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4. Resumo

Os principais herpesvirus bovinos identificados no Brasil sdo o herpesvirus bovino 1 (BHV-1)
e 0 herpesvirus bovino 5 (BHV-5). O BHV-1 causa infeccdo do trato respiratério, podendo
provocar também conjuntivite e aborto e 0 BHV-5 é o0 agente causal da encefalite bovina.
Devido as extensas reacOes soroldgicas cruzadas existentes entre eles a diferenciagdo entre
BHV-1 e 5 tem sido feita através de analises do perfil de restricdo do genoma destes virus e
ainda pela reacdo em cadeia pela polimerase. Como 0 BHV-1 e 5 exibem 85% de similaridade
no seu genoma, o fragmento amplificado pode ser de mesmo tamanho nos dois virus e por isto
0 PCR tem sido usado em conjunto com a RFLP. A caracterizagdo molecular das amostras
brasileiras de BHV ainda ndo estd bem estabelecida, portanto, o presente trabalho foi
desenvolvido com os objetivos de realizar uma caracterizacdo bioldgica das amostras
brasileiras de BHV-1 e 5, estabelecer um método de diferenciacdo entre elas, e determinar sua
diversidade genética quanto a gB e relacdo filogenética. A caracterizacdo bioldgica foi
realizada pela observacdo do comportamento das amostras em cultivo celular. Para a obtencéo
do DNA viral foram testadas trés diferentes metodologias, e a técnica de extracdo que utiliza
0 NaOH foi escolhida e otimizada. O DNA obtido tanto a partir de amostras de cultivo celular
quanto de amostras clinicas foi utilizado na PCR, e a diferenciacéo entre as amostras de BHV-
1 e 5 foi realizada pela RFLP do fragmento amplificado do gene que codifica para a
glicoproteina B. O fragmento amplificado foi sequenciado sendo observada a diversidade
genética quanto a gB das amostras. Como resultado pudemos observar diferencas no efeito
citopatico entre as amostras de BHV-1 e BHV-5 infectadas em células MDBK. Apds a
otimizagdo de metodologias de extracdo de DNA viral a escolhida para uso em nossos
experimentos foi aquela em que se utiliza 0 NaOH, sendo a que apresentou um custo menor,
foi a mais rapida e eficiente. O uso em conjunto da extracdo do DNA com NaOH e a
PCR/RFLP foi ferramenta para uma rapida diferenciacdo entre as amostras de BHV-1 e 5,
sugerindo o0 seu uso no diagnostico direto de amostras clinicas. Foi observado uma
conservacao significativa entre as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos de parte do
gene que codifica para a gB das amostras brasileiras analisadas neste trabalho com as e outros
virus da familia Herpesviridae. A andlise filogenética confirmou a proximidade entre as
amostras analisadas neste estudo com as amostras de herpesvirus de bovino, bufalo,

rangiferino e cervideo.
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5. Introducéo e justificativa

O herpesvirus bovino 1 (BHV-1) e o herpesvirus bovino 5 (BHV-5) sdo responsaveis por
severas doencas respiratdrias, reprodutivas, neonatais, dermatolédgicas, e neuroldgicas de
bovinos. Uma das mais importantes sindromes associadas as infeccdes por BHV-1 é a doenca
respiratoria multifatorial, causadora de grandes perdas na pecuaria, como por exemplo, na
Ameérica do Norte onde esta perda € estimada em 1 milhdo de ddlares por ano.
Aproximadamente 30 a 50% da populagéo bovina brasileira (cerca de 50 milhGes de animais),
estdo contaminadas com o BHV-1. Quanto ao BHV-5 as taxas mundiais de incidéncia de
infeccdes sdo, ainda, desconhecidas, provavelmente devido a indisponibilidade de métodos de

diagnosticos capazes de diferenciar infec¢bes causadas por BHV-1 e BHV-5.

O Laboratério de Virologia Comparada (LVC) esta envolvido com isolamento e identificacdo
do herpesvirus bovino (BHV) ha 30 anos. Nas décadas de 70 e 80 amostras de BHV, isoladas
do trato respiratério, genital e sémen de bovinos foram identificadas por soroneutralizagéo,
liofilizadas e estocada. H& alguns anos foi possivel dar continuidade aos estudos sobre BHV
no LVC onde foram desenvolvidos diversos trabalhos como, por exemplo, a classificacao de
uma amostra isolada de um quadro clinico de BHV-1 como BHV-5 e uma amostra isolada a

partir de um swab nasal como BHV-1.2 que € uma amostra tipicamente genital.

As metodologias para a detecgédo de rotina do BHV-1 estdo bem estabelecidas, entretanto sua
eficiéncia é comprometida por reacdes cruzadas com outros alfaherpesvirus que infectam
ruminantes, dificultando o diagndstico que é essencial para a prevencdo e o controle da
disseminacdo do virus nos bovinos. O diagnoéstico das infeccdes causadas por herpesvirus €
feito principalmente pelo isolamento do virus em cultivo, porém esta técnica é trabalhosa e
pode nédo ser sensivel para detectar um pequeno numero de particulas virais. Portanto, uma
das alternativas que tém sido muito utilizadas é a amplificagdo do DNA do herpesvirus
bovino através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). No entanto o BHV-1 e 0 BHV-5
exibem 85% de similaridade no seu genoma, o que pode gerar a amplificacdo de fragmentos
de DNA de tamanhos semelhantes. Desse modo, para diferenciar as amostras de BHV-1 e

BHV-5 a metodologia utilizada é a digestdo enzimatica do fragmento amplificado pela PCR.



O DNA utilizado na PCR deve estar livre de substancias que possam inibir sua amplificacdo e
0s métodos de extracdo de DNA mais utilizados sdo o fenol:cloroférmio e o Chelex-100. O
método do fenol:cloroférmio leva um tempo relativamente grande para ser realizado além de
apresentar um custo elevado e envolver o uso de reagentes toxicos. A principal desvantagem
do método que utiliza o Chelex-100 é o custo elevado apesar de consumir um tempo menor
em relacdo ao método do fenol:cloroférmio para ser executado e de utilizar um solvente

organico néo toxico.

A estimativa exata da relacdo evolucionaria entre virus provavelmente requer a analise do
genoma completo. Entretanto, como o sequenciamento de genomas grandes é complicado,
como € o caso dos herpesvirus, a filogenia € usualmente inferida de genes individuais. Neste
sentido a gB tem surgido como o gene mais estudado para analisar a distancia genética entre

o0s herpesvirus porque além de ser a maior glicoproteina é bastante conservada.

Neste trabalho nds descrevemos um método de extracdo rapido, barato e simples para a
extracdo do BHV-1 e BHV-5 para uso em PCR. Além disto propusemos um método de
diferenciacdo de amostras de BHV-1 e 5 utilizando-se a PCR seguida da digestdo com
enzimas de restricdo. Para estabelecer a proximidade genética entre as amostras de BHV-1 e
BH-5 nds escolhemos sequenciar o gene que codifica para a glicoproteina B (gB) através da
comparacdo das sequéncias deste gene, pois esta glicoproteina é bastante conservada e tem

sido usada para analisar a distancia genética entre os herpesvirus.

A caracterizagdo molecular das amostras brasileiras de BHV ainda ndo esta bem estabelecida,
portanto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de determinar a

diversidade genética e relacao filogenética das amostras de BHV disponiveis no LVC.
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6. Revisdo Bibliografica

6.1 O herpesvirus bovino 1 e herpesvirus bovino 5

Os herpesvirus sdo agentes causais de véarias doengas em bovinos sendo objetos de planos de
controle e erradicagdo em todo mundo, ja que estas infecgdes estdo associadas a sérias perdas
econémicas (ACKERMANN et al., 2002).

A propriedade mais notavel dos virus pertencentes a familia Herpesviridae ¢ a sua capacidade
de estabelecer infeccbes latentes em seus hospedeiros e apresentar reativacdo periddica
(ROCK, 1994). Esta familia foi subdividida em trés subfamilias Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gamaherpesvirinae sendo que esta classificacdo se baseia nas
propriedades bioldgicas destes virus, como tipo de ciclo replicativo e tempo de multiplicacdo
em cultivo celular, além do tipo de célula onde é estabelecida a laténcia no hospedeiro
(ROIZMAN et al., 1992).

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae séo citoliticos, de replicacdo rapida e tém a
capacidade para invadir, replicar e estabelecer laténcia em células do sistema nervoso do
hospedeiro (ENQUIST et al., 1994; 1998). Os membros da subfamilia Betaherpesvirinae sao
citomegalicos, de replicacao lenta e tornam-se latentes nas glandulas secretdrias e nos rins. Os
membros da subfamilia Gamaherpesvirinae possuem um tempo de replicacdo intermediario
entre as duas outras subfamilias, sendo linfotropicos e estabelecendo laténcia neste tecido
(ROIZMAN et al., 1992).

Os principais herpesvirus bovinos identificados no Brasil sdo o herpesvirus bovino 1 (BHV-1)
e 0 herpesvirus bovino 5 (BHV-5) (TEIXEIRA et al., 1998). O BHV-1 e 0 BHV-5 estéo
classificados na familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae (ROIZMAN et al.,
1992), género Varicellovirus (BROWN, 1989).

O BHV-1 ¢ conhecido como um dos principais patdgenos virais que acometem o gado bovino
(WEIBLEN et al., 1996), causando uma severa infeccdo do trato respiratorio, a rinotraqueite

infecciosa (IBR), podendo provocar também conjuntivite e aborto. A IBR esta listada na



secdo B, do diretério liberado pela OIE (Office International des Epizoozies), que inclui
doencas transmissiveis que sdo consideradas de importancia socio-econémica e/ou de saude
publica e que sdo importantes no comercio internacional de animais e produtos de animais
(TURIN et al., 2003). Infec¢bes também podem ocorrer no trato genital, denominadas de
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e balanopostite pustular infecciosa (IPB), e no sistema
nervoso provocando encefalite com alta taxa de morbidade e baixa taxa de letalidade.
Infeccbes secundarias por bactérias podem estar associadas com as infeccdes causadas por
BHV-1 (YATES, 1982; WYLER et al., 1989; ROELS et al., 2000).

O BHV-1 foi inicialmente isolado de animais na California, Estados Unidos, sendo
identificado por MADIN et al. (1956) como herpes bovino. No Brasil, GALVAO et al. (1963)
e WIZIGMAN et al. (1972) demonstraram, através de provas de soroneutralizacao, a presenca
de anticorpos neutralizantes contra 0 BHV-1 nos Estados da Bahia, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul. Em 1978, MUELLER et al. isolaram o virus a partir de rim de um feto
abortado, no Estado de Sdo Paulo e neste mesmo ano, ALICE isolou o virus a partir de
fistulas vaginais de um animal infectado, no Estado da Bahia. O BHV-1 é classificado em
BHV-1.1, que provoca doenca respiratoria e BHV 1.2, que esta associado a doencas genitais e
ao aborto (MILLER et al. 1991). METZLER et al. (1985) classificaram amostras de BHV-1
em BHV-1.1 e BHV-1.2, tendo como base o perfil de restricdo apds digestdo do DNA

genémico com a endonuclease de restricao Hind I11.

O BHV-5 é o agente causal da encefalite bovina (MURPHY et al., 1999) e a amostra
protétipo, N569, foi isolada pela primeira vez de um surto da doenga em Queensland,
Australia (FRENCH, 1962a; 1962b). A ocorréncia deste virus tem sido descrita na Europa
(MAGYAR et al., 1993), Estados Unidos (EUGSTER et al., 1974; d’OFFAY et al., 1993),
Argentina (CARRILLO et al., 1983), Uruguai (DIAS et al., 1982) e Brasil (VASCONCELOS
et al.,, 1993; SCHILD et al., 1994; RIET-CORREA & SCHILD, 1995). Em 1998,
SALVADOR et al., descreveram focos de encefalite causada por BHV-5 em bovinos nos
Estados do Mato Grosso do Sul e em Sédo Paulo. Além disto, OLIVEIRA (2001) caracterizou
amostras brasileiras de herpesvirus bovino, isoladas em Minas Gerais, de animais com
diferentes sinais clinicos e observou que uma amostra isolada de caso de aborto apresentou

perfil de restricdo do DNA gendmico de BHV-5. Os casos de BHV-5 causando encefalite tém



sido descritos principalmente em animais jovens com menos de 18 meses ou recém
desmamados. Contudo, SANCHES et al. (2000) relataram casos de infec¢do por BHV-5 em
uma novilha de dois anos e também em vacas adultas. No Brasil, a encefalite bovina vem
sendo observada acometendo bezerros de menos de um més de idade (WEIBLEN et al.,
1989), bovinos recém desmamados (RIET-CORREA & SCHILD, 1995) ou até com 2,5 anos
de idade (VASCONCELOS et al., 1993; SCHILD et al., 1994).

Até recentemente, as amostras do BHV-5 eram consideradas “variantes encefalitogénicas” do
BHV-1, devido as amplas reacGes cruzadas detectadas em testes sorolégicos (ENGELS et al.,
1981; BRATANICH et al.,, 1991; TEIXEIRA et al., 1998) e devido as significantes
similaridades antigénicas destes dois virus (FRIEDLI & METZLER, 1987; COLLINS et al.,
1993; d’OFFAY et al., 1995). Nos anos 80, diferencas significantes foram reveladas entre
amostras neurovirulentas e ndo neurovirulentas de BHV-1, pela comparacdo do padréo de
restricdo do DNA gendmico (BRAKE & STUDDERT, 1985; ENGELS et al., 1987), pela
antigenicidade e perfil protéico destas amostras (COLLINS et al., 1993). ENGELS et al.
(1987) demonstraram por analises de restricio do DNA gendmico que os genomas de
amostras respiratorias e de amostras nervosas exibem apenas 85% de similaridade. No
entanto, as diferencas gendmicas, antigénicas e epidemioldgicas deste virus, além da
associacdo com encefalites, fizeram com que fosse reclassificado, recebendo entdo a
denominacdo atual de BHV-5 (ROIZMAN et al., 1992). Embora 0 BHV-1 e 0 BHV-5 estejam
intimamente relacionados, eles exibem importantes diferencas nos niveis genético e
imunogénico que podem explicar as diferencas na sua patogenicidade e epidemiologia
(METZLER et al., 1986; WILLIAMS & KWOK, 1992; BELKNAP et al., 1994,
ASHBAUGH et al., 1997).

Atualmente, a diferenciacdo entre BHV-1 e 5 tem sido feita através de analises do perfil de
restricdo do genoma destes virus (PIDONE et al., 1999; D’ARCE et al., 2002; OLIVEIRA,
2003) e ainda pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (ROS et al., 1999; MOORE et al.,
2000). No entanto o BHV-1 e o BHV-5 exibem 85% de similaridade no seu genoma, o que
pode gerar uma amplificacdo de produtos de mesmo tamanho nos dois virus. Por isto o0 PCR
tem sido usado em conjunto com a digestdio com enzima de restrigdo do fragmento
amplificado (LYAKU et al., 1996; ROS & BELAK, 1999).



6.2 A estrutura da particula viral

Como em outros herpesvirus, o virion do BHV-1 e do BHV-5 é estruturalmente compostos
por envelope, tegumento, nucleocapsideo e DNA. O tegumento é uma estrutura amorfa que se
localiza entre o nucleocapsidio e a membrana (FIGURA 1). Algumas proteinas existentes no
tegumento sdo importantes para a liberagdo do DNA gendmico viral no inicio da infeccéo,
para a formacdo do nucleocapsidio, para 0 empacotamento do DNA viral e para a regulacéo
da expressdo dos genes virais (LIANG et al., 1991; STEVEN & SPEAR, 1997). O processo
de montagem do tegumento e a fungdo exata da maioria das proteinas nele contidas ndo estéo
claras, no entanto, sabe-se que a analise do genoma do BHV-1 revela que no minimo 16
proteinas estdo presentes no tegumento (LAM & LETCHWORTH, 2000). O capsidio destes
virus possui de 95-110 nm de diametro (STEVEN & SPEAR, 1997), consistindo de 162
capsdmeros, sendo 12 pentameros e 150 hexameros (FITZPATRICK et al., 1990; LIANG et
al., 1991; STEVEN & SPEAR, 1997).

Nucleocapsidio
Tegumento
DNA fita dupla

FIGURA 1: Desenho esquematico da organizacdo estrutural do BHV.



6.3 A estrutura do Genoma

O genoma do BHV-5 € de 138.390 pb, aproximadamente 2.500 pb maior do que o genoma do
BHV-1, e contém 75% de G+C, enquanto o BHV-1 possui 72% de G+C (McGEOCH &
DAVISON, 1999; DELHON et al., 2003), ambos genomas constituidos de uma molécula
linear de DNA dupla fita. O arranjo do genoma do BHV-1 e 5 € tipico do grupo D dos
herpesvirus, no qual este pode ser dividido em uma regido unica longa (UL) e uma regiao
unica curta (US), flanqueada por regides invertidas repetidas (MAYFIELD et al., 1983;
WYLER et al., 1989). Assim, a regido curta pode ter orientacdo invertida em relacéo a regido
longa, resultando na existéncia de duas formas isoméricas (WIRTH et al., 1992). A regido UL
do DNA do BHV apresenta janelas de leitura para os genes reguladores para 0s genes
imediatamente precoces (o) e precoces (). A regido US apresenta janelas de leitura para
genes estruturais (y), principalmente glicoproteinas do envelope (MISRA et al., 1981; MISRA
etal, 1983; WHIRTH et al., 1992; DELHON et al., 2003).

