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RESUMO - Foi investigada a ocorréncia de uma doenga neuroldgica em uma criagao de
gado de corte no municipio de Joagaba, Estado de Santa Catarina, Brasil. Os animais
apresentaram sinais neurologicos como incoordenacao, cegueira, andar cambaleante,
salivacdo e movimento lateral da cabeca. Dois animais foram acompanhados até a
morte. Com a morte do primeiro, foi descartada a ocorréncia de raiva e a suspeita
passou a ser infeccdo por Herpesvirus bovino. No segundo animal foi realizado exame
histopatologico, PCR em tempo real para Bovine alphaherpesvirus bovino 7 e 5 (BoHV-1
e BoHV-5), isolamento viral e diagndstico diferencial de raiva. As lesdes microscopicas
encontradas foram compativeis com infeccao viral e o animal foi positivo para BoHV-5,
sendo que cortes do encéfalo foram submetidos a PCR em tempo real para
quantificagcdo. As por¢des do cortex parietal e frontal apresentaram maior carga viral que
temporal e occipital. O diagnéstico de raiva, de BoHV-1 e o isolamento viral foram
negativos. Esses resultados reforcam a distribuicdo heterogénea no virus no encéfalo, ja
demonstrada experimentalmente, e contribuem para o conhecimento da patogenia da
doenca.

Palavras-chave: cértex; encefalite bovina; infeccdo natural; PCR em tempo real.

ABSTRACT - The occurrence of a neurological disease in a beef cattle farm in the
municipality of Joacaba, State of Santa Catarina, Brazil was investigated. The animals
showed neurological signs such as incoordination, blindness, staggering gait, salivation,
and lateral head movement. Two animals were followed until death. With the death of
the first one, the occurrence of rabies was ruled out and the suspicion became an
infection by Bovine herpesvirus. In the second animal, histopathological examination,
real-time PCR for Bovine alphaherpesvirus 7 and 5 (BoHV-1 and BoHV-5), viral isolation
and differential diagnosis of rabies were performed. The microscopic lesions found were
compatible with viral infection and the animal was positive for BoHV-5, and brain
sections were submitted to real-time PCR for quantification. The portions of the parietal
and frontal cortex had a higher viral load than the temporal and occipital ones. Rabies
diagnosis, BoHV-1 and viral isolation were negative. These results reinforce the
heterogeneous viral distribution in the brain, demonstrated experimentally in previous
works, and contribute to the knowledge of the pathogenesis of the disease.

Palavras-chave - bovine encephalitis; cortex; natural infection; real-time PCR; viral load.
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INTRODUCAO

Os Alphaherpesvirus bovino (BoHV) tipos 1 e 5 sdao espécies virais estreitamente
relacionadas e associadas a varias manifestaces clinicas. De maneira geral o BoHV-1
causa doenca respiratéria ou reprodutiva e o BoHV-5 causa meningoencefalites, embora
ambos possam causar os dois quadros lesionais. Esses virus tém a capacidade de fazer
laténcia e manterem-se como fonte de infeccao para o rebanho (FRANCO et al., 2017).

A forma neuroldgica associada a encefalite herpética bovina afeta principalmente
animais jovens sendo normalmente causada pelo BoHV-5. E uma doenca de baixa
morbidade e elevada letalidade bastante importante em paises do hemisfério sul,
principalmente sul do Brasil e Argentina (CARRILLO et al, 1983; Franco et al, 2017). Os
sinais observados em infeccdo natural sao depressao, andar cambaleante, bruxismo,
protusao da lingua, salivacao, flexionamento do pescoco, opistétomo, nistagmo, cegueira,
pressionamento da cabeca contra anteparos, ataxia, decubito e convulsdes (FRANCO et
al, 2017; PEREZ et al, 2002).

A transmissao se da por contato direto e indireto com animais e secrecdes
contaminados. O virus penetra pelo trato respiratorio superior, replica inicialmente na
mucosa nasal, invade os neurdnios sensoriais regionais e é transportado através do fluxo
axonal retrogrado para o nervo trigémeo, onde atinge os corpos neuronais. No trigémeo
o virus pode estabelecer a infeccdo latente ou seguir para o encéfalo, atingindo os
neurdnios de segunda ordem nos nucleos da ponte e bulbo. A partir desses sitios, o virus
pode disseminar-se para o cerebelo e talamo, alcancando o coértex cerebral.
Experimentalmente, o virus pode se distribuir de forma heterogénea pelas areas do
encéfalo (FRANCO et al, 2017).

Uma propriedade localizada no Municipio de Joagaba, no meio Oeste de SC
apresentou casos de doenca neurologica em um intervalo de 3 meses no final de 2016.
Descartada a ocorréncia de raiva, o objetivo deste trabalho foi demonstrar a distribuicao
do BoHV-5 no encéfalo bovino, durante uma infeccao natural, com o intuito de contribuir

com informacgdes para a compreensdo da patogenia do virus.

