de antigenos virais e ou a demonstracdo da resposta sorolégica ao virus
(RADOSTITS et al, 2002; SALIKI & DUBOVI, 2004). O material a ser remetido depende
da historia clinica e do rebanho, se houver ou ndo a suspeita de infeccdes persistentes ou
agudas, e a historia de vacinagdo, necessaria para interpretar a sorologia (RADOSTITS et al,
2002).

2.6.1 Isolamento viral

O isolamento viral é um método confiavel para o diagndstico das infeccbes pelo
BVDV (SALIKI & DUBOVI, 2004). O virus cresce em muitas linhas celulares de vérias
espécies animais (SALIKI & DUBOVI, 2004). Entretanto, apenas trés linhas sdo
amplamente utilizadas no diagndstico laboratorial para o isolamento do BVDV: BT, Btest e
MDBK (SALIKI & DUBOVI, 2004).

As cepas do virus podem ser caracterizadas in vitro como biotipos CP ou NCP
(RADOSTITS et al, 2002). As cepas citopaticas causam alteracGes celulares in vitro
caracteristicas, evidentes nas culturas celulares inoculadas dentro de 48 horas, sendo essa a
forma mais isolada a campo, segundo Radostits et al, 2002 e Saliki & Dubovi, 2004.

No animal vivo, a melhor amostra para isolamento do BVDV é o sangue total
(RADOSTITS et al, 2002; SALIKI & DUBOVI, 2004). Podem ser utilizados também a
camada leucocitéaria ou soro do sangue para culturas celulares (RADOSTITS et al, 2002). A
necropsia, as melhores amostras sdo os 6rgdos linféides, como baco, placas de Peyer do
intestino delgado, linfonodos mesentéricos e timo (SALIKI & DUBOVI, 2004).
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2.6.2. Deteccgdo do antigeno

Como os métodos de isolamento viral requerem um periodo prolongado de tempo, 0s
métodos de diagndstico alternativos, como a imunoistoquimica, estdo ganhando
importancia, por serem mais baratos, rapidos e sensiveis para o diagnostico de BVDV
(HAINES et al, 1992; BASZLER et al, 1995; SALIKI & DUBOVI, 2004).

2.6.2.1 Imunoistoquimica (IHQ)

O antigeno do BVDV pode ser rapidamente identificado nas amostras teciduais,
utilizando métodos imunoistoquimicos (RADOSTITS et al, 2002). Um anticorpo
monoclonal 15C5, que reage com a proteina EO (gp48), demonstrou reagir amplamente com
a maioria das cepas do BVDV, podendo ser usado para detectar o antigeno do BVDV nos
tecidos fixados em formalina a 10%, embebidos em parafina, 0 que possui amplas
aplicacOes diagndsticas e de pesquisa (RADOSTITS et al, 2002; LERTORA et al, 2002;
LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004; SALIKI & DUBOVI, 2004). O gene que
codifica EO do BVDV tem uma alta seqiéncia homologa entre os pestivirus e,
adicionalmente, o EO é adequado para sistemas de detecgdo, nos quais uma grande variedade
de isolados podem ser detectados (BRODERSEN, 2004).

A IHQ é uma ferramenta de deteccdo sensivel e especifica dos antigenos do BVDV
em bovinos afetados (BRODERSEN, 2004). A pele dos animais PI é um dos tecidos na qual
0 BVDV pode ser consistentemente identificado pela IHQ, é uma amostra acessivel (NJAA
et al, 2000; LERTORA et al, 2002; BRODERSEN, 2004) e tem resultado numa técnica
capaz de testar bovinos jovens sem interferéncia de anticorpos colostrais (NJAA et al, 2000;
LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004). Outra técnica também estudada € a IHQ dos
bulbos pilosos com resultado positivo (LERTORA et al, 2002).

A técnica é capaz de diferenciar bovinos Pl dos bovinos ndo permanentemente
infectados, previamente diagnosticados pelos métodos ELISA, PCR e isolamento viral
(LERTORA et al, 2002; LERTORA et al, 2003). Estudos demonstram algumas vantagens
da técnica de IHQ frente as demais, como a estabilidade das amostras fixadas em formalina
em comparacdo ao sangue, evitando falsos negativos por autdlise, permite diferenciar
bovinos PI de bovinos com infeccdo aguda com uma sé amostra e permite analisar bezerros
neonatos ja que os anticorpos colostrais ndo interferem na técnica (GROOMS & KEILEN,
2002; LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004).
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Na maioria dos casos, animais com infeccdo aguda ndo demonstram uma quantidade
significativa de antigeno em tecido cutaneo (NJAA et al, 2000; BRODERSEN, 2004;
SALIKI & DUBOVI, 2004) e a marcacao positiva na IHQ, quando ocorre, ¢ discreta (NJAA
et al, 2000). A presenca de antigeno na bidpsia de pele é um forte indicativo que o BVDV
estava no rebanho por um tempo significativo, evidenciado pela presen¢a de um animal Pl
(SALIKI & DUBOVI, 2004), possibilitando a oportunidade de estudo de fatores
epidemioldgicos frente a presenca de animais Pl no rebanho (LONERAGAN et al, 2005).

2.6.2.2 ELISA

O teste de ELISA é capaz de detectar, com rapidez e precisdo, 0s antigenos
especificos para o Pestivirus nos leucocitos sanguineos periféricos, nos coagulos sanguineos
e amostras teciduais dos bovinos Pl (RADOSTITS et al, 2002). Demonstra boa
concordancia com o0s procedimentos de isolamento viral convencionais, sendo adequado
para testes de atestado e diagndstico de rotina (RADOSTITS et al, 2002). As técnicas de
anticorpo monoclonal também sdo usadas para detectar o antigeno viral no sistema nervoso
central dos bovinos PI.