6.4 As proteinas virais

As proteinas do BHV séo classificadas em imediatamente precoces (o), precoces (B) e tardias
(y) de acordo com o momento de sua sintese na célula infectada (MISRA et al., 1981). A
expressdo das proteinas do BHV ocorre seqiiencialmente em cascata e sdo reguladas por um
complexo mecanismo pos-transcricional (WILDY, 1986). Estudos realizados com o BHV-1
mostraram a existéncia de 15 polipeptidios ndo estruturais (enzimas ou proteinas precursoras
de proteinas estruturais) e 25 a 33 polipeptidios estruturais, sendo que destes, sdo glicosilados
(MISRA et al, 1981). Estas glicoproteinas (g) recebem o nome de letras do alfabeto e sdo
homologas as glicoproteinas de outros herpesvirus. As glicoproteinas do herpesvirus bovino 1
e 5 foram caracterizadas e designadas por homologia com as proteinas do herpes simplex tipo
1 (HSV-1) estdo descritas na TABELA 1. As glicoproteinas do envelope viral séo
extremamente importantes nas relagcdes virus-hospedeiro, se envolvem no reconhecimento,
adsorcdo e penetracdo dos herpesvirus em celulas susceptiveis, além de auxiliarem na
passagem do virus de célula para célula (SPEAR, 1993; METTENLEITER, 1994).



TABELA 1: Glicoproteinas do herpesvirus bovino 1 e 5

. , N BHV-1 BHV-5
Glicoproteina ORF Funcéo
Tamanho Autor Tamanho aa Autor
gB UL27 Adsorcdo, fusdo, penetracdo 932 WHITBECK et al., 1988 947 ROS & BELAK, 2002
disseminacéo célula a célula
gC UL44 Adsorgdo viral 508 FITZPATRICK et al., 1988 486 CHOWDHURY, 1995
gD US6 Adorcéo e replicacio viral 417 TIKOO et al., 1990 417 ABDELMAGID et al., 1995
gH uL22 Disseminacdo célula a célula 842 BARANOWSKI et al., 1995 848 MEYER et al., 1999
e sistema nervoso
gN UL49.5 Penetracéo viral (complexo 96 LIANG et al., 1993 95 DELHON et al., 2003
gM-gN)
gE uss Disseminacdo célula a célula 575 RIJSEWIJK et al., 1992 597 CHOWDHURY et al., 2000
€ no sistema nervoso
gl us7 Disseminacgdo célula a célula 382 RIJSEWIJK et al., 1995 387 DELHON et al., 2003
€ no sistema nervoso
gL ULl Penetragdo viral 158 KHATTAR et al., 1996 162 DELHON et al., 2003
gK UL53 Fuséo viral 332 KHADR et al., 1996 331 DELHON et al., 2003
gM UL10 Penetracao viral (complexo 438 WU et al., 1998 419 DELHON et al., 2003

gM-gN)

aa: aminoacidos



As glicoproteinas B, C, D e E sdo as mais abundantes encontradas no envelope viral e na
membrana plasmatica das células infectadas pelo BHV-1 e BHV-5 (van DRUNEN LITTEL-
van den HURK et al., 1986). A gC é considerada como a proteina mais importante envolvida
na adsor¢do do virus a célula (OKAZAKI et al, 1987; LIANG et al., 1991) e a sua
participacdo nas interagdes virus-hospedeiro é devida a sua habilidade de fixar complemento
(HUEMER et al., 1993) e de ser um eficiente imunogeno na estimulagdo da resposta imune
celular e humoral (LIANG et al., 1992). A gD é essencial para a replicacdo viral (FEHLER et
al., 1992) e parece estar envolvida no processo de adsorcao (LIANG et al., 1991), penetracédo
(FEHLER et al., 1992; CHASE & LETCHWORTH, 1994) e na fusédo celular (TIKOO et al,
1995). A glicoproteina E, estd envolvida tanto com a disseminagdo do virus célula a célula,

guanto com a disseminacdo neural (LEHMANN et al., 2004).

6.5 A glicoproteina B

O gene que codifica para a gB esté situado na regido Unica longa do genoma dos herpesvirus,
na vigesima sétima janela de leitura (ORF 27), sendo designado como UL27. Seu tamanho no
BHV-1 estd em torno de 932 aminoacidos (MISRA et al., 1988; WHITBECK et al., 1988) e
no BHV-5 em torno de 947 (ROS & BELAK, 2002). A gB é a glicoproteina de maior massa
molecular encontrada no envelope viral (van DRUNEN LITTEL-van den HURK et al., 1986)
e a mais conservada entre os herpesvirus (PEREIRA, 1994). Inicialmente a gB é sintetizada
em uma forma glicosilada de 130 kDa que sofre algumas modificaces, incluindo a clivagem,
da cadeia de polipeptidios originado duas subunidades uma de 55 kDa e outra de 74 kDa
(PEREIRA, 1994).

A gB é essencial para penetracdo e acredita-se que inicie a infeccdo por fusdo do envelope
viral com a membrana celular. Além disto, é importante para a disseminacao direta do virus
ceélula a célula, sendo tambeém necessaria para a neuroinvasao e disseminagdo transneural in
vivo (SPEAR, 1993). A gB do BHV-1 assim como a maioria da glicoproteinas que se ligam a
membrana é normalmente clivada, contudo BLEWETT & MISRA (1991) demonstraram que

a clivagem da gB ndo é essencial para se iniciar a infeccdo. A gB também tem sido implicada



na patogénese viral, uma vez que a auséncia desta resulta na perda de infectividade, como
observado em cultura de células (NEUBAWER et al., 1997).

Além disto a gB representa um antigeno viral dominante que induz protecdo imune no
hospedeiro natural (BABIUK et al., 1987; COLLINS et al., 1993). Os anticorpos anti-gB sdo
extensivamente usados no diagndstico de ensaio soroldgico, principalmente devido ao seus
altos titulos, aparecendo precocemente e persistindo apés a infeccdo (KRAMPS et al., 1994).
Entretanto um problema geral é a reacdo cruzada com outros herpesvirus relacionados como
os herpesvirus de cervideos, caprinos e rangiferinos. O gene que codifica para a gB tem
também sido usada no estudo da proximidade genética entre os herpesvirus através da
comparacdo das sequéncias do gene que codifica para a gB de diversos herpesvirus
(McGEOCH & COOK, 1994; ROS & BELAK, 1999; 2002).

6.6 O ciclo reprodutivo

Na FIGURA 2, observa-se 0 desenho esquematizado do ciclo replicativo do BHV-1 adaptado
por TIKKO et al. (1995). A replicagdo viral inicia-se com a adsor¢do do virus com a
superficie celular e provavelmente esta adsorcao é feita em proteoglicanas, como o sulfato de
heparan, presentes na superficie da célula (LIANG et al., 1991, LIANG et al., 1993). O BHV-
1 e 0 BHV-5 apresentam um caminho semelhante para entrar na célula (WILD et al., 1998). O
processo de fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da célula hospedeira libera o
nucleocapsidio e o tegumento do virus dentro citoplasma celular. O nucleocapsidio €
transportado pelo citoesqueleto celular para os poros nucleares, onde ocorre a liberagdo do
DNA viral. O processo de transporte do nucleocapsidio para o nucleo celular ainda ndo foi
elucidado (WILD et al., 1998). No ndcleo, a transcricdo dos genes virais comega com um
sistema de regulacdo em “feedback” (BEN-PORAT & TOKAZEWSKI, 1977). Proteinas do
tegumento, por exemplo, a a-TIF, junto com proteinas celulares regulatérias, iniciam a
transcricdo e traducdo de genes virais que codificam proteinas imediatamente precoces. Essas
proteinas imediatamente precoces induzem a transcricdo e a traducdo de proteinas precoces
(MISRA et al., 1981) como a Timidina quinase e a DNA polimerase. As proteinas precoces
estdo envolvidas na replicacdo do genoma e na inducdo da sintese das proteinas tardias que
formam as proteinas estruturais do virion (HAMMERSCHMIDT et al., 1988).



A replicacdo do genoma e a montagem do nucleocapsidio ocorrem no nucleo da célula
infectada (HAMMERSCHMIDT et al., 1988). O nucleocapsidio adquire o envelope por
brotamento através da membrana nuclear, e a particula viral madura é liberada por ruptura da
célula infectada ou por fusdo desta com células ndo infectadas (TIKKO et al., 1995; SHANG
& JONES, 1997).
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FIRURA 2: Diagrama representando o ciclo de replicacdo de um herpesvirus tipico. (1)
Adsorcao do virion a célula hospedeira. (2) Fusdo do envelope viral 8 membrana plasmatica e
penetracao do virion na célula. (3) Liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma e a chegada do
nucleocapsideo ao poro nuclear onde o DNA viral é liberado. (4) O DNA viral é transcrito em
3 classes de mRNA peal RNA polimerase Il celular. (5) Apo6s a transcricdo, todos 0s
transcritos sao traduzidos em proteinas no citoplasma. Em seguida, as proteinas podem ir para
0 nucleo, permanecer no citoplasma, ou se dirigir a membrana celular. (6) Proteinas
estruturais se unem no nucleo celular para a montagem do capsideo. (7) O DNA viral é
empacotado para formar o nucleocapsideo. (8) Envelopamento através do brotamento na
membrana nuclear. (9) Virions envelopados se acumulam no reticulo endoplasmatico (ER).
(10) Virions maduros sao liberados por exocitose. (11) Proteinas virais sdo também
encontradas na membrana plasmatica de células infectadas.

FONTE: http://www.stanford.edu/group/virus/1999/inesicle/replication.html



6.7 As doengas e sinais clinicos

O BHV-1 esta relacionado com as formas respiratdria, genital e também nervosa enguanto o

BHV-5 esta relacionado com a forma nervosa.

A forma respiratoria apresenta-se como infec¢do subclinica, branda ou grave. Os sinais
iniciais incluem febre, reducéo do apetite, perda de peso, respiracdo rapida, dispnéia associada
a presenca de material muco purulento nas fossas nasais e traquéia e narinas dilatadas. Os
animais, frequentemente, tém profusa descarga nasal, que é serosa nos primeiros estagios,
passando a muco purulenta. Animais com casos agudos, sem complicagfes recuperam-se em
5-10 dias. Ocasionalmente, um animal gravemente afetado pode sufocar-se com o material
muco purulento em sua traquéia e vir a morrer (SAMPAIO et al., 1981; KAHRS, 2001).

A forma genital é detectada mais comumente em gado de leite, quando as vacas infectadas
desenvolvem febre, anorexia e dificuldade de urinar. Em seguida, aparece descarga vaginal
mucopurulenta discreta, edema vulvar, cauda levantada e pustulas na vulva e vagina. Em
touros com balanopostite observa-se febre alta, inchaco do prepdcio, descarga mucopurulenta,
lesBes necrdticas focais na mucosa do pénis e prepucio. Casos de aborto estdo associados com
a forma genital (SAMPAIO et al., 1981; KAHRS, 2001).

A forma nervosa é caracterizada por encefalite ndo purulenta e leptomeningite. Os animais
apresentam incordenacdo motora, eventuais movimentos em circulos, lambedura de flancos,
prostracdo e morte. (BULACH & STUDDERT, 1990; ROEHE, 1997). Os casos de
meningoencefalite relacionados com herpesvirus bovino (BHV) sdo causados por amostras de
BHV-5. A encefalite por BHV-1 também foi descrita, mas nestes casos, sintomas respiratdrios
ou outros sintomas sistémicos estdo presentes (BELKNAP et al., 1994; HORIUCHI et al.,
1995). No entanto, ROELS et al. (2000) e SPILKI et al. (2002) descreveram que o BHV-1

causou encefalite em gado bovino adulto sem qualquer outro sinal clinico.
O aparecimento simultaneo de manifestacfes respiratorias e genitais no mesmo animal ja foi
descrito (MUELLER et al., 1979; SAMPAIO et al., 1981) e apesar desta simultaneidade ser

rara, ela pode ocorrer principalmente quando o contato focinho vulva é comum. Entretanto a
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maioria dos casos genitais ndo sdo suficientemente graves para causar desconforto ou para
chamar a atengéo, e quando estas lesdes sdo encontradas, elas mostram evidéncia de que a
IPV é a doenca em questdo (SAMPAIO et al., 1981). OLIVEIRA (2001) classificou uma
amostra que foi isolada de um swab nasal de bezerro que apresentava sinais respiratorios
(BHV-1.1) como amostra genital (BHV-1.2) e este fato pode ser explicado pela
simultaneidade de aparecimento das manifestagdes respiratorias e genitais.

6.8 Transmisséo e Epidemiologia

O herpesvirus bovino (BHV) é facilmente transmitido ja que grande quantidade de virus é
eliminada pelas secrecGes respiratorias, oculares e genitais dos animais infectados. O virus é
perpetuado na populacdo bovina pelo contato direto entre os animais infectados e
provavelmente, pela infeccdo latente, que é ocasionalmente reativada, acompanhada pela
eliminacdo de virus (SAMPAIO et al., 1981).

Os principais fatores que vem contribuindo para a difusdo das enfermidades causadas pelo
BHV-1 e 5 sdo: introducdo de animais oriundos de leilées ou de importagdes nos rebanhos,
sem exigéncias sanitarias necessarias para prevenir a infeccdo; a crescente utilizacdo de
confinamentos para engorda de animais; a ndo obrigatoriedade do controle viroldgico do
sémen comercializado no pais e principalmente, a falta de informacdo dos criadores, das

autoridades e veterinarios sobre estas viroses (MOREIRA et al., 2001).

Inquéritos soroldgicos realizados em alguns estados indicam que o BHV-1 esta amplamente
disseminado no Brasil (VIDOR et al., 1995; MEDICI et al., 2000a, ROCHA et al., 2001;
VIEIRA et al., 2003). Segundo estudos realizados por ANUNCIACAO et al. (1989) a
prevaléncia do BHV-1 no Brasil é de 66,2%, 85,7% e 81,5% para os estados de Minas Gerais,
Mato Grosso e Rio de Janeiro, respectivamente. Estudos posteriores revelaram que cerca de
30% da populacéo bovina do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo esta contaminada com BHV-
1 (RAVAZZOLO et al., 1989; PITUCO et al., 1993; LOVATO et al., 1995; VIDOR et al.,
1995).



A soropositividade para o BHV-1 em um rebanho indica a presenca de portadores do virus
que podem potencialmente atuar como fonte de infeccdo para animais susceptiveis,
assegurando a permanéncia da infeccdo no plantel, além de causarem prejuizos econémicos

por causa da queda na produtividade (TIKKO et al., 1995).

Dados sobre a distribuicdo geografica do BHV-5 séo raros (PETZHOLD et al., 2001) e este
virus tem sido encontrado no hemisfério sul, afetando o gado jovem com baixa taxa de
morbidade ao passo que a taxa de mortalidade chega a 100% (d’OFFAY et al., 1995;
SALVADOR et al., 1998). A reacdo sorologica cruzada entre os diferentes BHV dificulta os
levantamentos geograficos da ocorréncia do BHV-5 (d’OFFAY et al., 1995). O pequeno
namero de infeccdes por BHV-5 é provavelmente devido a indisponibilidade de métodos de
diagnostico capazes de diferenciar as infecgdes causadas por BHV-1 e BHV-5 com rapidez

necessaria para a execucao de estudos epidemioldgicos (ROEHE, 1997).

6.9 Diagnostico

As metodologias para a deteccdo de rotina do BHV-1 sdo bem estabelecidas, entretanto sua
eficiéncia é comprometida por reacBes cruzadas com outros alfaherpesvirus relacionados de
ruminantes (ROS & BELAK, 1999; KEUSER et al. 2004).

O diagnostico exato das infeccGes dos BHVs é essencial para a prevencdo e o controle da
disseminacdo do virus nos bovinos. Além disto, a viabilidade dos métodos de diagndstico é a
chave para o estabelecimento de programas efetivos de vacinacdo e erradicacdo (TURIN &
RUSSO, 2003). A observacdo de pustulas brancas que se fundem para formar lesdes
necroticas aderentes a mucosa respiratdria, reprodutiva e ocular, sdo importantes para o
diagnostico clinico do BHV-1 (SAMPAIO et al., 1981).