MATERIAL E METODOS

Uma fémea Simental com 7 meses de idade apresentou incoordenacdo motora,
andar a esmo, cegueira e 6bito 10 dias apds o inicio dos sinais clinicos. O animal foi
necropsiado e foram encaminhadas amostras de SNC, armazenadas em formalina
tamponada, para analise histopatolégica e amostras refrigeradas para imuno-

histoquimica para raiva. A suspeita inicial do surto era raiva, mas descartado o
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diagnostico de raiva neste animal, foi investigado um segundo animal e a suspeita
passou a ser infeccao por Herpesvirus bovino. O proximo animal que adoeceu era um
macho da mesma raca com dois anos e um més. Este bovino apresentou balanopostite
15 dias antes do inicio dos sinais neuroldgicos. Os sinais clinicos iniciaram com salivacao
intensa, no segundo dia evoluiu para trismo e mastigagcao involuntaria, sendo tratado
com terramicina. Os sinais progrediram para incoordenagdo motora e movimentos
laterais continuos de cabeca com morte no quarto dia de evolugao clinica. Diante da
suspeita de BoHV, partes do encéfalo refrigerado (cortex, tronco e cerebelo) foram
encaminhados para PCR em tempo real para BoHV1 e BOHV-5 e isolamento. O cortex foi
dividido em por¢des frontal, parietal, temporal e occipital e submetido as mesmas
técnicas. Parte do encéfalo foi encaminhado em formol para exame de histopatologia e
metade refrigerado para a realizagdo de imuno-histoquimica (IHQ) para raiva.

Para deteccdo e quantificacao de BoHV-1 e BoHV-5 foi realizada uma multiplex
PCR em tempo real (RT-gPCR) (Rodenbusch et al, 2020). Para a quantificacdo, nas
diferentes partes do encéfalo, foi construida uma curva padrdao com diluigdes seriadas do
DNA de uma cultura padrdo de BoHV-5 (ISO95/97). Essa amostra padrao foi previamente
titulada em cultivo celular e foram utilizadas as diluicGes equivalentes a 4 x 10* até 4 x
10 doses infectantes em cultivo celular (TCIDso/50uL). Apds a RT-gPCR os valores de
quantificacdo foram ajustados para TCIDsy por grama de encéfalo analisado.

Para o isolamento viral in witro as por¢bes do encéfalo foram maceradas e
solubilizadas em Meio Essencial Minimo com sais de Erle (EMEM, Gibco) na proporcao
10% peso/volume. Posteriormente as amostras foram clarificadas por centrifugacdo a
1200xg por 15 minutos. O sobrenadante foi inoculado em monocamada de células Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK) ATCC CCI-22 e incubadas a 37°C e 5% de CO,, por 4 dias.
Os cultivos foram realizados em placas de 24 pocos e mantidos em EMEM (Gibco)
suplementado com 2% de soro fetal bovino, penicilina 200 Ul/mL e streptomicina 200
pug/mL. O crescimento celular e o efeito citopatico compativel com herpesvirus foram
monitorados diariamente por inspecao em microscopico Optico. O isolamento foi
concluido apds 3 passagens consecutivas em cultivo conforme sugerido pela OIE (2018).
A cepa referéncia BoHV-1 COOPER foi utilizada como controle em todas as microplacas.

As amostras em formol foram processadas rotineiramente pela técnica de
hematoxilina e eosina. A IHQ foi realizada conforme protocolo descrito por Pedroso et al.
(2008), utilizando-se anticorpo poli clonal (Rabies polyclonal Chemicon #5199, Temecula,
CA, Estados Unidos) na diluicao 1:1000 em PBS (phosphate buffered saline). As laminas

foram incubadas com o complexo estreptavidina-peroxidade (LSAB2 Kit, Dako Nort
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America, Carpinteria, USA) e reveladas com cromogeno marrom DAB (DAB, Dako Nort

America, Carpinteria, USA).

RESULTADOS

A necropsia da fémea ndo evidenciou lesdes macroscopicas. As lesdes
microscopicas eram confinadas ao cértex e caracterizavam-se por areas multifocais
extensas de malacia com inUmeras células de Guitter. Em muitas areas havia
desaparecimento completo do tecido cortical normal e infiltrado linfocitico acentuado
multifocal perivascular, as vezes associado a hemorragia leve, compativel com encefalite
herpética. A IHQ para raiva foi negativa. A necropsia do macho evidenciou figado palido
e congesto e edema pulmonar. As lesdes microscopicas eram mais agudas, caracterizadas
por edema perivascular acentuado com necrose neuronal difusa do cértex encefalico,
infiltrado de linfécito e raros neutrofilos perivasculares leves nos vasos da substancia
cinzenta e branca; no complexo estriado havia areas multifocais de gliose e infiltrado
linfocitico perivascular; compativel com encefalite viral. Na RT-PCR foi identificado
somente BoHV-5 e o resultado da quantificacdo do virus nas diferentes areas do encéfalo
poder ser observada na tabela 1. No isolamento viral /n vitro ndo houve efeito citopatico

compativel com herpesvirus e a IHQ para raiva foi negativa.