Os kits comerciais sdo usuais na deteccdo de animais Pl, e ndo sdo confiaveis no
diagnostico de infecgdo aguda por BVDV (SALIKI & DUBOVI, 2004). O teste de ELISA ¢
usado em amostras leite, para mensurar a prevaléncia das vacas positivas ao anticorpo contra
BVDV nos rebanhos leiteiros (RADOSTITS et al, 2002).

O teste de ELISA pode ser aplicado também em cortes de orelha ndo fixadas em
formalina (SALIKI & DUBOVI, 2004; CORNISH, T.E., 2005).

2.6.3 Detecc¢ao dos acidos nucléicos

Em geral, os &cidos nucléicos virais podem ser detectados diretamente de amostras
animais ou podem ser amplificados por PCR (SALIKI & DUBOQOVI, 2004). Os métodos de
deteccdo dos acidos nucléicos do RNA do genoma viral apresentam vantagens sobre o
isolamento viral por falta de interferéncia potencial com anticorpo neutralizante bem como
sua sensibilidade e especificidade (RADOSTITS et al, 2002).
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2.6.3.1 PCR

A técnica de PCR é capaz de detectar pequenas quantidades de acido nucleico viral
de amostras de sangue e tecidos, incluindo material conservado (RADOSTITS et al, 2002).
Fatores, como custo, pericia técnica, equipamento e automatizacdo e méetodos de extracdo do
RNA, sdo considerados na comparacdo com 0s métodos padrbes de isolamento viral
(RADOSTITS et al, 2002). O PCR é um método muito sensivel (RADOSTITS et al, 2002;
BRODERSEN, 2004), mas € sujeito a falsos positivos devido a contamina¢cfes da amostras
no momento da coleta ou no laboratério (BRODERSEN, 2004). Ensaio de amplificac&o por
PCR é usado em amostras volumosas de leite, para identificar rebanhos leiteiros com
infeccdo pelo BVDV (RADOSTITS et al, 2002), e é também efetivo na deteccao de bovinos
Pl (BRODERSEN, 2004).

2.6.4 Sorologia

As técnicas sorologicas sdo usadas para detectar e mensurar 0s anticorpos
(RADOSTITS et al, 2002). O teste de neutralizacdo sérica (NS) é o teste padrdo para
determinar a ocorréncia de um titulo para o BVDV (RADOSTITS et al, 2002). O titulo de
anticorpos pode variar muito entre os laboratérios conforme a cepa viral e as células
utilizadas no teste (RADOSTITS et al, 2002; SALIKI & DUBOVI, 2004).

Ap0s a infeccdo aguda, o anticorpo sérico é primeiramente detectavel em duas a trés
semanas, e 0s niveis de picos do anticorpo ocorrem oito a 10 semanas mais tarde. Apds
vacinacdo bem sucedida, os titulos NS ficam altos por muitos meses (RADOSTITS et al,
2002).

Os animais PI sdo soronegativos, exceto se tiverem anticorpo colostral nas primeiras
semanas apo6s nascimento (RADOSTITS et al, 2002). Os anticorpos geralmente ndo sdo
detectaveis no soro da maioria dos bovinos com doenca da mucosa (RADOSTITS et al,
2002). A tolerancia imune especifica do virus persistente também ndo sera rompida pelo
virus citopatico, se ele for antigenicamente similar ou idéntico ao virus persistente, resultado
da doenca das mucosas fatal (RADOSTITS et al, 2002). Os bovinos Pl expostos a outros
isolamentos dos virus citopaticos que ndo induzem imediatamente a doenga das mucosas
podem produzir anticorpos neutralizantes séricos altamente especificos (RADOSTITS et al,
2002).

O soro pré colostral dos bezerros infectados in Utero como fetos imunocompetentes

podem ter anticorpos neutralizantes especificos para o virus, e sua demonstracdo é
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significativa para diagnostico de infeccdo passada (RADOSTITS et al, 2002). Um teste de
neutralizacdo sérica com uma incubacao curta de trés dias € atualmente disponivel, sendo
um progresso sobre o teste de cinco dias (RADOSTITS et al, 2002).

Deve-se tomar cuidado com interpretacdo dos resultados na auséncia do historico.
Quando corretamente aplicado, o teste soroldgico pode ser utilizado para testar a eficacia da
vacina, avaliar a confianca do protocolo de vacinacdo, conferir o estado do rebanho frente a
exposi¢do do BVDV e associar o BVDV com sinais clinicos (SALIKI & DUBOVI, 2004).

2.7 Diagnostico diferencial

O BVDV deve ser diferenciado de etiologias que causam diarréia, erosdes e/ou
ulceragbes no trato gastrointestinal, falha reprodutiva, teratologia, doencas de pele,
subdesenvolvimento e doenca respiratoria. As causas desses incluem diversos agentes
infecciosos, parasitas e toxinas. As mais freqiientes sdo a febre catarral maligna, doenca da
lingua azul (embora ndo exista relato de doenga clinica no Brasil), rinotraqueite infecciosa
bovina, salmonelose, febre aftosa, coccidiose e helmintoses (POTGIETER, 2004).