O diagnostico laboratorial na fase aguda da infeccéo é feito geralmente pelo isolamento em
cultivo celular do virus, seguido pela imunofluorescéncia direta. Passado o periodo agudo, 0
diagnostico é feito pela deteccdo de anticorpos especificos contra BHV, pela
soroneutralizacdo (SN) em cultivos celulares, pela hemaglutinagdo passiva ou por provas

imunoenzimaticas, entre elas o ELISA (Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay) (OIE, 2002).



Devido a sua grande especificidade e sensibilidade, a técnica de SN tem sido utilizada como
referéncia no diagnodstico sorolégico do BHV-1. Entretanto, a SN possui uma série de
desvantagens relacionadas ao uso do cultivo celular, como por exemplo, a infra-estrutura e a
necessidade de pessoal especializado, o tempo gasto para a sua realizagdo e a existéncia de
amostra sorotoxicas que impossibilitam a interpretacdo dos resultados (WITTMANN 1989).
O teste de ELISA indireto tem sido aplicado na deteccdo de anticorpos contra 0 BHV-1 em
bovinos, pois, alem de apresentar uma elevada concordancia com a SN, é uma prova rapida,
de facil execucdo e que pode ser automatizada simplificando os inquéritos epidemioldgicos
(MEDICI et al., 2000b).

Diferentes trabalhos tém sido publicados descrevendo a reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para deteccdo de BHV. No entanto, o uso da PCR para fins de diagndstico para o
BHV-1 e BHV-5, embora satisfatorio, tem se restringido principalmente aos laboratérios de
pesquisa (van ENGELENBURG et al., 1993; VILCEK, 1993; KIBENGE et al., 1994,
MASRI et al., 1996). Comparada com métodos tradicionais para detec¢do do BHV a PCR é
mais sensivel, rpida, menos trabalhosa, mais econémica e pode ainda detectar tanto os virus
vivos quanto os inativados (YASON et al., 1995). Diferentes experimentos com PCR tem
sido desenvolvidos para detectar o BHV-1 em diferentes espécimes clinicos, como por
exemplo em sémen e sangue (FUCHS et al., 1999; ZHOU et al., 1999). Um dos problemas do
uso da PCR é o fato do BHV-1 e BHV-5 normalmente amplificarem fragmentos de mesmo
tamanho devido a sua similaridade genética, e a diferenciacdo tem que ser complementada
pela digestdo com enzimas de restricdo dos fragmentos (ROS et al., 1999). As PCRs
NESTED e multiplex tem sido otimizadas permitindo a diferenciacdo de BHV-1 e BHV-5
(ASHBAUGH et al., 1997; ALEGRE et al. 2001).

6.10 Prevencéo e Controle

Algumas medidas podem ser tomadas para controlar a doenca causada pelo BHV: a
identificacdo dos animais soropositivos ndo vacinados, a quarentena de animais recém
adquiridos e a vacinagédo de animais susceptiveis (EDWARDS, 1988; THIRY et al., 1992). A
avaliacdo sorologica € particularmente importante para identificacdo de animais no rebanho

gue possam estar eliminando o virus no ambiente e é 0 primeiro passo no programa de



controle e erradicagdo nos quais bovinos infectados devem ser descartados e removidos da
populagéo (VIEIRA et al., 1998).

Devido a perdas significantes que o BHV-1 causa na pecuaria os EUA e muitos paises da
Europa tém um controle estrito na comercializagdo de sémen e embrides, estabelecendo
campanhas de controle e erradicacdo (ALEGRE et al., 2001). Apesar de raramente fatal, o
BHV-1 pode ser responsavel por perdas econémicas significantes devido a doencas
respiratorias e reprodutivas (PETZHOLD et al., 2001), e por esta razdo muitos paises tém
considerado a possibilidade de erradicacdo da infecgdo. Alguns paises da Unido Européia,
como a Dinamarca, Suécia e Austria tém tido sucesso na erradicagdo do BHV-1 pela
eliminacdo de animais soropositivos. Nos paises com alta prevaléncia de animais
soropositivos a unica possibilidade de alcancar esta meta é tentar reduzir a disseminacao da
infeccdo por vacinacdo (CASTRUCCI et al., 2002).

A utilizacdo de vacinas contra 0 BHV-1 tem como principal finalidade reduzir os sinais da
doenca apos infeccdo e desse modo diminuir o impacto econémico das infecces causadas por
este virus (van OIRSCHOT et al., 1996; 1997). De um modo geral, as vacinas de virus
inativados ndo sdo capazes de induzir a producdo de um bom nivel de anticorpos. Embora
muitas vacinas compostas de virus vivos modificados contra BHV-1 estejam comercialmente
disponiveis, estas amostras vacinais podem estabelecer laténcia e serem posteriormente
reativados, e além disto podem causar o aborto se forem aplicadas por via intramuscular
durante a gestacdo. A reativacdo da laténcia ndo necessariamente resulta na recorréncia da
doenca, mas é uma das principais formas de transmissdo do BHV-1 no campo (PEREZ et al.,
2005). Alguns destes problemas tém sido evitados com o desenvolvimento de vacinas
atenuadas geneticamente modificadas e com subunidades vacinais (ENDSLEY et al., 2002).
Apesar destas vacinas produzirem altos niveis de protecdo elas sdo caras e de dificil
fabricacdo. Varias pesquisas tém sido realizadas com as vacinas de DNA, ja que estas vacinas
sdo mais faceis de se projetar, fabricar estocar e transportar (CASELLI et al. 2005; ZHENG et
al., 2005). Além disto, as vacinas de DNA também sdo mais seguras que as de virus vivos,
especialmente para agentes infecciosos que causam laténcia. As vacinas de DNA geralmente

induzem resposta imune equilibrada e a resposta imune induzida por estas vacinas é



normalmente mais longa que aquela produzida por subunidades vacinais (MANOJ et al.,
2003).

A producdo e o uso de vacinas mais eficientes dependem de um maior conhecimento da
imunologia, patogenia, epidemiologia, bem como da biologia molecular do BHV (ROEHE,
1997; CASELLLI et al., 2005). A vacinacdo preventiva do gado contra o BHV-1 resulta na
protecdo contra a neuropatologia e os sinais clinicos do BHV-5. A vacinacdo com BHV-1,
entretanto, ndo previne o estabelecimento da infeccdo latente pelo BHV-5 (CASCIO et al.,
1999; PETZHOLD et al., 2001).
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo geral

Estudar as propriedades biologicas e a variabilidade genética de amostras brasileiras de

herpesvirus bovino 1 e 5.

7.2 Objetivos especificos

Caracterizar biologicamente amostras de herpesvirus bovino 1 e 5 através do cultivo celular.
Otimizar uma extracdo do DNA viral de herpesvirus bovino obtido a partir de amostras
provenientes de cultivo celular e de amostras clinicas para uso na reacdo em cadeia pela

polimerase.

Amplificar por PCR, clonar e sequenciar fragmentos do gene que codifica para a
glicoproteina B de amostras brasileiras de BHV-1 e BHV-5.

Padronizar um teste de diagndstico e diferenciacdo de amostras de BHV-1 e BHV-5 pela
PCR/RFLP.

Analisar a variabilidade das seqliéncias nucleotidicas obtidas do gene que codifica para a

glicoproteina B e das sequéncias de aminoacidos inferidos.

Construir arvores filogenéticas e analisar das amostras de BHV-1 e BHV-5 com sequéncias
depositadas no GenBank, baseadas nas sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos do gene

que codifica para a gB.
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8. MATERIAL E METODOS

8.1 Amostras Virais

Os isolados utilizados para a realizacdo dos experimentos estdo listadas na TABELA 1. As
amostras numeradas de 1 a 11 foram isoladas, pelo Dr. Mauricio Resende no Laboratério de
Virologia Comparada (LVC) — UFMG, e a amostra 12 foi isolada pelo Dr. Robmulo Cerqueira
Leite, da Escola de Veterinaria - UFMG. As amostras 13 e 14 foram isoladas no Instituto
Desidério Finamor, Eldorado do Sul e gentilmente fornecida pelo Dr. Paulo Michel Roehe.
Foi utilizada ainda a amostra Cooper, que é padrdo de BHV-1 obtida da ATCC (VR864).

Estes isolados foram previamente clonados em placa e titulados no Laboratorio de Virologia
Comparada segundo o protocolo de DULBECCO & VOGT (1954) e REED & MUNCH
(1938) respectivamente. Os titulos obtidos expressos como log TCID50/mL bem como a
classificacdo prévia das amostras através da analise do perfil de restricdo do genoma obtido se
encontram na TABELA 1.

Foram ainda analisadas amostras recolhidas de 11 fetos abortados com suspeita de BHV-1
(nomeados de Al a All). Estas amostras foram coletadas em fazendas no estado de Minas
Gerais, pelo Dr. Nivaldo da Silva da Escola de Veterinaria da UFMG. De cada animal foram
recolhidos os seguintes Orgdos: rim, lingua, figado, pulméo e coragdo. Foi feito entdo um
“pool” com aproximadamente 2 gramas de cada 6rgdo, que foram homogeneizados em 20 mL
de TNE (0.1 M Tris pH 8.0; 0.15 M NaCl; 0.005 M EDTA) e a mistura foi entdo clarificada
por centrifugacdo a 2.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi empregado para a
obtencdo do DNA viral.



TABELA 2: Identificacdo, procedéncia, especime, local e data da coleta de isolados de herpesvirus bovino

utilizadas neste trabalho.

Amostra  ldentificacéo
1 IBR 2113
2 IBR 6813
3 LD 15
4 LD 19
5 LD 30/2
6 LD 40/1
7 LD 50/2
8 BH 53
9 BH 54
10 BH 80
11 BH 81
12 1218
13 EVI-190
14 EVI-88

Procedéncia

Novilha
Bezerro
Bezerro
Novilha
Bezerro
Novilha
Bezerro
Feto abortado
Feto abortado
Bezerro
Bezerro
Feto abortado
Bezerro

Bezerro

Espécime

Swab vaginal
Swuab nasal
Sémen
Swab vaginal
Swab Nasal
Swab vaginal
Swab Nasal
Estomago e bago
Estomago e bago
Swab nasal
Swab nasal
Estomago e bago
Cérebro

Cérebro

Local

Belo Horizonte-MG
Belo Horizonte-MG
Lagoa Dourada-MG
Lagoa Dourada-MG
Lagoa Dourada-MG
Lagoa Dourada - MG
Lagoa Dourada - MG
Belo Horizonte-MG
Belo Horizonte
Belo Horizonte-MG
Belo Horizonte-MG
Belo Horizonte-MG
Eldorado do Sul-RS

Mato Grosso do Sul

Ano de
Isolamento
1974

1974
1975
1975
1981
1981
1981
1982
1982
1982
1982
1992
1993
1995

Classificacdo

BHV-1.2a
BHV-1.1
BHV-1.1

BHV-1.2a
BHV-1.1

BHV-1.2a
BHV-1.1
BHV-1.1
BHV-1.1
BHV-1.1
BHV-1.1

BHV-5
BHV-5
BHV-5

Titulos Virais*
(TCIDso/mL)
1062

1065
1077
1072
1062
1087
1058
1072
1065
1058
1065
1065
1066
1068

* Os titulos virais foram previamente calculados no Laboratério de Virologia Comparada - UFMG



8.2 Cultivo Celular e Multiplicagéo Viral

Para a multiplicacdo viral foram utilizadas células MDBK (Madin Darby bovine kidney —
ATCC numero CCL-22), de uma linhagem continua de rim bovino, subcultivadas em varias
passagens no LVC e estocadas em nitrogénio liquido. Para o uso, as células foram
descongeladas em banho-maria a 37 C ¢ multiplicadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Media — LIFE TECHNOLOGIES, Inc.) suplementado com 10% (v/v) de soro

fetal bovino.

Os virus foram multiplicados em células MDBK e para a producdo de cada isolado, foi
cultivada uma garrafa de 75 cm? de células. Os virus produzidos, bem como seus respectivos
titulos se encontram na TABELA 1. Monocamadas completas de células MDBK foram
inoculadas com 100 TCIDsg do virus em 3 ml de meio DMEM (sem soro fetal bovino) e
incubadas por uma hora a 37°C, em estufa Gmida, com atmosfera de 5% de CO, para
adsorcéo do virus a superficie celular. Em seguida, foram acrescentados mais 5 ml de DMEM
e as garrafas foram incubadas novamente a 37°C, estufa de 5% de CO2 (SCHMIDT, 1979).
As células foram examinadas diariamente no microscopio éptico invertido com contraste de
fase e ap0s 24 e 48 horas os efeitos citopaticos (ECP) foram fotografados em microscopio
invertido utilizando-se a cdmera Olympus Opstronics Dei 470, image pro-plus v.4.0 (Media
Cybernetics, L.P).

Apos a observacdo de 90% de efeito citopatico, o sobrenadante de cultura, contendo o virus,
foi coletado e clarificado por centrifugacdo a 2000 rpm por 20 minutos em centrifuga Sorvall
RT7 (LIANG et al., 1991).

8.3 Extracdo do DNA Gendmico dos Isolados

Foram otimizadas trés metodologias para a extracdo do DNA genémico com a finalidade de
se obter DNA de boa qualidade para PCR, de forma mais rapida, menos trabalhosa e mais
barata. Para a otimizagdo das metodologias usadas e para escolha da melhor extragcdo foram
utilizadas as amostras virais BH 54 (BHV-1) e EVI-88 (BHV-5). Os protocolos testados



foram: extracdo envolvendo fenol:cloroférmio, extracdo utilizando-se Chelex-100 e extragdo

utilizando-se NaOH.

Extracdo com fenol:cloroférmio

O virus foi sedimentado do meio clarificado por ultracentrifugacdo a 20000 rpm (Hitachi CP
70 G), por 1 hora e 30 minutos a 4°C. O DNA foi extraido utilizando-se o fenol:cloroférmio
conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989) com modificagdes. O sedimento foi entdo
suspenso em TNE (Anexo), contendo 1% de SDS e 100 ug/mL de proteinase K, e incubado
16 horas a temperatura ambiente. O lisado foi extraido com fenol, depois com cloroférmio e o
DNA foi entdo precipitado com etanol. Apos a precipitacdo a mistura foi centrifugada por 20
minutos a 14000 rpm em microcentrifuga Eppendorf e o sedimento obtido foi suspenso em

TE (Anexo), e estocado a -20°C até 0 momento do uso.

Extragdo com Chelex-100

A extracdo do DNA genémico com a resina Chelex-100 foi feita como previamente descrito
por WALSH et al. (1991) com algumas modificacbes. Ao meio clarificado foi adicionado o
mesmo volume de uma solucdo de Chelex-100 (Bio Rad) 10%. Em seguida a mistura foi
incubada por 10 minutos a 100°C, por 1 minuto em banho de gelo e posteriormente
centrifugada a 10000 x g durante 30 segundos. O sobrenadante foi removido para um tubo

novo e o sedimento descartado. O DNA foi entdo estocado a -20°C até o momento do uso.

Extracdo com NaOH

O sobrenadante do material clarificado foi aliquotado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
de volume. Os virus foram entéo obtidos atraves de centrifugacao, a 14.000 rpm, durante uma
hora, a 4°C em microcentrifuga refrigerada Cientec 14000DR. O DNA foi obtido utilizando-
se 0 protocolo descrito por RICHARDS et al. (1993) com modificagdes. O sedimento viral foi
suspenso com 40 uL de NaOH 50 mM preparado no momento do uso e em seguida a solugéo

foi agitada em vortex por 5 minutos. A mistura foi entdo aquecida a 95°C por 5 minutos, e



neutralizada com a adicdo de 10 uL de Tris-HCI 0,5 M (pH 8,0). Os tubos foram novamente

agitados em vortex por 5 minutos e 0 DNA foi estocado em freezer a —20°C.

8.4 Extracdo do DNA Gendmico das Amostras Clinicas

O sobrenadante obtido da clarificacdo das amostras clinicas foi centrifugado a 14.000 x g por
1 hora a 4°C. A extracdo do DNA gendmico foi feita utilizando-se o protocolo descrito por
RICHARDS et al. (1993) com modificacdes, como ja descrito para a extracdo do DNA dos

isolados onde 0 NaOH foi usado para obtencdo do DNA.

8.5 Quantificacdo do DNA

As amostras de DNA obtidas em todas as preparaces foram dosadas em espectrofotémetro

no comprimento de onda 260 nm, utilizando-se o aparelho GeneQuant (PHARMACIA).

8.6 Amplificacdo do Gene que Codifica para a Glicoproteina B

Tanto os DNAs dos isolados (BHV-1 e BHV-5) quanto os das amostras clinicas foram
empregados como molde na amplificacdo pela PCR. Foram determinados oligonucleotideos
iniciadores (Ol) construidos a partir da analise da seqliéncia do gene que codifica para a
glicoproteina B do BHV-1, depositada no GenBank (amostra padrdo Cooper, numero de
acesso: NC 001847 http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com o auxilio dos programas OLIGO 4.0
(RYCHLIK & RYCHLIK, 1989) e BLAST 2.0 (ALTSCHUL et al., 1997). Os Ol sintetizados
(Invitrogen) estdo descritos na TABELA 2. Na FIGURA 3 podemos observar o

posicionamento dos Ol de acordo com a sequéncia da do gene que codifica para gB da

amostra Cooper (http://www.ncbi.nlm.nih.gov - nimero de acesso: NC_001847).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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codifica para a glicoproteina B do BHV-1 e 5.