Tabela 1 - Resultado da quantificacdo para BoHV-5 nos cortes de encéfalo.

Tecido Ct Quantificacao equivalente (TCIDs,/g)
Cortex, tronco e cerebelo 21,58 1,4 x 107
Cortex frontal 23,89 3,6 x 10°
Cortex parietal 23,21 5,2 x 10°
Cértex temporal 28,27 2,4 x 10°
Cértex occipital 30,58 6,0 x 10*
DISCUSSAO

No Brasil, encefalite associada ao BoHV-5 em bovinos ja foi descrita em diversos
estados brasileiros, como Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et al., 1989), Parana (LUNARDI
et al, 2009), Rio de Janeiro, Minas Gerais (GOMES et al., 2002; Aquino Neto et al., 2009;
Oliveira et al, 2016), Mato Grosso (COLODEL et al., 2002), Pernambuco (Oliveira et al,,
2014), Paraiba, Rio Grande do Norte (Galiza et al.,, 2010), Para (RIET-CORREA et al., 2006),
S&do Paulo (Ferrari et al., 2007;), Mato Grosso do Sul (SALVADOR et al., 1998) e Goias (De
Paula et al., 2005). Em Santa Catarina a encefaltite por herpesvirus ja for relatada como
causadora de morte em bovinos, mas ndo se tinha informacdo a respeito de qual tipo de
herpesvirus estava envolvido (CAMARGO et al. 2014). Neste trabalho, o diagndstico de
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herpesvirus foi feito pela lesdao histoldgica e pela tipificacdo através da técnica de PCR
reafirmando a importancia do BoHV-5 nas encefalites herpéticas bovinas.

Os sinais neurologicos observados nas infecgdes pelo BoHV-5 sdo frequentemente
défices multifocais e compreendem principalmente disfun¢des cerebrais e do tronco
cerebral (LUNARDI et al, 2009). Opistotono, convulsGes, cegueira, mudanca de
comportamento e ranger de dentes sdo exemplos de disfuncdo cerebral. Enquanto
alteracSes do nivel de consciéncia (depressdo, sonoléncia, estupor e coma), e disfuncao
motora (tetraparesia) sdo associados aos déficits do nervo craniano e nistagmo e
inclinacao da cabeca, refletem a disfuncao do tronco encefalico (SALVADOR et al., 1998;
SANCHES et al, 2000; COLODEL et al, 2002; Perez et al, 2002). As alteracdes
microscopicas observadas sao compativeis com infeccdo herpética e estavam presentes
predominantemente no cortex encefalico, por isso 0os animais apresentaram sinais como
cegueira, mastigagao involuntaria e incoordenacdo, além do movimento lateral de cabeca
que caracterizaria a lesdo no tronco encefalico. As lesdes histoldgicas de
meningoencefalite ndo purulenta, associada a lesdes necréticas do cortex cerebral e
inflamatorias nas substancias branca e cinzenta observada foram semelhantes as descritas
por outros autores (CARRILO et al., 1983; RIET-CORREA et al., 1989).

A maior carga viral foi detectada quando o cortex, tronco encefalico e cerebelo
foram analisados em conjunto. Nao tivemos material suficiente para analisar em separado
o tronco e o cerebelo. Em animais experimentalmente infectados, o BoHV-5 se distribui
de forma heterogénea, principalmente no cortex olfatério, talamo, medula, ponte e nervo
trigémeo durante a infeccdo primaria e no cértex dorso lateral, cértex anterior e olfatério
e no nervo trigémio durante a reativacao da laténcia (Vogel et al., 2003; Franco et al,
2017). Observamos que numa infeccdo natural o virus foi detectado de forma
heterogénea, em maior quantidade no cértex parietal, seguido do cértex frontal e
temporal e em menor quantidade no cértex occipital. Esses resultados reforcam a via de
infeccao olfatoria do virus descrita em coelhos experimentalmente infectados (Lee et al,

1999) e contribuem para o conhecimento da patogenia viral.

CONCLUSAO
O BoHV-5 se distribui de forma heterogénea pelo encéfalo de bovinos

naturalmente infectados e tem maior carga viral no cértex parietal e frontal.
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