A prevaléncia e epidemiologia dessas doencas em diferentes paises devem ser
levadas em conta no diagndstico. Por exemplo, a febre aftosa ocorre em alguns paises, como
no Brasil, porém geralmente é caracterizada por baixa mortalidade, auséncia de diarréia e
rapida disseminacdo. Febre catarral maligna normalmente estd associada com vasculite
generalizada (BARKER et al, 1993) e com a presenga de certos ungulados, como por
exemplo, ovelhas, e tem alta mortalidade (POTGIETER, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Foram avaliados na imunoistoquimica (IHQ) e na histologia tecidos de 19 bovinos
suspeitos clinicamente de infeccdo pelo BVDV ou de outras enfermidades que podem ser
confundidas com BVDV e casos com sinais clinicos e lesbes sugestivas de BVDV sem
registro de suspeita clinica, constantes nos arquivos do Setor de Patologia Veterinaria (SPV)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, entre janeiro 1996 e dezembro 2003. Foram
avaliados também 161 fetos bovinos abortados recebidos entre junho 1999 e maio 2004.

Foram avaliados pela necropsia dois bovinos suspeitos clinicamente de infeccéo pelo
BVDV acompanhados entre 2004 e 2005.

Doze bidpsias de tecido cutaneo da orelha de bovinos suspeitos clinicamente e 642
biopsias de propriedades que efetuam monitoramento da infec¢do pelo BVDV, remetidos ao
SPV entre janeiro de 2004 e agosto de 2005 foram submetidos a IHQ.

O numero total de necropsias de bovinos efetuadas no periodo de janeiro de 1996 até
agosto 2005 foi obtido de arquivos e registros do SPV-UFRGS.

3.2 Sinais clinicos

Nos casos positivos na IHQ para BVDV, do periodo entre 1996 e 2003, os sinais
clinicos foram obtidos nos registros do SPV-UFRGS. Os casos de infeccdo por BVDV

ocorridos entre 2004 e 2005 foram avaliados na ocasido da necropsia.

3.2 Analise post mortem

Os achados post mortem dos animais reavaliados (1996-2003), positivos para BVDV
na IHQ, foram coletadas dos registros do SPV-UFRGS.

Os animais positivos para BVDV nas bidpsias de tecido cutaneo da orelha na IHQ e
suspeitos clinicamente da doenca no periodo entre 2004 e 2005 foram eutanasiados com
solucdo comercial de embutramida, tetracaina cloridrato e mebezonio ioduro (T61®) e
necropsiados. Durante a necropsia, foram coletados encefalo e fragmentos de pulméo,
coracdo, figado, pancreas, rimen, reticulo, omaso, abomaso, intestino, rim, linfonodos e

timo, fixados em formalina 10%.
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3.3 Analise histoldgica

Os fragmentos de diversos tecidos fixados em formalina 10% procedentes da
necropsia foram processados em no maximo 48 horas apds a coleta, embebidos em parafina
e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et al, 1992) para exame
histopatologico.

Nos casos ocorridos entre 1996 e 2003 foram avaliados apenas os tecidos disponiveis
em blocos de parafina coletados na ocasido da necropsia, portanto os tempos de fixacdo em

formalina antes do processamento e inclusdo em parafina ndo sdo conhecidos.

3.4 Imunoistoquimica (IHQ)

A IHQ foi realizada em cortes, embebidos em parafina, de cortex, cerebelo, tronco
encefélico, pulméo, coragdo, figado, pancreas, rimen, reticulo, omaso, abomaso, intestino,
rim, 0sso, linfonodos e timo dos animais necropsiados e reavaliados (quando disponiveis) e
em bidpsias de tecido cutdneo da orelha dos animais suspeitos clinicamente. A IHQ foi
baseada na descricdo de Haines et al (1992). Foi realizada empregando-se um kit comercial
(DAKO, USA) contendo um anticorpo secundario biotinalado e um complexo de avidina
conjugada com peroxidase. O anticorpo primario monoclonal comercial anti-BVDV 15C5
(Syaracuse, USA) foi diluido em uma solugdo tampéo fosfato na concentracdo de 1:500.

Apbs desparafinar as laminas em xilol, hidratar em &lcool em concentracfes
decrescentes e lavar em agua destilada, foi aplicada uma solucdo de peroxido de hidrogénio
a 3% por 10 minutos para a realizacdo do blogqueio da peroxidase enddgena. A recuperacdo
antigénica foi feita com protease 0,05% por 15 minutos a 37°C e as marcagdes inespecificas
(background) foram reduzidas a partir da aplicacdo de leite desnatado a 5% por 15 minutos.
O anticorpo primério foi aplicado durante 50 minutos a uma temperatura de 37°C, seguido
do anticorpo secundario biotinalado e solucdo da avidina conjugada com peroxidase por
aproximadamente 20 minutos cada, a temperatura ambiente. A revelacdo da marcacdo foi
obtida através da utilizacdo do cromdgeno NovaRED (Vector Laboratories, USA), por 5 a
10 minutos. Foi empregada hematoxilina como contra-corante, por aproximadamente 1
minuto. As laminas foram lavadas com solugdo de TBS (tris buffer saline) pH 7.0 apds cada
passo da técnica. Laminas controle positivo de timo e biopsia de pele foram inseridas junto
com as laminas a serem testadas. Em alguns casos foram feitos controles negativos

substituindo apenas o anticorpo primario por solugdo de PBS (buffer saline).
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Na IHQ dos fetos foi utilizado um anticorpo secundario conjugado a fosfatase

alcalina (Dako, USA) e como cromdgeno o Permanent Red (DakoCytomation, USA).