TABELA 3: Oligonucleotideos desenhados para a amplificacdo por PCR do gene que

ol Seqiiéncia (5°-3”) Posicao* ™ Sentido
LVC 118 ggcagtcgtgtcccagecg  55351-55369 74° Senso
LVC119 atgccctccgtgtagtt  55850-55867 56° Anti-senso
LVC 120 gaactacacggagggcat 55849-55867 56° Senso
LVC 121  aggtgtggctgtcgetca 56630-56613 58° Anti-senso
LVC 122 agcgctacaacggcacgc 56706-56724 60° Senso
LVC 123  ctgtagcaaacgccgecg 57265-57283 60° Anti-senso
LVC 124  gccatggccgtgacgtac  57194-57212 60° Senso
LVC 125 ccaagaaaaacaaacagc 58271-58289 50° Anti-senso
LVC 153 cgacgacgccgecagece  55684-55702 66° Senso
LVC 154  aaacaaacagccgcaaat 58264-58282 50° Anti-senso
LVC 170 acgtgttctcgetgetct  55474-55492 56° Senso
LVC 171  gcccteegtgtagttccg 55847-55865 60° Anti-senso
LVC 172 acgaaatgctgcgagacg 56544-56562 56° Senso
LVC 173  gttgctgcggaggeggga  57884-57902 62° Anti-senso
LVC 174  tgcagttcacctacgacc 57012-57030 56° Senso
LVC 175 ctcctectettectcgee . 57971-57989 60° Anti-senso

* Posicdo em relacdo a amostra Cooper (nimero de acesso: NC_001847)
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FIGURA 3: Desenho esquematico do posicionamento dos Ol na seqiiéncia do gene que codifica para gB da amostra Cooper
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov - nimero de acesso: NC_001847).
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A amostra padrdo Cooper foi utilizada como padréo para testar a amplificagdo por PCR com

os Ol, uma vez que estes foram determinados com base na seqtiéncia da amostra Cooper.

Os DNAs extraidos dos isolados e das amostras clinicas foram utilizados na PCR em uma
mistura de reacdo de 25 uL, contendo 100 ng do DNA viral, 2,5 uL de tampé&o de PCR 10 X
(Anexo), 200 uM de dNTPs, 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5 mM de MgClo,
1 unidade de Taq DNA polimerase (INVITROGEN) e &gua ultra pura estéril. Juntamente a
todos os conjuntos de reacdo foram feitas reacdes sem presenca de qualquer DNA, como
controle negativo. As reacbes de PCR foram realizadas no termociclador

Mastercycler®(Eppendorf AG, Hamburg).

Foram testadas algumas combinacGes de Ol na tentativa da amplificacdo de todo o gene que
codifica para a gB. O tamanho esperado dos fragmentos e as condic¢des dos ciclos de PCR
estdo descritos na TABELA 3.

Em seguida, 10 uL do produto da reagdo foram misturados a 2 puL de tampéo de amostra
(Anexo) e aplicados em gel de agarose (livre de DNase, INVITROGEN) 1,5% em TBE 0,5 X
(Anexo) e analisados ap0s separacdo eletroforética, a temperatura ambiente, sob voltagem
constante (100 V). Apds o fracionamento, os géis foram corados com brometo de etideo (1,0
ug/mL) durante 15 minutos, e os fragmentos amplificados visualizados em trasluminador
ultravioleta (254 nm, Pharmacia LKB Macro Vue™, EUA) e fotografados em camera
especial (Gel Cam Polaroid) equipada com o filme Polaroid 667 e filtro laranja n°® 15. Para
determinacdo do tamanho do produto da PCR, foi utilizado um marcador de tamanho
molecular Ladder 100 pb (INVITROGEN) (SAMBROOK et al., 1989).



TABELA 4: CondicGes dos ciclos da PCR utilizadas nos experimentos, tamanho dos fragmentos, Tm dos pares de Ol.

Condicoes de ciclos PCR

Par Ol Tamanho n° ciclos
frag men{t:h?sperado Desnaturacao Pareamento Extensao
Temp. (°C)  Tempo (s) Temp. (°C)  Tempo (s) Temp. (°C)  Tempo (s)

118 e 119 516 30 94 30-60 47 - 57 30-60 72 60
120e 121 781 30 94 30-60 47 - 57 30-60 72 60
122 e123 577 30 94 30-60 49 —59 30-60 72 60
124125 1095 30 94 30-60 42 - 52 30-60 72 60
153 e 154 2598 30 94 30-60 42 - 52 30-60 72 60
170e 171 391 30 94 30-60 47 - 57 30-60 72 60
172 e 173 1358 30 94 30-60 47— 57 30-60 72 60
174 e 175 977 30 94 30-60 47— 57 30-60 72 60
118e 121 1280 30 94 30- 60 50 - 60 30-60 72 60
118e 171 514 30 94 30- 60 50 - 60 30- 60 72 60
124 e 154 1088 30 94 30 - 60 42 - 55 30- 60 72 60
153123 1599 30 94 30- 60 50 - 60 30- 60 72 60

172 e 123 739 30 94 30— 60 47 - 57 30— 60 72 60




8.7 Fragmentacgéo do Produto da PCR com Enzima de Restri¢éo

Todos os produtos de PCR obtidos sofreram digestdo com enzima de restricdo na tentativa de
diferenciar as amostras de BHV-1 e BHV-5. A selecdo da enzima foi baseada na sequéncia de
nucleotideos do gene que codifica para a gB das amostras padrdo de BHV-1 (Cooper) e BHV-
5 (N569) depositada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov - ndmero de acesso:
NC 001847 e AFQ078726 respectivamente) utilizando-se o programa Webcutter 2.0

(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). Para a digestéo foi utilizado 500 ng do produto

amplificado e foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (INVITROGEN) para
um volume final de 20 pL. Apds a digestdo foram misturados a 2 uL de tampdo de amostra
(Anexo), aplicados em gel de agarose (livre de DNase, INVITROGEN) 1,5% em TBE 0,5 X
(Anexo) e analisados por separacdo eletroforética a temperatura ambiente, sob voltagem
constante (100 V). Apds o fracionamento, os géis foram corados com brometo de etideo (1,0
ug/mL) durante 15 minutos, e os fragmentos visualizados em trasluminador ultravioleta (254
nm, Pharmacia LKB Macro Vue™, EUA) e fotografados em camera especial (Gel Cam
Polaroid) equipada com o filme Polaroid 667 e filtro laranja n° 15. Para determinagdo do
tamanho dos fragmentos obtidos na digestéo, foi incluido em cada eletroforese um marcador
de tamanho molecular Ladder 100 pb (INVITROGEN) (SAMBROOK et al., 1989).

8.8 Purificacdo do Produto da PCR

Depois da amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados para serem utilizados na
clonagem e para o sequenciamento direto dos produtos. A purificacdo foi feita através da
precipitacdo com polietileno glicol PEG, de acordo com o protocolo descrito por
ROSENTHAL et al (1993) com algumas modificacdes. Foi adicionado ao produto de PCR
um igual volume de solugdo de 20 % PEG 8000. A mistura foi homogeneizada em vortex,
incubada a 37°C por 15 minutos e centrifugada a 14.000 x g por 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e o sedimento obtido foi lavado 2 vezes com etanol 80%. O

sedimento foi seco a 37°C e suspenso em agua ultrapura esteril.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html

8.9 Clonagem dos Produtos de PCR

Os produtos de PCR purificados dos isolados BH 53, BH 54, BH 80, LD 15, LD 19, 1218,
EVI-190 e EVI-88 foram clonados utilizando-se o Kit TOPO TA Cloning® for Sequencing
(INVITROGEN) de acordo com as instrucdes dos fabricantes.

Em um tubo foram adicionados 200 ng do produto de PCR, 1 uL solucédo de sal, 1 uL vetor
PCR®4-TOPO® e agua estéril para um volume final de 5 pL. Em seguida, esta mistura foi
homogeneizada suavemente e incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente. A mistura foi
entdo colocada no gelo para posterior transformacdo de bactérias Escherichia coli TOP 10

qguimicamente competentes fornecidas pelo Kit.

Para a transformacdo, 2 uL das reac@es de ligacdo foram adicionados em um tubo contendo
aproximadamente 50 uL da bactéria, e esta mistura foi incubada por 15 minutos no gelo. A
mistura foi entdo aquecida a 42°C por 30 segundos e imediatamente os tubos foram colocados
no gelo. Posteriormente a bactéria foi colocada em 1 mL de meio Luria-Bertani (LB - anexo)

sem antibiotico e incubada a 37°C com agitacao, por 60 minutos.

Posteriormente, 10 uL, 25 uL e 50 uL das bactérias foram semeadas em agar LB (Anexo)
com ampicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 12 a 16 horas
(HANAHAN et al. 1991).

8.10 Triagem dos Plasmidios Recombinantes

Cerca de 10 a 15 coldnias foram selecionadas e inoculadas em 10 mL de meio LB liquido,
contendo ampicilina (100 pg/mL) e crescidas por 18 horas, a 37°C, sob agitacdo constante de
180 rpm. Apds o crescimento bacteriano, uma aliquota de 100 uL foi e congelada a -70°C na

presenca de tampao de congelamento (Anexo) (HANAHAN et al., 1991).

Uma outra aliquota de 100 uL foi separada para a realiza¢do para a triagem feita pelo método
descrito por AKADA, 1994. Aos 100 uL da cultura foram adicionados 50 uL de



fenol:cloroférmio (1:1) e 10 uL do tampédo de amostra (Anexo), esta mistura foi agitada em
vortex e em seguida centrifugada por 3 minutos a 14.000 x g em microcentrifuga. Uma
aliquota de 15 uL do lisado celular foi separada por eletroforese em gel de agarose 0,7%, em
tampdo TBE 0,5 X. Os plasmidios originados das clonagens que se apresentavam maiores que
o0 plasmidio sem inserto foram selecionados para a realizacdo da mini preparacdo de DNA
plasmidial e posterior digestdo com enzima de restricdo para a liberacdo do inserto e

confirmacéo da clonagem.

8.11 Obtencao do DNA Plasmidial em Pequena Escala

Culturas de E. coli DH5a transformadas com o plasmidio pCR®4-TOPO® recombinante
foram inoculadas em 10 mL de meio LB liquido, contendo ampicilina (100 mg/mL), e
incubadas durante 16 horas, a 37°C, sob agitacdo (180 rpm). A extracdo do DNA plasmidial
foi feita pelo método de lise alcalina descrito por BIRNBOIM (1983). O DNA foi entdo
digerido com a enzima Eco RI (INVITROGEN) e os fragmentos gerados foram fracionados
eletroforeticamente em gel de agarose (livre de DNase, INVITROGEN) 0,7% em TBE 0,5 X
(Anexo) sob voltagem constante (70 V) durante 1 hora. Apods o fracionamento, os géis foram
corados com brometo de etideo (1,0 pg/mL) durante 15 minutos, visualizados em
trasluminador ultravioleta (254 nm, Pharmacia LKB Macro Vue™, EUA) e fotografados em
camera especial (Gel Cam Polaroid) equipada com o filme Polaroid 667 e filtro laranjan® 15 e

aqueles que apresentaram o inserto esperado foram selecionados para o sequenciamento.

8.12 Sequenciamento

Sequenciamento dos Produtos Clonados

Foram selecionados 3 clones dos isolados BH 53, BH 54, BH 80, LD 15, LD 19, 1218, EVI-
190 e EVI-88 para o sequenciamento. Os fragmentos de DNA das amostras clonadas foram
sequenciados pelo método de terminacdo em cadeia por dideoxinucleotideos (SANGER et al.,
1997), utilizando o Kit de Sequenciamento ABI Prism (PerKin-Elmer), de acordo com
instrugdes do fabricante. As reac0es de sequenciamento foram feitas utilizando-se os Ol senso

e anti-senso do M13.



Sequenciamento de Produtos de PCR

Os fragmentos de DNA dos isolados IBR 2113, IBR 6813, LD 30/2, LD 40/1, LD 50/2, BH
81, 1218 e da amostra clinica A7 foram seqlienciados diretamente dos produtos de PCR ap06s
sua purificacdo. Estes fragmentos de DNA foram seqlienciados pelo método da terminacéo da
cadeia por dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1997), empregando-se os mesmos Ol
utilizados para a amplificacao pela PCR e o kit “DyEnamic™ ET Dye Terminator” para

MegaBace™ 1000 (Amersham Biosciences ).

8.13 Analise Computacional das Sequéncias

Cada sequiéncia obtida foi posicionada na orientacdo correta analoga aquela do gene que
codifica para a glicoproteina B no genoma da amostra Cooper (padrdo de BHV-1), e foi
editada por meio da remocdo das bases indesejadas, como sequéncias do vetor e dos
oligonucleotideos iniciadores. A construcdo das seqiiéncias consensos finais de cada clone foi
feita pela superposicdo dos segmentos parciais e continuos obtidos. A qualidade do
sequenciamento de cada base das varias sequéncias foi avaliada, de modo que somente as
bases de alta confiabilidade, repetidas em série nos diferentes sequenciamentos, foram

utilizadas para montagem da fita de DNA completa dos dois genes.

Depois de finalizadas as etapas de manipulacdo e ordenamento nucleotidicos e geracdo das
sequéncias consensos finais, as sequéncias dos 3 clones da mesma amostra, bem como
aquelas obtidas dos dois PCR de uma mesma amostra de herpesvirus bovino foram alinhadas
entre si, com 0 auxilio do programa MultiAlin

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html), tendo sido verificada a identidade total

entre todas elas.

As andlises dos resultados dos sequenciamentos foram feitas através das comparagdes com as
sequéncias  depositadas no  GenBank (NCBI -  Bethesda USA -
http//www.ncbi.nlm.nih,gov). Os algoritimos BLASTn e BLASTX

(http//www.ncbi.nlm.nih,gov/blast) foram utilizados para a busca de similaridade entre
nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa), respectivamente. As sequéncia de nt obtidas e as de aa

deduzidas foram alinhadas com as seqliéncias depositadas no GenBank, com o auxilio do


http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

programa Clustal W, para comparaces e analises de similaridade (CORPET, 1988). As
seqliéncias deduzidas de aa foram também analisadas pelo programa TRANSLATE para

verificar a presenca de codon de terminacdo na sequéncia de nt.

8.14 Construcao de arvores filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos e inferidas de aminoacidos foram alinhadas com o auxilio do
programa CLUSTAL W (Thompson et al, 1994) usando os padrfes previamente
estabelecidos. Os alinhamentos foram utilizados para reconstruir arvores filogenéticas pelo
método de Neighbor-joining usando o modelo de substituicdo de nucleotideos de Tamura3-
parametros (TAMURA, 1992) implementados no programa MEGA versdo 3 (KUMAR et al.,
2004). As éarvores foram enraizadas no ponto central, sendo feitas 1000 analises de

“bootstrap”.



9. RESULTADOS



9. Resultados

9.1 Multiplicacdo viral em Células MDBK

Apo6s a inoculagcdo de cada virus em monocamadas confluentes de células MDBK, a
multiplicacdo viral foi acompanhada pela observacdo do efeito citopatico (ECP) em
microscopio éptico invertido com contraste de fase. Ap6s 12 horas da inoculagdo comegaram
a ser detectadas as primeiras alteracdes na morfologia celular para todos os isolados, exceto
nas amostras EVI-190 e EVI-88 que apresentaram o inicio das alteracGes 18 horas apos

inoculagéo.

Os virus IBR 2113, IBR 6813, LD 15, LD 19, LD 30/2, LD 40/1, LD 50/2,, BH 53, BH 54,
BH 80 e BH 81 apresentaram o mesmo ECP. Passadas 24 horas da inoculagdo, o ECP
consistia de discretas areas mostrando células arredondadas, aumentadas de volume e com
menor refringéncia em comparagdo com as células adjacentes (FIGURA 4). Apés 48 horas foi
observada uma crescente granulosidade na estrutura celular, bem como varias células
mostravam-se em processo de lise. Em seguida, ocorria a lise das células que se desprendiam

da superficie da garrafa e ap6s 56 horas era observado o ECP de 90%.

A amostra 1218, que foi coletada de feto abortado, e as amostras EVI-190 e EVI-88, obtidas
de animais com sinais clinicos neurolégicos, apresentaram ECPs semelhantes. Apés 24 horas
da infeccdo, as células apresentavam-se um pouco arredondadas e aumentadas de volume,
depois rapidamente retraiam-se e formavam aglomerados celulares (FIGURA 5). Apos 48
horas observava-se também para estas amostras um aumento na granulosidade citoplasmatica
e 0s grumos celulares comecavam a se destacar da monocamada. Apenas apds 72 horas

observava-se que 90% das células haviam se desprendido da garrafa.



FIGURA 4: Efeito citopéatico da amostra BH 80 (BHV-1) isolada de swab nasal, 24 horas
apos infeccdo em células MDBK. Observa-se o arredondamento de algumas células e uma

pequena area de lise.



FIGURA 5: Efeito citopatico da amostra EVI-190 (BHV-5) isolada de cérebro, 24 horas
apos infecgdo em células MDBK. Observa-se que algumas células se encontram retraidas e

formando aglomerados celulares.



9.2 Extracédo do DNA

Com a finalidade de se obter DNA de forma mais rapida para a realizacdo do PCR foram
otimizadas trés metodologias: extracdo envolvendo fenol:cloroférmio, extracdo utilizando-se
Chelex-100 e extragdo utilizando-se NaOH. Na TABELA 4 encontram-se as dosagens do
DNA dos isolados BH 54 e EVI-88 obtidos utilizando-se os trés métodos de extracdo
descritos. Nota-se que a extracdo realizada com NaOH produziu um rendimento maior. As
quantidades de DNA obtidas foram satisfatorias para uso em PCR para todas as metodologias
testadas.

Além do bom rendimento de DNA, a extracdo realizada com Chelex-100 e com NaOH era
feita com maior rapidez do que a extragdo realizada com fenol:cloroférmio. Depois da
sedimentacdo do virus, a extracdo do DNA usando o protocolo do fenol:cloroférmio foi
realizada em um periodo de 4-5 horas, enquanto a extracdo usando os protocolos do Chelex-

100 e do NaOH foram realizados em 20-30 minutos.

TABELA 5: Concentracdo de DNA (ng/ulL) extraido das amostras de virus presente no
sobrenadante de cultura de célula usando as metodologias do fenol:cloroférmio, Chelex-100 e
NaOH.

Amostras Fenol:cloroféormio Chelex-100 NaOH
BH 54 17,7 42 4 82,2
EVI-88 19 48.4 93,5

Apbs a otimizacdo da extracdo foi selecionado o método do NaOH para a extracdo do DNA
dos outros isolados e das amostras clinicas. Nas TABELAS 5 e 6 encontram-se as
concentragfes de DNA (ng/uL) obtidas dos diferentes isolados e das amostras clinicas,

respectivamente.



TABELA 6: Concentracdo de DNA viral (ng/uL) extraido dos

isolados usando a metodologia de extracdo de DNA com NaOH.

Amostra Concentracdo DNA (ng/ulL)
IBR 2113 61,2
IBR 6813 55,4
LD 15 63,0
LD 19 58,7
LD 30/2 76,2
LD 40/1 70,0
LD 50/2 63
BH 53 77,5
BH 54 66,2
BH 80 91,2
BH 81 48,6
1218 45,9
EVI-190 62,5
EVI-88 75,8

TABELA 7: Concentracdo de DNA total obtido das amostras
clinicas (ng/uL) usando a metodologia de extracdo de DNA

com NaOH.

Amostra Concentracdo DNA (ng/mL)
Al 57,5
A2 192,5
A3 82,5
Ad 162,5
A5 57,5
A6 90,0
A7 96,2
A8 88,5
A9 68,3
A10 66,0

All 74,8




9.3 Amplificacdo do Gene que Codifica para a Glicoproteina B

Os DNAs obtidos utilizando-se o protocolo do NaOH foram empregados para a realizacdo das
PCRs.

O resultado das amplificacbes do gene que codifica para a gB e as variagdes de primers
testadas encontram-se na TABELA 8. Observa-se que utilizando o DNA da amostra padrédo
Cooper obteve-se amplificacdo empregando-se 6 pares de primers, enquanto utilizando-se o
DNA extraido dos isolados obteve-se amplificacdo apenas quando se utilizou o par de primer
LVC 120 e 121. Em relacdo as amostras clinicas obteve-se amplificacdo apenas da amostra
clinica A7 quando se utilizou os primers LVC 120 e 121.

O par de Ol LVC 120 e 121 foi capaz de amplificar parcialmente o gene que codifica para gB
de todos os isolados e de uma amostra clinica, sendo obtido um produto Gnico aproximado de
781 pb (FIGURAS 6A e 6B), com excecdo do isolado 1218 em que se obteve um produto
unico aproximado de 700 pb. Na FIGURA 7 observa-se o fragmento obtido na amplificacéo
da amostra 1218 e da amostra padrdo Cooper. A amplificagdo do DNA da amostra 1218 com
0s Ol LVC 120 e 121 foi possivel quando se utilizou uma temperatura de pareamento de
40°C, enquanto a temperatura de pareamento utilizada para amplificacdo dos outros isolados e
da amostra clinica A7 foi de 50°C. Na amplificacdo da amostra 1218 obteve-se um fragmento

de aproximadamente 700 pb.

Como observado nas FIGURAS 6A, 6B e 7, nenhum produto de amplificacdo foi observado
nas reacdes de controle negativo, em que foram empregados todos 0s reagentes necessarios

para amplificagdo por PCR exceto o DNA viral.



TABELA 8: Amplificacbes obtidas através da PCR, variagbes de primer e
fragmento esperado.

Primer Fragmento esperado Cooper Isolados e amostra
clinica A7
LVC 118 e 119 516 pb + -
LVC 120 e 121 781 pb + +
LVC 124 e 125 1095 pb + -
LVC170e 171 391 pb + -
LVC 118e 121 1280 pb + -
LVC 118 E 171 514 pb + -
LVC 153 e 154 2598 pb - -
LVC 172 e 173 1358 pb - -
LVC 174 e 175 977 pb - -
LVC 124 e 154 1088 pb - -
LVC 153 e 123 1599 pb - -

LVC 172 e 123 739 pb - -




781 pb

781ph  000PD

600 pb

FIGURA 6A e 6B— Amplificacdo, por PCR, de parte do gene que codifica para a glicoproteina B, utilizando os iniciadores LVC
120 e 121 de isolados brasileiros de herpesvirus bovino. Ap6s a amplificacdo por PCR os produtos obtidos foram fracionados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampao TBE 0,5 X, 100 V, tratado com brometo de etidio. Padrdo de tamanho molecular — 100

pb Ladder (Invitrogen).



781 pb
600 pb

700 pb

FIGURA 7- Amplificacdo, por PCR, de parte do gene que codifica para a glicoproteina
B, utilizando os iniciadores LVC 120 e 121, do isolado brasileiro 1218 e da amostra
Cooper (padréo de herpesvirus bovino) respectivamente. Apds a amplificacdo por PCR
0s produtos obtidos foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampé&o
TBE 0,5 X, 100 V, tratado com brometo de etidio. Padrdo de tamanho molecular — 100 pb

Ladder (Invitrogen).



9.4 Fragmentacédo do produto da PCR com enzima de restrigao

Todos os produtos de PCR obtidos foram digeridos com enzima de restricdo Sma | na
tentativa de diferenciar as amostras de BHV-1 e BHV-5. Para a digestdo dos fragmentos
amplificados utilizando-se o par de Ol LVC 120 e 121 dos diferentes isolados e da amostras
clinica A7 foi escolhida a enzima Sma | utilizando-se o programa utilizando-se o programa

Webcutter 2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). Esta enzima foi escolhida

depois da anélise deste fragmento das amostras padrdo de BHV-1 e 5 (Cooper e N569,
respectivamente), depositadas no GenBank, onde observou-se que a Sma | seria capaz de
diferenciar as amostras de BHV-1 e 5. Os isolados de BHV-5 (EVI1-190, EVI-88 e 1218) nédo
apresentaram sitio de restricdo para esta enzima. Ja os isolados de BHV-1 e a amostra clinica

A7 apresentaram um sitio de restri¢do gerando dois fragmentos (FIGURA 8).

« 781pb

<«—— 500 pb
<+— 300 pb

600 pb —>

FIGURA 8-Fragmentos gerados apés digestdo com a enzima Sma | do produto
amplificado pelos iniciadores LVC 120 e 121 de parte do gene que codifica para a
glicoproteina B, de isolamentos de amostra clinica do herpesvirus bovino. Apos a
digestdo os produtos obtidos foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em
tampéo TBE 0,5 X, 100 V, tratado com brometo de etidio. Utilizou-se a enzima Sma | para
digerir os fragmentos. Padrdo de tamanho molecular — 100 pb Ladder (Invitrogen).


http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html

9.5 Clonagem

O produto de PCR dos isolados BH 53, BH 54, BH 80, LD 15, LD 19, 1218, EVI-190 e EVI-
88 foram clonados utilizando-se 0 TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing, onde 0s
fragmentos de 781 pb e 700 pb (1218) do gene que codifica para a glicoproteina B ap0s
purificacdo foram inseridos no vetor pCR®4-TOPO® e os plasmidios usados para

transformacéo de Top 10 E. coli.

Foi feita uma selecdo dos clones bacterianos contendo os insertos dos fragmentos do gene que
codifica para a gB, pela digestdo enzimatica do plasmidio pCR®4-TOPO® anteriormente
selecionados como recombinantes. O DNA plasmidial de 3 clones positivos foi extraido e o0s
plasmidios obtidos foram digeridos com a endonuclease de restricdo Eco RI. A FIGURA 9
apresenta os perfis de restricdo dos fragmentos gerados pela clivagem dos DNAs plasmidiais.
A digestdo dos plasmidios digeridos, contendo o fragmento do gene que codifica para a gB

liberaram um inserto proximo de 800 pb.

A liberacdo dos produtos esperados, a partir da digestdo dos DNAs plasmidiais confirmaram a
presenca de plasmidios recombinantes. Ap6s esta confirmacdo as bactérias positivamente
selecionadas foram estocadas a 70°C. Os DNAs plasmidiais de trés clones, contendo o
fragmento do gene que codifica para gB foram selecionados para determinacdo de suas

sequéncias nucleotidicas.



600 pb

FIGURA 9: Fragmentos gerados pela digestdto dos DNAs plasmidiais pCR®4
recombinantes com a enzima de restricdo Eco RI. Para a confirmacdo da presenca dos
insertos 0 DNA plasmidial obtido em mini-preparacGes a partir de clones bacterianos Top 10
E. coli transformados com fragmento do gene que codifica para gB, foram digeridos com a
endonuclease Eco RI e os fragmentos obtidos foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 0,7% em tampdo TBE 0,5X, tratado com brometo de etidio. Os insertos liberados

estdo indicados com seta. Padrdo de tamanho molecular Ladder 100 pb (INVITROGEN).



9.6 Analise das Sequiéncias de Nucleotideos

Os sequenciamentos foram realizadas de dois clones dos isolados BH 53, BH 54, BH 80, LD
15, LD 19, 1218, EVI-190 e EVI-88, bem como diretamente dos produtos de PCR dos
isolados IBR 2113, IBR 6813, LD 30/2, LD 40/1, LD 50/2, BH 81, 1218 e da amostra clinica
A7, do fragmento obtido do gene que codifica para a glicoproteina B utilizando-se o par de Ol
LVC 120 e 121. Foram feitas duas reacdes de sequenciamento para cada clone, duas usando o
Ol M13 senso e duas 0 Ol M13 anti-senso e 2 rea¢des dos fragmentos de PCR empregando-se
0s mesmos Ol utilizados para a amplificacgao.

Foram obtidas seqliéncias das amostras LD 50/2, LD40/1, LD30/2, LD 15, BH 53, IBR 2113,
BH 80, IBR 6813, BH 54, BH 81, LD 19, EVI-190 e EVI-88 bem como para a amostra clinica
A7. As seqliéncias de nucleotideos destas amostras foram depositadas no GenBank com o0s
nameros de acesso: DQ006850 (IBR 2113), DQO006851 (IBR 6813), AY758382 (LD 15),
AY745875 (LD 19), DQ006856 (LD 30/1), DQO06855 (LD 40/1), DQ006857 (LD 50/2),
DQO006853 (BH 53), AY330349 (BH 54), AY745877 (BH 80), DQ006854 (BH 81),
DQO006852 (A7), e AY745876 (EVI-190) e AY330350 (EVI-88). A andlise de nucleotideos
do fragmento sequenciado do gene que codifica para a gB destas amostras, mostrou uma
porcentagem entre 65% e 68% de G+C. Apds varias tentativas ndo conseguiu-se a sequéncia
da amostra 1218.

Utilizando-se o programa BLASTN, as seqiiéncias de nt das amostras foram comparadas com
as sequiéncias depositadas no GenBank. As amostras sequenciadas neste trabalho além de
apresentarem similaridade com BHV-1 e com BHV-5, apresentaram similaridade também
com outras amostras de herpesvirus como, por exemplo, de cervideo (CerHV-1), herpesvirus
de bdfalo (BuHV-1), herpesvirus de renas (RanHV-1). As amostras de herpesvirus com
sequéncias de nt que apresentaram similaridade com as sequéncias deste trabalho, com seus
respectivos nimeros de acesso sao: P8-2 (BHV-1.1 - M23257), Cooper (BHV-1.1 - Z78205),
K22 (BHV-1.2 - AF078725), N569 (BHV-5 - AF078726.2), SV507/99 (BHV-5 -
AY261359), Banffshire 82 (CerHV-1 - AF78729), Salla 82 (RanHV-1 - AF078727) e B6
(BuHV-1 - AF359760).



A TABELA 7 mostra os valores de similaridade encontrados quando as sequéncias
nucleotidicas do fragmento de DNA do gene que codifica para a gB das amostras
sequenciadas neste trabalho foram comparadas entre si e com as demais sequéncias de
herpesvirus depositadas no GenBank. Em todas as analises, as similaridades determinadas
foram acompanhadas de pequenos valores de E, que € a probabilidade da similaridade

estabelecida ter ocorrido ao acaso.

Quando as seqiiéncias nucleotidicas deste fragmento do gene que codifica para gB das
amostras de BHV-1 isoladas no Brasil foram comparadas entre si foi observado uma
conservacdo de 97 a 99% e a similaridade destas amostras com a amostra padrdo Cooper foi
de 99%. Para as amostras de BHV-5 observou-se 99% de similaridade entre si e com a
amostra padrdo de BHV-5 o isolado EVI-88 apresentou similaridade de 99% e o isolado EVI-
190 100%.

As sequéncias nucleotidicas das amostras de BHV-1 e BHV-5 apresentaram indices de
similaridade que variaram de 94 a 95% entre si, e a similaridade de nt da mesma regido das as

amostras padrdes Cooper e N569 é de 95,1%.

Ja as seqliéncias de nt das amostras de BHV-1 e 5 apresentaram similaridade com as amostras
de herpesvirus de bufalo, cervideo e rena que variou de 91 a 95% e 93 a 98%
respectivamente. Nota-se que a menor similaridade foi encontrada entre as amostras de BHV-
1 e 5 com virus de rena. Observa-se que a similaridade encontrada entre as amostras de BHV-
5 e 0 virus de bufalo foi maior do que aquela encontrada com as amostras de BHV-1.

A FIGURA 10 apresenta o alinhamento das seqtiéncias de nt das amostras estudadas com as
seqliéncias de herpesvirus depositadas no GenBank, com o auxilio do programa CLUSTAL
W.