3.5 Isolamento viral.

Sangue e fragmentos de pulmé&o, baco e linfonodos dos bovinos necropsiados entre
2004 e 2005 foram coletados, refrigerados e enviados ao Setor de Virologia da Universidade
Federal de Santa Maria, sob responsabilidade do professor Eduardo Furtado Flores, para
isolamento viral.

Os resultados do isolamento viral dos casos ocorridos entre 1996 e 2003 foram
obtidos nos registros dos arquivos do SPV-UFRGS.
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4. RESULTADOS

A raca, sexo, idade e sinais clinicos dos dezenove bovinos com suspeita clinica de

BVDV ou de outras enfermidades, que podem ser confundidas com BVDV, ou ainda nos

casos em que ndo havia registro da suspeita, porém o0s sinais clinicos e lesbes eram

sugestivos da doenga, estdo descritos na tabela 1.

Desses dezenove casos reavaliados, quatro foram positivos para BVDV na IHQ.

Tabela 1. Bovinos avaliados de 1996 a 2003. Raga, idade, sexo, suspeita clinica e sinais clinicos.

Raca Idade Sexo Suspeita Sinais clinicos
HPB @ 4 anos Macho BRSV Emagrecimento progressivo. Sinais respiratorios
HPB Macho BRSV Emagrecimento. Sinais respiratorios.
Jersey 5 meses Fémea NR @ Defeitos congénitos
HPBR* 18 meses Fémea NR Emagrecimento. Dlarre|a~. Lesoes_crostosas nas narinas e
erosdes gengiva
HPB* 8 meses Fémea BVDV Febre e diarréia profusa,~acentuada, refrataria ao
tratamento. Evolucéo de uma semana.
HPB 14 dias Macho Manejo com Diarréia. Aftas na cavidade oral
colostro
Red Angus 2 anos Fémea BVDV NR
Red Angus 3 dias Fémea BVDV Hidrocefalia e nanismo.
HPB 1,5 anos Fémea NR Morte subita.
HPB 7 dias Fémea BVDV NR
Nelore 6 meses Macho NR Propriedade com alto indice de aborto
HPB lano Fémea BVDV NR
Pardo suico* 3 meses Fémea NR Emagrecimento progressivo e diarréia.
HPB 1 més Macho BVDV NR
Hereford* 3 anos Fémea NR Emagrecimento. Inapeténcia.
HPB 4 anos Macho BVDV Apatia. Diarréia cronica.
HPB 14 meses  Fémea BVDV Baixo desenvolwmen,tq corporal. Diarréia intermitente,
refratéria ao tratamento.
Mista 3 aN0s Fémea  Intoxicacio Emagremmentq progressivo. Diarréia sanguinolenta.
Petéquias na mucosa vaginal.
Devon 30 dias Fémea BVDV Prostracdo. Diarréia amarelada e posteriormente

enegrecida

THPB: Holandesa °NR: N&o registrado * Casos positivos para BVDV na IHQ
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Das 12 biopsias de tecido cutaneo da orelha de bovinos suspeitos clinicamente de
infeccdo pelo BVDV duas apresentaram marcacdo positiva na IHQ. As 642 biopsias de
tecido cutaneo de bovinos procedentes de propriedades que efetuam monitoramento da
doenga resultaram em marcacgéo negativa na IHQ.

Foram avaliados pela IHQ 161 fetos bovinos abortados. Desses, trés foram positivos.

Em 2004 foram necropsiados dois animais com suspeita clinica de BVDV, ambos
com diarréia e emagrecimento progressivo, sendo apenas um deles confirmado na IHQ.

No total, seis bovinos e trés fetos bovinos abortados foram positivos para BVDV, e
os sinais clinicos, achados de necropsia, histologia e IHQ estdo descritos a seguir.

4.2 Sinais clinicos

Os principais sinais clinicos observados nos bovinos infectados foram diarréia
cronica (5/6) e emagrecimento progressivo (4/6). A apresentacdo da diarréia era variada,
incluindo diarréia catarral, muco-sanguinolenta (Figura 1), e aquosa em arco (Figura 2).
Prostracdo (1/6), inapeténcia (1/6), febre (2/6), baixo desenvolvimento em relacdo a animais
da mesma idade (2/6) e erosdes na cavidade oral (2/6) e narinas (2/6) (Figura 4) também
foram observados. A raga, idade, sexo e sinais clinicos dos bovinos positivos para 0 BVDV

estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Casos positivos para infecgdo pelo virus da diarréia viral bovina. Raca, ano que
ocorreu o caso, idade, sexo e sinais clinicos.

Bovino  Ano Raga Idade Sexo Sinais clinicos

. Emagrecimento, lesdes crostosas nas narinas e

1 1996 HPB 18 meses  Fémea erosges na gengiva, diarréia.
. Febre e diarréia profusa, acentuada, refrataria ao
i . Emagrecimento progressivo, subdesenvolvimento,

3 2002  Pardo Suico  3meses  Fémea |esges crostosas nas narinas, diarréia.

4 2002 Hereford 3anos  Fémea Emagrecimento, inapeténcia.

] Prostracdo e febre, tenesmo e diarréia muco-

Emagrecimento progressivo, subdesenvolvimento,
6 2005 PardoSuico  1,5anos  Macho €rosdes na cavidade oral, diarréia cronica em arco,
refrataria ao tratamento.
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Figura 1. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 5. Diarréia
cronica sanguinolenta.

Figura 2. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 6. Diarréia
aquosa em arco. Subdesenvolvimento.