TABELA 9: Porcentagem de similaridade nucleotidica entre as seqiiéncias do fragmento do gene que codifica para a gB dos herpesvirus

sequenciados e das amostras de herpesviurs depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTn

Amostras 2113 6813 Ld15 Ld19 Ld30/2 Ld40/1 Ld50/2 Bh80 Bh81 Bh53 Bh54 A7 EVI1I90 EVI8S
2113
6813 99
Ld15 98 98
Ld19 99 99 98
Ld30/2 99 99 98 99
Ld40/1 99 99 98 99 99
Ld50/2 99 99 98 99 100 99
Bh80 99 99 98 99 99 99 99
Bh81 99 99 99 99 99 99 99 99
Bh53 99 99 98 99 99 99 99 99 99
Bh54 98 98 97 98 99 98 98 98 98 98
A7 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 98
EVI190 95 95 94 94 95 95 95 95 95 95 94 95
EVI88 95 95 94 94 95 95 95 95 95 95 94 95 99
Cooper! 99 99 98 99 99 99 99 99 99 99 99 99 95 95
N5692 95 95 94 94 95 95 95 95 95 95 94 95 100 99
SV507/99%| 95 95 94 94 95 95 95 95 95 95 94 95 100 99
K224 97 99 93 99 94 93 91 98 99 96 98 99 95 95
pPg-2° 99 99 98 99 99 99 100 99 99 99 98 99 95 94
Banff® 94 93 93 93 94 94 94 94 94 94 93 93 95 95
Salla’ 91 91 91 91 91 92 92 91 91 92 90 91 93 93
B68 95 95 94 95 95 95 95 95 95 95 94 95 98 98
! Amostra Cooper (padrdo de BHV-1) > Amostra P8-2 (amostra de BHV-1)
2 Amostra N569 (padrdo de BHV-5) ® Amostra Banffshire (amostra de CerHV-1)
3 Amostra SV507/99 (amostra de BHV-5) " Amostra Salla (amostra de RanHV-1)

4 Amostra K22 (amostra de BHV-1.2) 8 Amostra B6 (amostra de BuHV-1)



Cooper 1 CGGCGTCATTTACAAGGAGAACATCGCGCCGTACACGTTCAAGGCCTACATTTA---CAAAAACGTGATCGTGACCACGACCTGGGCGGGCAGCACGTACGCGGCCATTACAAACCAGTA

2113 L e e e e A e e L
6813 L e e e e e e e e e e e e e e L
LD30/2 e 0
LD40/1 1 e At e 00
LD50/2 L e e A e e L
BH54 L e e e e e e e e e e e e e L
BH53 L e i e e e e i e e L
BHS81 L e i e e e e e e e, L
LD15 L e e e e e e e T i L
LD19 L e e e e A e e L
BH80 L e e e e e e e e e e e e L
A7 L e e e e e e e e e e e e, CTA..... et e i i i i i e e e e e e e e e e,
K22 T e e s e e e e

P8-2 L e e e e e e e e et e e et e e AT...... O
EVI190 e [ C..Govvvnin
EVI8S8 L [ C..G.oovvinn
N569 L [ C..G.ooovil
SV507/99 O L 0 CouGuovvnnnn
B6 1 ..... L L L C..Goovnin
Banffshire 1 oo, ottt e e e e e e i e e e e C.ovCTA...Guv e i it i i e e e C..Govvvnnn
Salla82 I oo Cune i C..C..... [ C..CTA. ..Gv it iiii i i e e e C..G.oooviil
consensus 1 cggcgtcatttacaaggagaacatcgcgccgtacacgttcaaggcctacattta---caaaaacgtgatcgtgaccacgacctgggcgggcagcacgtacgcGGCCATtACaAACCAGTA
Cooper 118 CACGGACCGCGTGCCCGTGGGCATGGGCGAGATCACGGACCTGGTGGACAAGAAGTGGCGCTGCCTTTCGAAAGCCGAGTACCTGCGCAGCGGGCGCAAGGTGGTGGCCTTTGACCGCGA
2113 121 e e T et et e e e it e it e e i e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e Covvnnn
6813 L2 L et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e
LD30/2 T TS
LD40/1 e Covinnnn
LD50/2 L2 L it e e
BH54 L2 L e e e e e e e e e e e e e B e e e e e e e e e e e e e e e e
BH53 L L ot e e e et e e e e e et e e e e e e e Covvvnnn
BH81 L L it e e e et e e e e e e et e e e e e e e e Covvvnnn
LD15 e Al e Covivnnn
LD19 121 e e T et et et e it e it it i e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Covivnnn
BH80 e
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SV507/99 121 e e ottt e e e e e e e e e e e e e Covnn Goe ettt e e e e i e e e e Covivnnn
B6 121 e e e et e e e e e e e e e e e e e Counn A Covvnn Covvnnn
Banffshire 121 .............c..o... Bt e e L Covun L CGC....C...... Covvnnn
Salla82 D [N N C.oo... Y CG..... A...... Covivnnn

consensus 121 CACGGACCGCGTGCCCGTGGgCaTGGgCGAGATCACGGACCTGGTGGACAAGAAGTGGCGCTGCCTtTCGAAaGCCGAGTACCTGCGCAGCGGgCGCaagGTGGEtGGCCTTtGACCGCGA
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238 CGACGACCCCTGGGAGGCGCCGCTGAAGCCTGCGCGGCTGAGCGCGCCCGGGGTGCGGGGCTGGCACACGACGGACGATGTGTACACGGCGCTGGGCTCGGCGGGGCTCTACCGCACGGG
2 L ittt e e et

e
e
N e e it i i i i it i it it et et ettt et e e e e e e e e e e
2 L i et e e e,
241 L e L
o
P ottt i it i i i i it e e e e ettt e e e e e e
N L S
2 L et
L
N ottt i it i i i it e e e e e ettt e e e e e e
130 i e e et i i i i i i it i et e et ettt e e e e e e e
2 L it
241 e Cee i Tovevnnnn [N N
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241 L. C. i G e e Covvvnnnnnn Ao, c.c Gt e Gevevniiieen [C A .Coviiiiiiiiiia.,

241 CGaCGACCCCTGGGAGGCGCCGCtGAAGCCtGCGCGGCTGAgCGCGCCcGGgGtGCGgGGCTGGCACACGACGGACGAtGTGTACACGGCGCTGGGCthGCgGGGCTCTACCGCACGGG

358 CACCTCTGTGAACTGCATCGTGGAAGAAGTGGAGGCGCGCTCGGTGTACCCGTACGACTCGTTCGCGCTCTCGACCGGGGACATTATCTACATGTCGCCCTTTTACGGGCTGCGCGAGGG

361 CACCTCtGTGAACTGCATCGTGGAaGAaGTGGAgGCGCGCTCGGTGTACCCGTACGACTCGTTcGCGCTCTCgACCcgGYGACATEATCTACATGTCGCCCEtTtTACGgGCTgCGCGAGGG



Cooper 478 CGCGCACCGCGAGCACACCAGCTACTCGCCGGAGCGCTTCCAGCAGATCGAGGGCTACTACAAGCGCGACATGGCCACGGGCCGGCGCCTCAAGGAGCCGGTCTCGCGGAACTTTTTGCG
2113 L

6813 I Gt e e e et et et et e e e e e e e e e e et e et e e e e
LD30/2 B L ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e
LD40/1 BB L ittt et e e
LD50/2 L
BH54 481 L. 2 2 Y B iiiieen
BH53 B L ittt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e et e et ettt et e e e
BH81 B L ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt e
LD15 481 ..., T o e et e e e e e e e eeeeeeeeseeesasasasaeaeaeeeeeneneeeeeeeeeeenenneas 2P
LD19 O
BH80 N
A7 Y
K22 1
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EVI190 P Y Tttt et e eeenn C....
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N569 N B e e e e e e et e e e et e e e e e T e e i e C....
SV507/99 O B e et e e e e e e e e et et et e e e e e e e Tttt et e eeenn C....
B6 Y C....
Banffshire 48l ...ttt ittt i e CC....
Salla82 BBl ittt et e et e e et e et e e e [ [ Cov.Guvvvnnnne Cuoviniiie i CC...

consensus 481 CGCGCACCGCGAgCACACCAGCTACTCGCCGQAGCGCTTCCaGCAgatCGAGGGCTACTACaaGCGCGACATGgCCACGGGCCGgCGCCTCAAGGAGCCgGTCTCGCgGAACTTttTGCG

Cooper 598 TACACAGCACGTGACGGTAGCCTGGGACTGGGTGCCCAAGCGCAAAAACGTGTGCTCGCTGGCCAAGTGGCGCGAGGCGGACGARAATGCTGCGAGACGAGAGCCGCGGGAACTTCCGCTT
2113 [
6813 [
LD30/2 G0
LD40/1 S0

LD50/2 L0

BH54 [
BH53 0 P
BH81 0 P
LD15 [ T..
LD19 [
BH80 0 PN T e e et et ettt ettt e e e et e e e e e e e
A7 0 P
K22 R
P8-2 [
EVI190 601 C..Chuvviieeeenn [ [ 2 [C Choeee e i eieeen Tee e ieeen
EVI88 601 C..Covivinniiinnn [ [ A e e et Govevvnnn Coe it ii e T e ie i
N569 601 C..Covvnniiinnnn [ [ A e e e e Gooevvnnn Coiiii i ii e Teei e i
SV507/99 601 C..Chuvvnneieenn [ [ B e e e e e [C [ T e eeeen
B6 601 C..Covviiiienn [ [ A e e e e e e [ L
Banffshire 601 C..G.......c.oov... L Gevvvennns B e e e e e e Gevwennn C...A...C...... Covivnnnnnnn
Salla82 601 C..Gevviniiiiennn L CGC..vvvvttn A e e e e T.ooo... Govevvnnn Cuiiii i ii e CGG.vvvvvnnn

consensus 601 tACaCAGCACGTGACGGTaGCCTGGGACTGGGTGCCCAAGCGCaaaAACGTGTGCtcGCTGgCCAAGTGGCGCGAGgecggacgaaatgctgcgagacgagageccgcgggaactteegett
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FIGURA 10: Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos do fragmento que codifica para gB das amostras de herpesvirus bovino 1 e 5 analisadas neste estudo com
amostras de herpesvirus depositadas no GenBanK. O nt nimero 1 corresponde ao primeiro nt seqiienciado das amostras analisadas, que corresponde ao nt 437 da amostra
padrdo Cooper. Os pontos indicam identidade de nt e os tragos correspondem as delecfes. As mutacBes ocorridas no fragmento seqiienciado das amostras de BHV-1 em

relacdo a amostra padrdo Cooper, estdo destacadas dem azul, enquanto as muta¢des ocorridas no fragmento das amostras de BHV-5 em relagdo a amostra padrdo N569, esta

718 CACGGCCCGCTCGCTCTCGGCGACCTTTG
B

721 ... [ C..... C.
721 cacggcccgctcgctcteggegacctttyg

destacada em vermelho.



As mutacgdes totais observadas durante a analise da seqiiéncia de nt das amostras estudadas
estdo descritas na TABELA 8. O alinhamento realizado entre as amostras de BHV-1
analisadas, determinou uma alta taxa de conservacdo de nt tanto entre as amostras
sequenciadas neste trabalho quanto estas amostras e aquelas depositadas no GenBank,
incluindo a amostra padrdo Cooper. As amostras LD 15 e BH 54 apresentaram um maior

namero de mutacdo em relacdo as demais.

As amostras de BHV-5, EVI-190 e EVI-88 apresentaram apenas uma mutacdo quando
comparadas entre si. A EVI-190 ndo apresentou mutacdo quando comparada com a amostra
padrdo de BHV-5 (N569), enquanto a EVI-88 apresentou uma mutacdo em relacdo as outras

amostras de BHV-5 analisadas.

As sequéncias de nucleotideos das amostras BHV-1 e 5 estudadas neste trabalho geraram um
padrdo de mutacdo semelhante ao observado quando se comparam as amostras de referéncia
Cooper (BHV-1) e N569 (BHV-5). Esta apresentou uma maior variabilidade, ocorrendo um

elevado numero de substituicbes sem apresentarem insercdes ou delecdes de nucleotideos.

Ao comparar as amostras de BHV-1 e BHV-5 com amostras de herpesvirus que infectam
outros animais o numero de mutacdes observadas foi superior aquele obtido entre as amostras
de BHV. O padrdo de substituicdo das amostras de BHV-1 e 5 em comparacdo com as
amostras de BuHV-1, CerHV-1 e RanHV-1 foi 0 mesmo das suas respectivas amostras
padrdes (Cooper e N569) quando comparado com as mesmas amostras, havendo um maior
ndmero de substituices com as amostras de RanHV-1. Entretanto as amostras de BHV-5
(EVI-190 e EVI-88) apresentaram taxas de mutacGes menores em relacdo a amostra B6

(BuHV) do que as encontradas entre elas e as amostras de BHV-1.

As amostras analisadas apresentaram substituicbes nucleotidicas tanto do tipo transicédo
quanto do tipo transversdo, sendo observada uma taxa maior de transicbes do que de
transversoes. As amostras IBR 2113, IBR 6813, LD 19, LD 30/2, LD 40/1, LD 50/2, BH 53,
BH 80 e A7 apresentaram uma maior taxa de transicdo de citosina (c) — timina (t), as
amostras BH 54, LD15 e BH 81 a maior taxa de transicdo foi de guanina (g) — adenina (a).

As amostras de BHV-5 tiveram uma maior taxa de transicdo de t — c.



Conforme mostra a TABELA 9 quando se avalia as mutagdes das amostras de BHV-1 e de
BHV-5 em relacéo as amostras padrdes Cooper e N569 respectivamente, poucas mutacdes sdo
observadas. Em relacdo as amostras de BHV-1 ocorreu uma taxa maior de substituicao do tipo
transicdo, ocorrendo ainda uma insercao de 3 nucleotideos em relacdo a amostra de referéncia
Cooper para todas as amostras sequenciadas. Com relagdo as amostras de BHV-5, ocorreu

apenas uma substitui¢ao do tipo transicdo da amostra EVI-88.



TABELA 10: Numero de transicOes e transversfes ocorridas nas seqiiéncias de nucleotideos das amostras sequienciadas,
quando comparadas entre elas e com as sequéncias homdlogas das amostras Cooper, K22, N565, SV507, Banffishare, Salla

¢ A?nistras IBR IBR LD15 LD19 LD30/2 LD40/1 LD50/2 BH53 BH54 BH80 BH81 A7 EVI8S EVI190
2113 6813
/ IBR 2113
IBR 6813 4
Ld 15 11 11
Ld 19 3 6 13
Ld 30/2 3 1 13 5
Ld 40/1 3 5 10 5 4
LD 50/2 3 1 10 5 0 3
BHV-1 < BH 53 2 2 8 3 0 3 0
Bh 54 10 8 10 12 7 11 7 8
BH 80 4 2 10 6 1 5 1 2 8
Bh 81 4 4 7 5 3 3 3 2 9 4
A7 6 3 10 7 2 4 2 3 9 4 3
Cooper 6 4 10 5 0 4 0 7 1 3 36 35
K22 2 3 7 4 2 0 2 1 9 3 1 1 29 28
P8-2 5 3 12 7 2 6 3 3 9 2 5 38 37
EVI 190 35 36 41 38 35 37 35 34 41 36 36 36 1 -
BHV-5 EVI 88 36 37 42 39 36 38 36 35 42 37 37 37
N569 35 36 41 38 35 37 25 34 41 36 36 36 1 0
SV507 35 36 41 38 35 37 35 34 41 36 36 36 1 0
CerHV-1 Banffishire 42 42 45 48 41 40 36 40 51 42 41 45 32 31
RanHV-1 ———— galla 60 62 60 64 58 56 53 57 67 61 61 61 51 50
BuHV-1 —— g 32 33 37 35 31 31 30 30 39 32 31 32 10 9



TABELA 11: Tipos de mutac6es ocorridas no fragmento do gene que codifica para a glicoproteina B dos herpesvirus bovinos
sequenciados. A mutacdes listadas dos BHV-1 foram analisadas em relagdo a sequiéncia nucleotidica da amostra padrdo de BHV-1
(Cooper) e as mutagdes dos BHV-5 em relacdo a seqliéncia nucleotidica da amostra padrdo de BHV-5 (N569).

TIPO DE SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA

Amostra viral Transigo Transversdo INSERCAO
t>c c—o>t g—>a Total g—>t t—-g toa a->t a->c  Total

/ IBR 2113 1 0 0 1 (14%) 1 0 1 0 0 2 (28%) 3 (58%)
IBR 6813 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 (14%) 3 (86%)
LD 15 2 2 5 9 (69%) 0 0 0 1 0 1 (8%) 3 (23%)
LD 19 1 1 0 2 (25%) 1 0 2 0 0  3(37.5%) 3 (37,5%)
LD 30/2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (100%)
< LD 40/1 2 0 0 2 (29%) 0 0 1 0 1 2 (29%) 3 (42%)
BHVL LD 50/2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (100%)
BH 53 1 0 0 1 (25%) 0 0 0 0 0 0 3 (75%)
BH 54 1 0 6 7 (70%) 0 0 0 0 0 0 3 (30%)
BH 80 0 1 0 1 (25%) 0 0 0 0 0 0 3 (75%)
BH 81 3 0 1 4 (57%) 0 0 0 0 0 0 3 (43%)
\ A7 1 0 0 1 (20%) 0 0 0 0 1 1 (20%) 3 (60%)

EVI-190 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BHV-S { EVI-88 1 0 0 1 (100%) 0 0 0 0 0 0 0




9.7 Anélise das Sequéncias Inferidas de Aminoéacidos

Com o auxilio do programa BLASTX, as seqiiéncias de nt de todas as amostras aqui
sequenciadas foram inferidas em sequéncias de aminoacidos (aa), nas seis fases de leitura.
Estas sequéncias de aa foram entdo comparadas com as sequiéncias de aa depositadas no
GenBank. As sequéncias de aa traduzidas das sequiéncias de nt das amostras apresentaram
similaridade com sequéncias de aa de BHV-1, BHV-5, RanHV, CerHV-1, BuHV-1. A
amostras com sequéncias de aa similares com com seus respectivos numeros de acesso no
GenBank s&o: P8-2 (AAA46013; P17471), Cooper (NP_045331; P12640; AAA46055,
CABO01598; CAAO06106), N569 (AFAD46112), B6 (AAL88794), Banffshire 82
(AAD46115), Salla 82 (AAD466113).

Ao traduzir a seqiiéncia de nt das amostras pelo programa Translate observou-se que estas
foram traduzidas na segunda fase de leitura, resultando em seqiiéncias de 249 aa para as
amostras IBR 6813, BH 54, BH 81, LD 19, A7, EVI-190 e EVI-88, 238 aa para as amostras
LD 15 e LD 30/1, e sequéncias de 225, 236, 241, 245 e 247 aa para as amostras LD 50/2, LD
40/1, BH 53, IBR 2113, BH 80 duas amostras.