Figura 3. BVDV. Sinais clinicos. Bovino 3. Lesdes
crostosas na narina.
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4.3 Achados de necropsia

A necropsia foram observadas fregiientemente erosdes e ulceragcbes no trato
digestivo, localizadas na gengiva (2/6), base da lingua (2/6) (Figura 4), esdfago (3/6), rimen
(1/6), transicdo reticulo-omaso (2/6), omaso (1/6) (Figura 5), abomaso (2/6) e intestino (2/6)
(Figura 6). A presenca de contetdo fibrindide e catarral no intestino delgado (Figura 7),
assim como evidenciacdo e necrose das placas de Peyer (Figura 8) e lesbes na mucosa
intestinal também foram achados frequentes. Atrofia de timo (2/5), linfadenomegalia (2/6) e
pododermatite interdigital (2/6) (Figura 9) foram observadas. Os achados macroscépicos
observados nos seis bovinos infectados pelo BVDV estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Achados macroscopicos observados nos bovinos com BVDV, diagnosticados no
Setor de Patologia da UFRGS.

Bovino Achados macroscopicos

1 Pododermatite interdigital (MPD).
Crostas nas narinas e erosdes no palato, gengiva e base da lingua.
ErosGes com placas necroticas esbranquicadas ao longo do eséfago.
Area necrética na zona de transigo reticulo omaso.

Pulm@o com pneumonia antero-ventral. Linfadenomegalia.

2 Baco com hiperplasia linféide.
Ulceragdes de 2mm na regido pilérica abomaso.

ileo com estruturas cilindricas friaveis. Ceco e célon com contelido enegrecido.

3 Pododermatite interdigital. Timo atrofiado
Ulceragdes lingua e esdfago de tamanho variado.

Ulceragdes no omaso e abomaso.

4 UlceragBes na mucosa oral, esdéfago e rimen.
5 Jejuno e ileo: conteddo fibrindide adjacente as placas de Peyer, algumas com necrose. Edema de
serosa.

Intestino grosso: fissuras 2 cm na mucosa e moldes de fibrina.

6 Timo atrofiado. Linfadenomegalia.
Intestino evidenciagdo das placas de Peyer, contetido liquido com restos de fibrina.

Reto com erosfes de 1 cm na mucosa.

MPD. Membro posterior direito.



Figura 4. BVDV. Bovino 3. Ulceragéo focal na base da
lingua.

Figura 5. BVDV. Bovino 3. Omaso. Area de erosdo na
mucosa.

Figura 6. BVDV. Bovino 5. Intestino grosso. Fissuras
multifocais na mucosa intestinal.
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Figura 7. BVDV. Bovino 5. Intestino delgado. Presenca
de exsudato fibrinonecrético aderido as placas de Peyer.

Figura 8. BVDV. Bovino 6. Intestino delgado.
Evidenciagdo da placa de Peyer.

Figura 9. BVDV. Bovino 3. Membro posterior direito
com pododermatite. Fissuras na banda coronaria (seta).
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4.4 Histologia

Histologicamente, no intestino delgado, as lesdes foram observadas principalmente
nas vilosidades e caracterizavam-se por enterite. Essa enterite era mononuclear difusa de
intensidade variada (5/6), acompanhada, em alguns casos por infiltrado eosinofilico (2/6) e
neutrofilico (2/6), necrose de vilosidades discreta a acentuada (3/5), necrose de células das
criptas (Figura 10) (2/6), e vasculite e degeneracdo fibrindide acentuada difusa na parede de
vasos (1/6). Hiperplasia linféide (2/6) e necrose de placas de Peyer (1/6) também foram
observadas. Em um caso havia areas multifocais de necrose das vilosidades acompanhadas
de hemorragia moderada no intestino grosso. As enterites foram classificadas como enterite
fibrinonecréticas (bovino 6), necro-fibrino-supurativa (bovino 5), mononuclear (bovinos 1, 2

e 3) e abscedativa (bovino 4).

Figura 10. BVDV. Bovino 5. Intestino delgado. Enterite mista
difusa acentuada com depdsitos de fibrina na mucosa. Necrose de
epitélio de cripta. HE, obj. 10

Nos linfonodos foram observadas hiperplasia dos foliculos linfoides (1/5), perda
difusa da estrutura folicular (3/5), edema periférico(3/5) e infiltrado mononuclear moderado
(1/5). No bago foi observado hiperplasia linfoide (5/5) e em um caso necrose dos centros

foliculares.
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Foram observadas lesdes histologicas no cerebro de trés bovinos. Gliose difusa com
hipertrofia do endotélio vascular multifocal, cromatdlise e neuroniofagia multifocal
moderada na regido do hipocampo e mesencéfalo foram observadas no bovino 1. No bovino
6 as lesdes eram mais leves e se caracterizavam por encefalite mononuclear focal discreta e
vasculite mononuclear multifocal discreta. Neuroniofagia e gliose difusa foram observadas
no bovino 3.

As lesBes histologicas do rim se caracterizavam por dilatacdo tubular multifocal
moderada (2/5) e proteindria multifocal discreta (2/5), degeneracdo hidrépica multifocal

moderada na cortical (1/5) e nefrite intersticial mononuclear discreta a moderada (3/5).

4.5 Fetos bovinos

Os trés fetos positivos para BVDV, foram abortados com 8 meses de idade. Um feto
apresentava focos de hemorragia no pulméo e sufusdes na mucosa oral, bexiga, ramen e
abomaso. Histologicamente apresentava hemorragia focalmente extensa no pulméo e rimen
e deplecdo linféide no timo. Em outro caso, foi observada uma cavidade cistica na
substancia branca do cérebro (porencefalia) (Figura 11). Histologicamente havia deplecédo

dos foliculos linfoides no baco.