A TABELA 10 mostra os valores de similaridade encontrados quando as seqiiéncias de aa das
amostras de BHV-1 e 5 foram comparadas entre si e com algumas seqliéncias depositadas no
GenBank. As seqliéncias traduzidas das amostras de BHV-1 estudas neste trabalho, na
segunda fase de leitura apresentaram uma alta taxa de similaridade quando comparadas com
elas mesmas e com as amostras P8-2 e Cooper. As sequéncias traduzidas das aa das amostras
de BHV-5 na segunda fase de leitura apresentaram 100% de similaridade com a amostra
padrdo N569 e 99% de similaridade com a amostra de herpesvirus de bufalo (B6). Quando
comparadas com as amostras de BHV-1, as amostras de BHV-5 apresentaram uma taxa de
similaridade que variou de 95 a 97% e com as amostras de herpesvirus de cervideo (CervHV-

1) e rangiferino (RanHV-1) a similaridade foi de 93 a 91% respectivamente.

A FIGURA 11 apresenta o alinhamento das sequéncias de aa das amostras de herpesvirus
analisadas com as sequéncias das amostras de BHV-1, BHV-5, RanHV-1 e CerHV-1

realizado com o auxilio do programa CLUSTAL W 1.8. Comparando as amostras de BHV-1



e BHV-5 as amostras padrdo Cooper e N569 respectivamente, pode-se observar que nem
todas as substituicdo de nt que ocorreram nestes fragmentos do gene que codifica para a gB
resultaram em mudanca da seqiiéncia de aa. A sequéncia de aa das amostras de BHV-1
analisadas neste estudo quando comparada com a amostra padrdo de BHV-1 (Cooper),
apresentaram poucas trocas de aa, sendo que um ndmero maior de trocas de aa ocorreu com a
amostra BH 54. As substitui¢cdes de nt que geraram mudanca de aa ocorreram no primeiro ou
segundo nt do cédon em todas as amostras. A amostra BH 54 apresentou dez mudancgas de nt
e apenas cinco resultaram em mudanca de aa, onde foram substituidos um residuo de Leucina
(L) — Prolina (P), Glicina (G) — Arginina (R), Glicina (G) — Glutamato (E), Glutamato (E)
— Lisina (K), Arginina (R) — Glutamina (Q). Ocorreu ainda a insercdo do aminoacido Y

(Tirosina) em todas as amostras de BHV-1 analisadas, resultante da insercéo de 3 nt.

As seqliéncias de aa das amostras de BHV-5 estudadas neste trabalho ndo apresentaram troca
de aa quando comparadas a amostra padrdo de BHV-5, ocorrendo apenas uma mutacédo

silenciosa na amostra EV1-88.



TABELA 12: Porcentagem de similaridade entre as seqliéncias de aminoacidos inferidos do fragmento do gene que codifica para a gB

dos herpesvirus seqtienciados e das amostras de herpesviurs depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTX.

Amostras | 2113 6813 Ld15 Ldl9 Ld302 Ld40/L Ld50/2 Bh8o Bhgl Bh53 BhS4 A7 EVI00 EVIgs
2113

6813 98

Ld15 98 98

Ld19 99 98 97

Ld3o2 | 99 99 99 98

Ldao/r | 99 98 98 98 99

Lds0/2 | 99 99 98 99 99 99

Bh80 98 99 98 98 99 98 99

Bhs1 99 99 99 98 100 99 99 99

Bh53 99 99 99 98 100 99 99 99 100

Bh54 97 97 97 9% 97 97 97 97 97 97

A7 98 99 98 98 99 99 99 99 99 99 97

EVI90 | 96 97 9 96 97 9% 96 97 97 97 95 97

EvIss | 96 97 9 9% 97 9% 96 97 97 97 95 97 100
Cooper! | 98 99 98 98 99 98 99 99 100 99 97 99 97 97
N5692 | 96 97 96 9% 97 9% 96 97 97 97 95 97 100 100
Svs07/993| 96 97 96 96 97 9% 96 97 97 97 95 97 100 100
K224 99 99 99 99 100 100 100 99 100 100 98 100 97 97
Pg-25 98 99 98 98 99 98 100 98 99 99 97 95 97 97
Banff® | 94 94 93 93 94 93 94 94 94 95 93 89 93 93
Salla’ 91 92 o1 91 92 91 92 92 92 92 91 87 91 91
B6® 9%5 96 95 95 9% 95 96 96 96 96 95 91 99 99

! Amostra Cooper (padrdo de BHV-1)

2 Amostra N569 (padrdo de BHV-5)

3 Amostra SV507/99 (amostra de BHV-5)
4 Amostra K22 (amostra de BHV-1.2)

5 Amostra P8-2 (amostra de BHV-1)
& Amostra Banffshire (amostra de CerHV-1)

" Amostra Salla (amostra de RanHV-1)

8 Amostra B6 (amostra de BuHV-1)
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FIGURA 11: Alinhamento das seqliéncias de aminoacidos inferidas na segunda fase de leitura do fragmento do gene que codifica para a gB das analisadas neste
trabalho, com amostras de herpesvirus depositadas no GenBank. O primeiro aminoacido mostrado corresponde ao primeiro aminoacido traduzido da sequiéncia das
amostras seqiienciadas, que corresponde ao aa 145 da amostra Cooper. Os pontos indicam identidade de aminoécidos. As mudangas de aminoacidos das amostras BHV-1 em

relacdo a amostra padrdo de BHV-1 (Cooper) estdo destacadas.



9.8 Andlise filogenética

A FIGURA 14 mostra a arvore filogenética construida com as seqiiéncias de nt das amostras
de BHV-1 e BHV-5 analisadas neste trabalho com as amostras de BHV-1 (Cooper, K22, P8-
2), BHV-5 (N569 e SV507/99), BuHV-1 (B6), CerHV-1 (Banffshire 82) e RanHV-1 (Salla

82) depositadas no GenBank, pelo método de neighbor-joining, com o programa MEGA 3.

A FIGURA 15 mostra a arvore filogenética construida com as seqliéncias de aa das amostras
de BHV-1 e BHV5 analisadas neste trabalho com as amostras de BHV-1 (Cooper e P8-2),
BHV-5 (N569 e SV507/99), BuHV-1 (B6), CerHV-1 (Banffshire 82), e RanHV-1 (Salla 82)

depositadas no GenBank, pelo método de neighbor-joining, com o programa MEGA 3.

A arvore construida com base nas seqiiéncias de nt apresentou a mesma topologia que a
arvore construida com base nas sequéncias de aa (FIGURAS 17 e 18). Em ambas as arvores
as amostras IBR 2113, IBR 6813, LD 15, LD 19, LD 30/2, LD 40/1, LD 50/2, BH 53, BH 54,
BH 80, BH81 e A7 ficaram no mesmo cluster das amostras de BHV-1, apresentando-se mais
afastadas das amostras de BHV-5. Observa-se ainda na arvore construida com a sequiéncia de
nt que este cluster apresentou duas subdivisdes onde ficaram alocadas amostras LD 19, IBR
2113 e LD15 e BH81. Ja na arvore construida com a seqiiéncia de aa observou-se que as
amostras LD 19 e IBR 2113 continuaram alocadas na mesma subdivisdo enguanto as amostras
LD 15 e BH 81 néo estavam mais em uma subdiviséo e s&o entre as outras amostras de BHV-
1.

As amostras EVI-190 e EVI-88 ficaram no mesmo ramo das amostras de BHV-5 nas duas
arvores construidas. Estas amostras e as amostras N569 e SV507 ficaram mais proximas da
amostra de virus de bufalo do que das amostras de BHV-1, seguida das amostras de CerHV-1

e RanHV-1. Estas duas amostras ficaram em grupos separados.
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10. DISCUSSAO



10. Discussao

Nos estudos das amostras de BHV-1 e 5, um primeiro critério analisado foi o comportamento
das amostras em cultivo celular, ja que na literatura, o tempo que as amostras de BHV levam
para provocar 90 a 100% de ECP varia. Apesar de ter sido inoculada a mesma dose (100
TCIDso) de todas as amostras virais, foi observado que o efeito citopatico (ECP) das amostras
1218, EVI-190 e EVI-88 foi mais lento do que os provocados pelos demais virus, onde 90%
de ECP foi observado em 72 horas. Varios estudos em cultivo celular utilizando-se células de
rim bovino tém sido descritos onde foi observado o comportamento do BHV-1 e do BHV-5.
SAMPAIO et al. (1981) estudando amostras respiratdrias e genitais de BHV-1 observaram
que o ECP tornava-se aparente apds 24-30 horas da inoculacdo e ap6s 72-96 horas, todas as
células encontravam-se completamente lisadas. Amostras origindrias de animais com
comprometimento nervoso pelo BHV-5, foram estudadas por FRENCH (1962a) e
GARDNER & NAIRN (1964) e, estes autores observaram o ECP completo em células de rim
bovino em 48 horas apo6s inoculagdo. No entanto, SCHUDEL et al. (1986) comparando
amostras de BHV-1 e amostras que foram isoladas de casos de encefalite na Argentina,
observaram que o crescimento destas amostras em células MDBK foi mais lento e sugeriram
que isto ocorreu provavelmente devido ao baixo grau de adaptacdo destas amostras nesta
linhagem de célula. As amostras 1218, EVI-190 e EV1-88 ja haviam sido classificadas através
de seu perfil de restricdo como BHV-5 (OLIVEIRA, 2001) e assim como as amostras isoladas
de casos de encefalite por SCHUDEL et al.(1986) tiveram crescimento mais lento em células
MDBK. O BHV-1 infecta células do sistema respiratério e do sistema genital, que séo células
epiteliais, ja 0 BHV-5 infecta neurbnios, e isto pode explicar a maior adaptacdo do BHV-1 nas

células MDBK que também sdo células epiteliais.

As caracteristicas do ECP para a maioria das amostras analisadas foram semelhantes aquelas
descritas por MADIN et al. (1956), MUELLER et al. (1979), SAMPAIO et al.(1981),
ENGELS et al. (1983) e SCHUDEL et al. (1986). A maioria dos autores descreveram o ECP
de BHV-5 como idéntico a aquele encontrado em BHV-1 (FRENCH, 1962a; BARTHA et al.,
1969). SEAL & WHETSTONE (1994) observaram que as células MDBK tratadas com
ciclohexamida e inoculadas com amostras de BHV-1.1 e BHV-1.2 apresentavam-se alongadas

e finas, enquanto as amostras de BHV-5 induziam a formac&o de sincicios. No entanto, estes



autores afirmam que a replicacdo do virus sem a presenca de um inibidor metabdlico segue o
padrdo tipico do BHV-1, e que, embora 0 BHV-5 produza lesGes cerebrais ndo foram
observadas diferencas significativas no ECP entre os isolados respiratorios e encefalicos. Nos
nossos achados, pudemos observar que as amostras 1218, EVI-190 e EVI-88 tiveram ECP
diferente daquele observado para as demais amostras estudadas neste trabalho, uma vez que

as células rapidamente diminuiam de tamanho formando aglomerados.

Em geral, a extracdo com fenol:cloroférmio tem sido usada para a obtencdo de acidos
nucléicos de células e microorganismos (SAMBROOK et al., 1989). Esta extracdo leva um
periodo de tempo relativamente longo, € mais caro e envolve 0 uso de reagentes quimicos
toxicos, mas produz um resultado consistente (BUDOWLE & BAECHTEL, 1990). Outra
metodologia bastante usada para extracdo de DNA € a que utiliza Chelex-100, esta técnica é
simples, répida, ndo envolve o uso de solventes orgénicos toxicos e é realizada em poucas
etapas quando comparada com a extracdo de fenol:cloroférmio (WALSH et al., 1991). A
extracdo de acidos nucléicos usando NaOH foi descrita para a preparacdo de DNA humano de
células bucais para uso em reacdes de PCR (RICHARDS et al., 1993) e estes autores
demonstraram que este método é rapido, eficiente, facil e barato para o isolamento de DNA

viral de amostras clinicas.

No nosso trabalho, testamos estas trés metodologias de extracdo de DNA para sabermos qual
seria adotada para nossos experimentos. Apds a otimizacdo destas metodologias observou-se
que todas foram eficientes, permitindo a obtencdo de DNA em quantidades satisfatorias para
0 uso na PCR. O uso da extracdo com fenol:cloroférmio foi descartado, uma vez que dos trés
métodos testados ele foi 0 mais demorado, o0 mais caro além de se utilizar reagentes toXicos.
A extracdo com NaOH assim como a com Chelex-100 é rapida e facil, mas o método do
NaOH se apresentou mais barato. Assim, como o resultado da PCR utilizando o DNA obtido
a partir destes dois metodos foi similar, a extracdo escolhida para nossos experimentos foi
aquela em que se utiliza o NaOH. A extragcédo do DNA utilizando-se a metodologia do NaOH
foi primeiramente descrita para a obtencdo do DNA a partir de amostras clinicas obtidas
através de swab bucal. No entanto, nesse experimento a extragdo com NaOH foi utilizada
tanto em amostras clinicas provenientes de feto como em isolados de cultivo celular obtendo-
se um bom resultado em ambas extracdes. GARCIA-CLOSAS et al. (2001) testaram trés



metodologias de extracdo de DNA de células bucais: fenol:cloroférmio, NaOH e QlAamp
blood kit e descreveram que o rendimento de DNA obtido na extragcdo com o QlAamp blood
kit e com NaOH foi inferior aquele obtido na extracdo com fenol:cloroférmio. Além disto
estes autores tiveram dificuldades na amplificagdo por PCR do o DNA extraido com NaOH.
Por outro lado, RICHARDS et al. (1993) e WALKER et al. (1999) demonstraram em seus
experimentos uma alta taxa de sucesso para os testes de PCR e PCR multiplex,

respectivamente, usando DNA extraido com NaOH.

O BHV-1 esta amplamente disseminado em todo Brasil (MEDICI et al., 2000a, ROCHA et
al., 2001; VIEIRA et al., 2003), contudo dados sobre a distribuicdo geografica do BHV-5 sdo
raros (PETZHOLD et al., 2001). Isto provavelmente se deve a indisponibilidade de métodos
de diagnostico capazes de diferenciar as infec¢Bes causadas por BHV-1 e BHV-5 com rapidez
necessaria para a execucdo de estudos epidemioldgicos (ROEHE, 1997). O diagnostico das
infecgBes causadas por herpesvirus é feito pelo isolamento do virus em cultivo, no entanto
esta técnica é trabalhosa e pode ndo ser sensivel para detectar um pequeno ndmero de
particulas virais (BIELANSKI et al., 1988). A alternativa tem sido a amplificacdo do DNA do
herpesvirus bovino através da PCR tanto de amostras isoladas em cultivo celular quanto de
amostras clinicas. SANTURDE et al. (1996) demonstraram a amplificagdo de um fragmento
de DNA de BHV-1 de amostras clinicas incluindo sémen onde os Ol foram determinados com
base no gene que codifica para a gB. ROS et al. (1999) desenvolveram um PCR onde os Ol
foram determinados com base no gene que codifica para a glicoproteina C onde conseguiram
diferenciar amostras de BHV-1, BHV-5, CapHV-1, CerHV-1 e RanHV-1. MOORE et al.
(2000) descreveram um PCR baseados no gene que codifica para timidina quinase e

conseguiram diferenciar herpesvirus de bovino, de eqtino e de suino.

Como os Ol foram construidos a partir da analise da seqiiéncia de DNA do gene que codifica
para a glicoproteina B do BHV-1, da amostra padrdo Cooper, tentamos amplificar esta
amostra com todos os pares de Ol. Das treze combinagOes de Ol testadas, observou-se a
amplificacdo utilizando-se seis combinagdes. Estas amplificagdes obtidas da amostra Cooper
demonstram a viabilidade destes OIl, mesmo que estas amplificacbes ndo tenham sido
observadas nas amostras analisadas em nosso experimento. Podemos sugerir que existem

diferengas entre as sequéncias de DNA das amostras estudadas e a sequéncia da amostra



Cooper, o que impossibilitou o pareamento correto destes Ol. As outras combinagdes de Ol
que ndo amplificaram nossas amostras e também ndo amplificaram a amostra Cooper em
nenhuma das condicdes testadas. Todos os pares de Ol determinados em nosso trabalho foram
analisados antes da sua sintese, e estes s6 pareavam com as suas regifes especificas no
genoma do BHV-1 e mesmo com todas as variagOes testadas da reacdo de PCR, como
temperatura e tempo dos ciclos, apenas a amplificagdo com o par de Ol LVC 120 e 121 foi
possivel. Desta forma os outros Ol submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, onde
foi constatada a sua integridade. VILCEK et al. (1995) afirmaram que cada amplificacdo de
DNA precisa ser otimizada com a selecdo apropriada de Ol e com a determinacdo das
condicBes 6timas de cada reagdo e que nem todos os pares de Ol sdo adequados para a PCR, e

no caso dos herpesvirus isto pode ocorrer porque seu genoma contém regides ricas em G+C.

Utilizando-se este par de Ol LVC 120 e 121 obteve-se a amplificacdo do fragmento esperado
de para todos os isolados analisados, com excecdo da amostra 1218. O DNA de todas as
amostras clinicas foram obtidos utilizando-se 0 método do NaOH e somente a amostra A7 foi
amplificada pelo para de Ol 120 e 121, sendo amplificado o fragmento esperado de 781 pb.
Dentre os fatores que podem ter levado a ndo amplificacdo do fragmento do gene que codifica
para gB, podemos citar em primeiro lugar que estas amostras clinicas eram provenientes de
fetos abortados supostamente causados por uma infeccdo por BHV. No caso destas amostras
estarem positivas para BHV, fatores tais como, mudanca no local de pareamento dos Ol,
presenca de possiveis inibidores da reacdo de PCR ou mesmo uma baixa carga viral nas

amostras clinicas poderiam explicar a ndo amplificacdo deste gene.

A amplificacdo do fragmento de DNA do gene que codifica para gB utilizando o par de Ol
LVC 120 e 121 da amostra 1218 foi possivel somente quando a temperatura de pareamento
usada foi de 40°C, e como resultado obtivemos um fragmento de aproximadamente 100 pb
menor do que o esperado. Varias tentativas de sequenciamento deste fragmento foram
realizadas, sem, no entanto obtencdo de éxito. OLIVEIRA (2001) analisando esta amostra,
isolada de feto abortado, observou caracteristicas peculiares. A principio esta amostra foi
classificada como BHV-1 pela sua sorologia e pelo fato de ter sido obtida de um feto
abortado, uma vez que a maioria dos casos de aborto encontrados na literatura s&o

classificados como BHV-1 (MILLER et al., 1991). Posteriormente, através da analise do



perfil de restricdo, este autor classificou esta amostra como BHV-5, uma vez que esta teve o
mesmo padrdo de restricdo que as amostras de BHV-5 estudadas por ENGELS et al. (1987),
BULACH & STUDDERT (1990), SEAL & WHETSTONE (1994), PIDONE et al. (1999) e
ROELS et al. (2000). Podemos supor que a sequiéncia do gene que codifica para a gB de 1218
seja mais varidvel, apresentando os sitios de ligacdo dos Ol modificados, uma vez que a
amplificacdo s6 foi possivel a uma baixa temperatura de pareamento, alem do fato do

tamanho deste fragmento ter sido menor.

Um dos problemas dos estudos epidemioldgicos dos herpesvirus bovinos 1 e 5 diz respeito ao
a auséncia de uma metodologia que permita o diagndstico e a diferenciacdo destes virus com a
rapidez necessaria para tais estudos. A PCR vem sendo proposta como ferramenta para tal,
contudo, uma das desvantagens do uso da PCR para a diferenciacdo dos herpesvirus é o fato
destes virus poderem gerar fragmentos de mesmo tamanho devido a sua similaridade genética.
Este problema pode ser resolvido com a associagdo da PCR com outras técnicas, como a
digestdo dos fragmentos amplificados com enzimas de restricdo (ROS et al., 1999). Dessa
forma buscamos a padronizacdo de uma PCR-RFLP para a detec¢do e diferenciacdo entre
BHV 1 e 5. O par de Ol LVC 120 e 121 usados na PCR, embora baseados na seqtiéncia do
BHV-1, provaram ser igualmente eficientes para amplificacio do DNA do BHV-5 e o
fragmento gerado foi de mesmo tamanho para os dois virus, ndo permitindo a diferenciacdo
entre estas amostras, exceto pela amostra 1218. Para diferenciar as amostras de BHV-1 e 5, 0s
fragmentos amplificados foram digeridos com a enzima de restricdo Sma | que foi escolhida
com base na sequéncia das amostras Cooper (padrédo de BHV-1) e N569 (padrdo de BHV-5).
Utilizando-se estas enzimas os isolados de BHV-1 e 5 puderam ser diferenciados, e embora o
fragmento da amostra 1218 ser menor este nao apresentou sitio para Sma I, como as demais
amostras de BHV-5. Estes resultados corroboraram com os resultados da analise do perfil de
restricdo do DNA total destas amostras realizados no Laboratério de Virologia Comparada
onde estas amostras foram previamente classificadas em BHV-1 e 5 e também com os dados
do sequenciamento destes fragmentos neste trabalho (OLIVEIRA, 2001; dados néao
publicados). O fragmento da amostra clinica A7 também foi digerido e apresentou 0 mesmo
perfil das amostras de BHV-1, sendo confirmado pelo sequenciamento. LYAKU et al, (1996)
selecionaram dois Ol com base na seqliéncia do gene que codifica para gB para a deteccdo de

grupos de herpesvirus de ruminantes e a diferenciacdo foi realizada utilizando-se quatro



enzima de restri¢do. Estes pesquisadores compararam a sensibilidade e especificidade do PCR
com o isolamento viral ambas em conjunto com a digestdo com enzimas de restricdo e
afirmaram que o PCR em conjunto com a digestdo pode ser uma pratica alternativa para uma
alternativa rapida de identificacdo e diferenciacdo e pode ser tornar a primeira escolha de
diagnostico de rotina para os herpesvirus relacionados. ROS & BELAK (1999) utilizando Ol
também determinados com base na sequéncia do gene que codifica para gB conseguiram
diferenciar amostras de herpesvirus bovino 1 e 5, herpesvirus de caprino, herpesvirus de
cervideo e herpesvirus de rangiferino através da digestdo dos produtos de PCR com duas
enzimas de restricdo sendo usadas simultaneamente. De GUILI et al. (2002) diferenciaram
amostras de BHV-1, BHV-2 e BHV-4 diretamente de amostras clinicas utilizando PCR
seguido por digestdo com enzimas de restricdo e afirmaram que esta pode ser uma boa

ferramenta de diagnostico.

Em geral os métodos de extracdo de DNA requerem uma grande quantidade de virus
multiplicados em cultura de células, ja se utilizando o NaOH, basta uma monocamada de
células infectadas para a obtencdo de DNA viral em quantidades e qualidades satisfatorias
para uso em PCR. O uso em conjunto da obtencdo do DNA com NaOH e a PCR seguida pela
digestdo com Sma | demonstrou ser uma boa ferramenta para uma répida diferenciacdo e
diagnostico entre as amostras de BHV-1 e 5. Uma maior amostragem de amostras clinicas
deveré ser investigada para se ver a viabilidade do uso da técnica de obtencdo do DNA com

NaOH permitindo um diagndstico direto das amostras clinicas com uma maior rapidez.

Ap0s o sequenciamento e andlise das amostras foi observado que a porcentagem de G+C
obtida da andlise de nucleotideos do fragmento seqiienciado do gene que codifica para a gB
das amostras BHV-1 e BHV-5 apresentou um valor préximo a média do teor de G+C
observada no genoma de BHV-1 (72%) e BHV-5 (75%) (McGEOCH & DAVISON, 1999;
DELHON et al., 2003). Esta pequena diferenca se deve provavelmente, ao fato do fragmento

sequienciado ser pequeno para ser representativo de todo genoma.

Como ja esperado, as amostras isoladas de quadros clinicos tipicos de BHV-1 e 5, em
concordancia com a diferenciacdo obtida pela PCR/RFLP, apresentaram elevados valores de

similaridade de nt e aa quando comparadas com amostras de BHV-1 e 5 respectivamente. O



que chama atencdo na analise da seqiiéncia de nt e aa séo as altas similaridades observadas
entre as amostras de BHV-5 e a amostra de herpesvirus de bufalo (B6) quando comparadas
com amostras de BHV-1. Este mesmo resultado foi observado por ROS & BELAK (2002),
que sequenciaram todo o gene que codifica para a gB, e relataram que o gene que codifica

para a gB das amostras de BHV-5 e BuHV-1 s&o praticamente idénticas.

FUTUYMA, 1997 afirmou que a ocorréncia das substitui¢fes do tipo transicdo nas sequéncias
de nt € um fendmeno mais freqiente do que as transversdes, 0 que corrobora com Nnossos
resultados onde observamos que um maior nimero de substituicdes de nt do tipo transicdo,

sendo que estas substituicbes na maioria das vezes ndo provocaram mudanca no aa.

Analisando as sequéncias de aa inferidas e nenhuma delas apresentou cddon de terminacgédo
neste fragmento da gB. Todos os residuos de cisteina observados nas sequéncias de
amino&cidos das amostras de BHV-1 e 5 sdo conservados. Esta conservagdo é notada em
todas as amostras comparadas, tanto de BHV-1 quanto de BHV-5. Este fato € bastante
importante, pois residuos de cisteina formam pontes dissulfeto, tendo importante papel na

estrutura secundaria e consequentemente na fungéo das proteinas (STRAYER, 1996).

Algumas mudancas de aa foram conservativas ou foram comuns aos aa encontrados em outras
amostras de herpesvirus bovino. A amostra BH54, que apresentou um numero maior de
mudancas de aa em relacdo as demais amostras de BHV, apresentou pequenas diferencas no
perfil hidropatico da proteina. As maiores alteraces neste perfil ocorreram devido a troca dos
aa G, E e R por E, K e Q, que possuem diferengas quanto a polaridade e carga, aumentando a
hidrofilicidade desta regido, que provavelmente é uma porcdo exposta na superficie viral
devido ao seu carater. As demais amostras de BHV 1 e 5 apresentaram perfis muito similares
aos perfis das amostras Cooper e N569, respectivamente, dessa forma podemos sugerir que
esta regido da gB nestas amostras estaria funcional. ROS & BELAK (1999; 2002) analisaram
a gB de amostras de BHV-1, BHV-5, BuHV-1 (herpesvirus de bufalo), CerHVI-1
(herpesvirus de cervideo), RanHV-1 (herepesvirus de rangiferino) e CapHV-1 (herpesvirus de
caprino) e observaram que apesar da variabilidade encontrada, existe uma notavel
conservacao do gene, sugerindo que a funcéo bioldgica desta é a mesma nos virus estudados.

Nos nossos estudos, foi observado um grau de conservagao significativo entre as seqliéncias



de amino&cidos das amostras brasileiras de BHV com as de outros herpesvirus de ruminantes

0 que reforca esta proposicao.

A estimativa exata da relacdo evolucionaria entre virus, em particular entre aqueles que
apresentam DNAs grandes e estaveis, pode ser feita através da analise do genoma completo
ou de genes individuais. Neste sentido, a gB tem surgido como o gene mais estudado para
analisar a distancia genética entre os herpesvirus porque além de ser a maior glicoproteina é
conservada entre os alfaherpesvirus (ROS & BELAK, 2002). LYAKU et al. (1992) baseados
em estudos soroldgicos, demonstraram que amostras de herpesvirus de CerHV-1, CapHV-1 e
RanHV-1 apresentam uma maior proximidade com amostras de BHV-1 do que entre elas.
ROS & BELAK (2002) analisando o gene que codifica para gB relataram que a amostra de
RanHV-1 esta mais proxima a amostra de CerHV-1 do que das amostras de BHV-1 e BHV-5.

A andlise filogenética das amostras brasileiras de BHV, baseadas no gene que codifica para a
gB mostrou a proximidade entre as amostras de herpesvirus de bovino com as amostras de
herpesvirus de bufalo, rangiferino e cervideo. As amostras de BHV-1 foram agrupadas num
grande “cluster” formado apenas por amostras de BHV-1, confirmando mais uma vez, 0s
resultados obtidos pela PCR/RFLP. Nas arvores feitas com base nas seqliéncias de nt e aa, as
amostras LD 19 e IBR 2113 mostraram-se mais proximas em uma subdivisdo do cluster. Estas
amostras foram isoladas a partir de um swab vaginal de animais com suspeita de
vulvovaginite, no Estado de Minas Gerais, sendo previamente classificados como BHV-1.2.
Embora, esta analise tenha sido feita com base em parte do gene que codifica para a gB, a
maior proximidade destas amostras esta coerente com a sua prévia classificacdo em BHV1.2.

Os isolados EVI-190 e EVI-88 foram previamente classificados através do perfil de restricao
do DNA total como BHV-5. A andlise filogenética mostra que estas amostras foram
agrupadas junto com as demais amostras de BHV-5 e este resultado confirma aquele
encontrado na PCR seguida de digestdo com enzima de restricdo do fragmento amplificado

destas amostras.

Nos experimentos de sorologia, 0 BHV-5 e 0 BuHV-1 séo idénticos ao BHV-1 (St. GEORGE
& PHILPOTT, 1972; ENGELS et al., 1981; BRATANICH et al., 1991), as nossas analises



demonstram que as amostras de BHV-5 e de BuHV-1 estdo mais relacionadas entre si do que
com as amostras de BHV-1. Este mesmo resultado foi obtido por ROS & BELAK (2002) e
estes autores relataram que para se esclarecer a origem das infeccbes de BHV-5, seria
necessario verificar se a infeccdo com BuHV-1 é capaz de gerar distdrbios neuroldgicos em

bovinos.

Neste trabalho, foram estudadas amostras de BHV isoladas de animais com diferentes
manifestacdes clinicas e a sequéncia de parte do gene que codifica para a glicoproteina B
apresentou algumas diferencas na sequéncia de DNA destes virus. SILVA et al. (2000)
afirmaram que diferentes manifestacdes clinicas resultantes das infeccbes por BHV-1 e a
existéncia de diferentes subtipos deste virus, levantam a possibilidade de que existem
variaces em seu genoma, responsaveis por diferentes graus de viruléncia. Estes autores
sequenciaram parte do gene que codifica para a gB de 19 amostras de BHV-1 e 2 de BHV-5¢
concluiram que mesmo sendo possivel que exista uma variabilidade no genoma virico, nao é
possivel estabelecer o grau de alteracdo resultante da troca de aminoacidos quando somente

uma parte do genoma da gB é seqlienciada.

Desta forma, podemos observar que o uso em conjunto da obtencdo do DNA pela
metodologia que utiliza 0 NaOH e a PCR/RFLP foi uma eficiente ferramenta para uma rapida
diferenciacdo entre as amostras de BHV-1 e 5. Os resultados da diferenciacdo pela
PCR/RFLP estdo de acordo com aqueles encontrados no sequenciamento das amostras

brasileiras estudadas, sugerindo o seu uso no diagnoéstico direto de amostras clinicas.
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11. Conclusdes

»  Foram encontradas diferencas no efeito citopatico entre as amostras de BHV-1 e
BHV-5 infectadas em células MDBK.

»  Apo0s a otimizagdo de metodologias de extracdo de DNA viral a escolhida para uso em
nossos experimentos foi aquela em que se utiliza o0 NaOH, sendo a que apresentou um

custo menor, foi a mais rapida e eficiente.

» 0Os Ol LVC 120 e LVC 121 usados na PCR para amplificacdo de parte do gene que
codifica para a gB, embora baseados na sequéncia do BHV-1, provaram ser igualmente

eficientes para amplificacdo do DNA do BHV-1 e 5.

» 0O uso em conjunto da extragdo do DNA com NaOH e a PCR/RFLP foi ferramenta
para uma rapida diferenciacdo entre as amostras de BHV-1 e 5, sugerindo 0 seu uso no

diagnostico direto de amostras clinicas.

»  Foi observado uma conservacdo significativa entre as seqiiéncias de nucleotideos e de
aminoacidos de parte do gene que codifica para a gB das amostras brasileiras analisadas

neste trabalho com as e outros virus da familia Herpesviridae.

> A anélise filogenética confirmou a proximidade entre as amostras analisadas neste

estudo com as amostras de herpesvirus de bovino, bufalo, rangiferino e cervideo.
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13. ANEXQOS



13. ANEXOS

MEIOS E SOLUCOES

Agar LB

10 g de peptona 140

5 g de extrato de levedura
10 g de NaCl

15 g de agar

1 litro de &gua destilada

Meio LB

10 g de peptona 140
5 g de extrato de levedura
10 g de NaCl

1litro de dgua destilada

TBE
89 mM Tris-borato pH 8.3

25 mM EDTA




TAMPAO DE AMOSTRA

15% de Ficool 400

0,03% de azul de bromofenol
0,03% de xileno cianol FF
0,4% de orange G

10 mM de Tris-HCL pH 7,5

TAMPAO DE LAVAGEM

Etanol 50% (v/v)
50 mM de Tris-HCI pH 8,0
10 mM de EDTA pH 8,0

TAMPAO DE LIGACAO
lodeto de Sodio (Nal) 6 M

TAMPAO DE PCR 10X

500 mM de KCI

15 mM de MgCI2

100 mM de Tris-HCI (pH 8,4)
1 mg/mL de gelatina

TAMPAO DE CONGELAMENTO DE BACTERIAS

100 mM de KCI

45 mM de MnCl,. 4H20

10 mM de NaCl; 2H20

3 mM de HACoCl3

10 mM de acetato de potassio