R

B

i &

Figura 11. BVDV. Feto bovino. Cérebro. Cavidade cistica
na substancia branca (Seta) (Porencefalia).
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4.6 Imunoistoquimica

A marcacdo positiva dos fragmentos cutaneos testados foi caracterizada por
marcacao finamente granular vermelha no citoplasma das células dos foliculos pilosos e nas
celulas endoteliais (Figura 12).

A distribuicdo das marcacGes positivas nos 6rgdos submetidos a técnica de IHQ dos
seis animais positivos apresentam-se na tabela 4.

Figura 12. BVDV. Bovino 6. Tecido cutaneo (orelha). Marcacao
positiva (vermelha) nas células epiteliais dos foliculos pilosos e
células endoteliais. IHQ, obj. 40
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Tabela 4. Distribuicdo do antigeno do BVDV nos tecidos de seis bovinos com BVDV.

Bovinos analisados

Tecido Tipo celular marcado

1 2 3 4 5 6
Epitélio folicular, queratinocitos, - - 1 1 1 1

Pele células endoteliais e mononucleares
Osso - - - 0 - 0 0
Cérebro Neurdnios, células endoteliais 1 1 1 0 0 1
Cerebelo Neurdnios, células endoteliais 1 - 1 0 0 1
Tronco . 1 - 0 1 0 0

encefalico Neuronios

Intestino Células mononucleares 1amina 1 1 0 0 1 0

delgado prépria, células epiteliais das criptas
Linfonodo Linfdcitos e histiécitos 0 - 1 0 1 1
Baco Células foliculares e histidcitos 0 1 1 - 1 1
Pulméo Células epiteliais bronquiolares 1 - 0 1 0 1
Figado - 0 0 0 0 0 0
Rim Células epiteliais tubulares 0 1 0 0 1 0
Lingua - 0 - 0 0 - -
Esdfago Queratindcitos e células 1 - 0 0 - -

mononucleares

Omaso Células epiteliais - 0 1 - 0 0
Glandula Células acinares 1 - - - - -
Pancreas Células acinares - - - - - 1
Treoide Células foliculares - - 1 - - 0

0: marcacdo negativa; 1: marcacdo positiva; -: ndo analisado.

No pulmao o antigeno do BVDV foi observado no citoplasma das células epiteliais
bronquiolares morfologicamente normais e ocasionalmente nas células mononucleares
intersticiais e macrofagos alveolares. No cérebro, a marcagdo positiva se caracterizou por
coloracdo vermelha do citoplasma de neurénios (Figuras 13 e 14), principalmente do cortex
e hipocampo. No cerebelo o antigeno foi observado no citoplasma de neurénios da camada

granular, células de Purkinje e células da glia (Figura 15).
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Figura 13. BVDV. Bovino 2. Cérebro. Cértex cerebral. Marcagdo positiva acentuada no citoplasma de
neurdnios (A). Controle negativo (B). IHQ, obj. 40

-

Figura 14. BVDV. Bovino 3. Cérebro. Cortex cerebral. Marcacgdo positiva (vermelha) acentuada difusa no
citoplasma de neurdnios (células piramidais) (A). Controle negativo (B). IHQ, obj. 20

-

Figura 15. BVDV. Bovino 1. Cerebelo. Marcacao positiva multifocal moderada no citoplasma de neurdnios
da camada granular e das células de Purkinje (A). Controle negativo (B). IHQ, obj.10
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No intestino observou-se marcagdo nas células mononucleares da lamina propria e
vilosidades, e no citoplasma de enterdcitos das criptas (Figura 16) e vilosidades. No rim a
marcacao positiva foi observada nas células epiteliais dos tubulos da zona medular (Figura
17).

Figura 16. BVDV. Bovino 1. Intestino delgado. Marcacao positiva
vermelha no &pice de enterdcitos das criptas intestinais e nas
células mononucleares da lamina propria. IHQ, obj. 100

A

Figura 17. BVDV. Bovino 2. Rim. Marcagdo positiva multifocal acentuada nos tibulos medulares retos da
zona medular (A). Controle negativo (B). IHQ, obj. 20
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Na IHQ dos fetos foram constatadas marcagdes positivas na mucosa ruminal e
foliculos pilosos em um caso e células endoteliais do cérebro (Figura 18) de outro. Intensa
marcacao positiva no timo (Figura 19) e células de Kupffer em dois casos também foram
observados.

Figura 18. BVDV. Feto bovino. Cortex cerebral. Marcacdo
positiva para BVDV nas células endoteliais (setas). IHQ, obj. 40

Figura 19. BVDV. Feto bovino. Timo. Marcagdo positiva
acentuada para BVDV. IHQ, obj. 10
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4.7 Isolamento viral

Foi isolado BVDV tipo 2 NCP de leucdcitos do bovino 1, e de macerados de tecidos
e leucdcitos, BVDV tipo 1 NCP no bovino 3 e 6 e CP/NCP no bovino 5.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo apontou 6 casos (1,08%) de infec¢cdo por BVDV, confirmados pela
imunoistoquimica (IHQ), entre 553 bovinos remetidos ao Setor de Patologia da UFRGS, no
periodo entre janeiro 1996 e agosto 2005. De acordo com a literatura a incidéncia da doenga
é variada (RADOSTITS, 2002). Oliveira et al (1996) detectaram 1-2% (12/1240) amostras
positivas para o virus em rebanhos com problemas reprodutivos no RS. Eduardo Flores et al
(2005) isolaram e caracterizaram 46 amostras do virus no periodo entre 1996 e 2004, entre
elas, amostras dos bovinos 1,3 e 5 deste trabalho. Embora aparentemente baixa, a
prevaléncia de animais virémicos observada em diversos estudos é suficiente para manter o
virus na populacdo (BAKER, 1995). De acordo com Samara et al (2004) na regido sul do
Estado de Minas Gerais a ocorréncia de animais reagentes foi de 57,56% e na regido
nordeste do Estado de S&o Paulo foi de 56,49%.

De 161 fetos examinados na IHQ, trés foram positivos (1,12%), nimero considerado
baixo. Dados publicados referentes ao BVDV como etiologia de casos de aborto a
consideram baixa, variando entre 2 e 7 % (BOTTON et al, 1998; POTGIETER, 2004).

A IHQ utilizando o anticorpo monoclonal 15C5 se mostrou uma forma sensivel para
diagnosticar a infecgdo pelo BVDV nesse estudo. De acordo com publicagfes existe uma
concordancia de 97,6% entre isolamento viral e a IHQ em bidpsias de pele fixadas em
formalina (LERTORA et al, 2003). A IHQ, no entanto, é mais rapida e garante informacdes
adicionais a respeito da associagdo entre a localizacdo do virus e lesdes teciduais
(BASZLER et al, 1995; CORNISH et al, 2005). Além disso, as amostras fixadas s&o mais
estaveis que amostras de sangue, evitando falsos negativos por autélise e permitindo
diferenciar bovinos Pl e pode ser utilizada em neonatos sem interferéncia dos anticorpos
colostrais (NJAA et al, 2000) e em tecidos fetais fixados em formalina (RADOSTITS et al,
2002).

Entre as biopsias de pele dos animais infectados pelo virus testadas, todas foram
positivas na imunoistoquimica, demonstrando que a bidpsia de tecido cutaneo (orelha)
fixada em formol é considerada um tecido de escolha para diagnéstico do BVDV pela IHQ,
sendo um método efetivo para deteccdo de bovinos infectados pelo BVDV, e eficiente
técnica para diagnostico de animais Pl como ja descrito em publicacdes anteriores (NJAA et
al, 2000; GROOMS & KEILEN, 2002; LERTORA et al, 2003; BRODERSEN, 2004;

CORNISH et al, 2005). Além de eficiente a técnica permite testar um grande namero de
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bovinos, com rapidez e com tecido de facil coleta (CORNISH et al, 2005). Em experimentos
com inoculagdo em animais imunocompetentes durante a viremia a deteccdo de antigeno
viral por IHQ se restringe as porcdes de epitélio que ndo pertencem ao foliculo piloso, ao
contrério de animais persistentemente infectados, onde o antigeno é detectado de forma
sistematica em foliculos pilosos (NJAA et al, 2000). No presente trabalho, em animais
positivos na IHQ, o antigeno estava presente principalmente em foliculos pilosos e em
outras por¢cbes do epitélio, como tecido endotelial, queratindcitos e em células
mononucleares, demonstrando a presenca de animais Pl entre os casos diagnosticados.

O BVDV foi identificado na IHQ no cérebro de quatro bovinos do total de seis
analisados (66,66%), indicando ser um dos Orgédos de escolha para a realizacdo da IHQ. A
marcacdo positiva foi observada principalmente no citoplasma de neurdnios do cortex nas
camadas de células piramidais superiores e inferiores do cortex cerebral. A ocorréncia de
marcacdo positiva no cérebro ja foi relatada (WOHRMANN et al, 1992; MARSHALL,
MOXLEY & KELLING, 1996). No cerebelo, a marcacéo positiva foi encontrada nas células
granulares, no citoplasma de algumas células de Purkinje, assim como nos seus
prolongamentos dendriticos. De acordo com estudo de Wohrmann et al (1992) e Fernandez
et al (1989), os neurdnios podem ter um receptor especifico para 0 BVDV, o que explicaria
seu tropismo por células nervosas. E sabido que 0 BVDV atravessa a barreira encefalica nos
fetos virémicos (WOHRMANN et al, 1992), o que é comprovado pela marcacdo positiva
nas células endoteliais observada no cérebro do feto nimero 2, assim como nos bovinos 2 e
3 (cerebelo). Deve-se levar em conta que a infeccdo dos neurbnios ndo causa
necessariamente destruicdo ou lesdo celular (FERNANDEZ et al, 1989; WOHRMANN et
al, 1992).

Um caso apresentou marcagdes positivas no tecido epitelial da tiredide, mas nao
havia evidéncias de lesbes celulares, como descrito por Anderson et al, 1987 e Larsson et al,
1995. Esse animal apresentava retardo no crescimento quando comparado a animais de
mesma idade, possivelmente a replicacdo do virus nas células foliculares da glandula
tiredide podem interferir na sintese ou secrecdo dos hormdnios tireoidianos, e entdo afetar o
desenvolvimento do sistema esquelético, causando um retardo do crescimento (LARSSON
et al, 1995). Belak et al (1989) testou na imunoistoquimica quatro tiredides de animais Pl e
em apenas duas foi encontrado antigeno. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de
que o retardo de crescimento e o nivel menor de hormonios tireoidianos em bovinos

persistentemente infectados sejam efeito de infec¢bes secundarias inaparentes e diminuicao
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da alimentacdo, uma vez que esses fatores podem reduzir os niveis desses horménios
(LARSSON et al, 1995).

A distribuicdo do antigeno viral nos tecidos com auséncia de lesdes foi observada em
alguns bovinos, independentemente da forma clinica da doenca. Como nem todos os 6rgaos
de bovinos foram examinados na IHQ nesse estudo, ndo foi possivel determinar
precisamente onde a difusdo da infeccdo viral foi mais prevalente nas diferentes formas
clinicas da doenca dos bovinos examinados.

A fixacdo de tecidos em formalina por longos periodos pode mascarar a deteccdo de
antigenos, e mesmo utilizando métodos como enzimas ou calor para recuperacdo antigénica,
isso pode ser um obstaculo para marcacgédo positiva do antigeno (SHI et al., 1997). Alguns
materiais suspeitos de BVDV reavaliados estavam disponiveis apenas em blocos de
parafina, é provavel, portanto, que alguns casos tenham resultado em falsos negativos, como
diversos tecidos foram reavaliados essa possibilidade é pequena.

No isolamento foi identificado BVDV tipo 2 em um caso. Esse bovino apresentou
sinais clinicos como emagrecimento, lesGes crostosas nas narinas e erosdes na gengiva e
diarréia. UlceracBes na gengiva, base da lingua, ao longo do eséfago e zona de transigdo
reticulo omaso e edema pulmonar foram observados na necropsia. Brum et al (2002),
reproduziram a doenca experimentalmente com o BVDV tipo 2 em bezerros de 45-60 dias
de idade, com isolados de dois bovinos, um deles de isolados do bovino 1 deste trabalho
(FLORES et al, 2005). Os bovinos inoculados experimentalmente apresentaram sinais
clinicos e lesdes macroscopicas semelhantes aos relatados no bovino 1, porém foram
observadas também equimoses e sufusdes no baco, rimen, intestino delgado e ceco (BRUM
et al, 2002). O isolamento do BVDV tipo 2 normalmente esta associado a diarréia viral
bovina severa ou sindrome hemorragica (BOLIN & GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004),
a qual é caracterizada, além de ulceracdes orais, posteriormente, por diarréia sanguinolenta e
hemorragias petequiais equimdticas difusas (POTGIETER, 2004).

Em trés bovinos foi isolado BVDV do biotipo NCP, se tratando de animais Pl. Em
um desses bovinos, além do biotipo NCP, foi isolado também o biotipo CP, associado a
doenca das mucosas (DM). Esse animal apresentou enterite fibrino-necrética, edema de
serosa e necrose das placas de Peyer no intestino e delgado e fissuras na mucosa do colon
proximal, lesdes semelhantes as encontradas na DM aguda como descritas por Bielefeldt-
Ohmann (1995), Liebler-Tendrio (2000) e Potgieter (2004). O exame macroscopico revela
diferencas sutis entre as formas aguda e cronica da doenga e histologicamente existe
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similaridade de lesdes com distribuicio variavel (TENORIO et al, 2000), portanto a
diferenciacdo entre as duas formas individualmente apenas pelos exames macroscopicos e
histoldgicos é muito dificil (CARMAN et al, 1998).

As lesbes encontradas nos fetos ndo sdo caracteristicas apenas da infec¢do pelo
BVDV. Fetos com infec¢do transplacentéria durante o segundo trimestre de gestacdo (entre
100 e 150 dias) pode resultar em destruicdo das células tronco, resultando em defeitos
congénitos (BAKER, 1987). Foi encontrada porencefalia em um dos fetos examinados com
marcacao positiva na IHQ do cérebro. A porencefalia consiste em formagéo de cavidades no
cérebro, que geralmente se comunicam com o0s ventriculos ou espago subaraquinoideo.
Podem ser Unicas ou multiplas. (SUMMERS et al, 1995). A patogenia das lesbes como
porencefalia ainda ndo foram elucidadas, sugere-se que as reacdes inflamatorias apds
infecc@o sejam essenciais para seu desenvolvimento (GASTRUCCI et al, 1990; GROOMS,
2004; HEWICKER-TRAUTWEIN & TRAUTWEIN, 1994).
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6. CONCLUSOES

Do total de 21 bovinos necropsiados no Laboratorio de Patologia Veterinaria da
UFRGS entre janeiro de 1996 e agosto de 2005, o numero de casos de infeccdo
pelo BVDV foi baixo, perfazendo um total de cinco animais, o que significa
23,8% dos bovinos suspeitos necropsiados nesse periodo.

A prevaléncia de abortos bovinos por BVDV € baixa, 1,86% neste estudo. Essa
prevaléncia é relativa, levando em conta apenas os fetos remetidos a diagndstico
no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS no periodo entre junho 1999 e maio
2004.

As lesdes macroscopicas ocorrem principalmente no trato digestivo, como
ulceracdes na cavidade oral, gengiva e lingua, enterite, outras lesbes também sédo
frequientes como atrofia de timo e linfadenomegalia.

As lesdes histologicas ocorrem principalmente na lingua, intestino delgado,
linfonodos, cérebro e rim, porém nédo sao especificas.

A técnica de imunoistoquimica, utilizando anticorpo monoclonal anti-BVDV
15¢5 e cromogeno NovaRED, em biopsias de pele para detecgdo de antigenos do
BVDV ¢ eficiente e facilita a distin¢do da melanina presente na pele.

Embora nenhum bovino tenha apresentado sintomatologia nervosa, o0 presente
trabalho demonstrou que o cérebro e cerebelo podem ser considerados
importantes 6rgdos para deteccdo do antigeno do BVDV pela técnica de
imunoistoquimica em tecido conservado em parafina, assim como pele e tecido

linfoide.
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