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RESUMO

Entre as principais causas de mortalidade em cervideos estdo as doencgas hemorragicas,
que contribuem para o estado de perigo de extin¢do de algumas espécies de cervos. Entre
elas, o virus da doenca hemorragica epizodtica (EHDV) e o virus da lingua azul (BTV)
causam perdas significativas nas populagdes de cervideos brasileiros em cativeiro. O
objetivo deste estudo foi padronizar e avaliar as técnicas de imunofluorescéncia, imuno-
histoquimica e RT-qPCR para deteccdo do EHDV em culturas de células ou em tecidos
parafinizados de cervideos brasileiros que vieram a 6bito devido a doenca hemorragica.
Foi produzido soro hiperimune em duas coelhas a partir de quatro inoculagdes com
EHDV sorotipo 2 (EHDV-2). Os soros dos animais foram testados pelo método de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e soroneutralizacdo até atingirem o titulo de
anticorpos desejados. Foram coletados fragmentos de varios 6rgaos de nove cervos que
morreram com doencga hemorrdgica aguda em 2017. A infeccdo por EHDV foi
confirmada, pela técnica de RT-qPCR, em seis animais, um Blastocerus dichotomus e
cinco Mazama nana. Em seguida, os fragmentos de tecidos dos cervos positivos foram
processados para andlise histopatoldgica. Posteriormente, o soro hiperimine produzido
foi purificado e utilizado para padronizagdo da imuno-histoquimica (IHQ) utilizando a
técnica da Streptavidina conjugada. Os 6rgaos utilizados para essa técnica foram bago,
pulmao, linfonodo, figado, rim e testiculos. Os mesmos anticorpos foram bioconjugados
com pontos quanticos (QDs) e utilizados no teste de imunofluorescéncia direta em cultura
de células infectadas com EHDV-2. Os tecidos parafinizados foram submetidos a dois
métodos de extracdo de matérial genético e, em seguida, foi realizado o RT-qPCR das
amostras. Na avaliacdo histopatoldgica, as principais alteragdes observadas foram
hiperemia, hemorragia, edema e infiltrado inflamatério, predominantemente
linfoplasmocitario agudo. Utilizando o teste de IHQ padronizado foi possivel detectar
EHDV nos tecidos estudados, sendo que em linfocitos, macrofagos e células endoteliais
e epiteliais foi observada a maior intensidade de imunomarcacao. A imunofluorescéncia
direta utilizando os QDs também foi1 eficaz na identificagdo de células infectadas com

virus. Com relacdo aos protocolos de extracdo de RNA, ambos apresentaram valores de



Ct que variaram de 36 a 39, nas amostras positivas sendo, portanto, superiores aos
encontrados quando o material genético foi extraido dos mesmos tecidos frescos e onde
foram registrados CTs menores de 30. Assim, na padronizacao e avaliagdo das técnicas
de diagnéstico, a IHQ demonstrou ser uma técnica eficiente para deteccdo do virus em
tecidos parafinizados, sendo importante em estudos retrospectivos e de patogenia da
doenca hemorragica epizodtica. A imunofluorescéncia direta utilizando os QDs ¢ uma
alternativa promissora no diagnostico da infec¢ao por EHDV. Os protocolos de extragao
de RNA em material parafinado, na maioria das amostraS, demonstraram resultados
inferiores no tecido fresco, provavelmente em consequéncia a degradacdo do acido
nucleico que ocorre devido a etapa de fixacdo em formol, compromentendo, portanto, os

resultados da RT-qPCR.

Palavras-chaves: virus da doenga hemorragica epizootica; cervideo; imuno-

histoquimica, imunofluorescéncia; RT-qPCR.



ABSTRACT

Among the main causes of mortality in cervids is hemorrhagic disease, which contributes
to the endangered state of some deer species. Among them, epizootic haemorrhagic
disease virus (EHDV) and bluetongue virus (BTV) have caused significant losses in
Brazilian cervid populations. The objective of this study was to standardize and
implement the immunofluorescence, immunohistochemistry and RT-qPCR techniques
for detection of EHDV in cell cultures or paraffin tissues of Brazilian cervids that died
with hemorrhagic disease. Hyperimmune serum was produced in two rabbits after four
inoculations with EHDV serotype 2 (EHDV-2). The sera of the animals were tested by
agar gel immunodiffusion (IDGA) and serum neutralization until they reached the desired
antibody titre. Fragments of several organs of nine deer that died with acute hemorrhagic
disease in 2017 were collected. The EHDV infection was confirmed by the RT-qPCR
technique in six animals, one Blastocerus dichotomus and five Mazama nana. Then,
tissue fragments from positive deer were processed for histopathological analysis.
Subsequently, hyperimine serum produced was purified and used to standardize the
immunohistochemistry (IHC) using Streptavidin conjugated technique. The organs used
for this technique were spleen, lung, lymph node, liver, kidney and testicle. The same
antibodies were bioconjugated with quantum dots (QDs) and used in a direct
immunofluorescence technique in culture of cells infected with EHDV-2. The
paraffinized tissues were subjected to two methods of extraction of genetic material and
then performed the RT-qPCR of the samples was performed. In the histopathological
evaluation, the main alterations observed were hyperemia, hemorrhage, edema and
inflammatory infiltrate, predominantly acute lymphoplasmocytary. Using the
standardized THQ test, it was possible detect EHDV in the studied tissues, with
lymphocytes, macrophages, endothelial and epithelial cells being observed to be more
immunostaining. Direct immunofluorescence using the QDs was also effective in
identifying viral infected cells. In relation to the RNA extraction protocols, both presented

Ct values that ranged from 36 to 39, in the positive samples, therefore being higher than



those found when the genetic material was extracte from the same fresh tissues and where
CTs under 30 were recorded. Thus, in the standardization and implementation of the
diagnosis techniques, IHC has been shown to be an efficient technique for detecting the
virus in paraffin-embedded tissues, being important in further retrospective and
pathogenesis studies of epizootic haemorrhagic disease. Direct immunofluorescence
using QDs is a promising alternative in the diagnosis of EHDV infection. The RNA
extraction protocols in paraffin, in most samples, demonstrated inferior results in fresh
tissue, probably as a result of degradation of nucleic acid that occurs due to the

formaldehyde fixation step, thus compromising the results of the RT-qPCR.

Keywords: virus of epizootic haemorrhagic disease; deer; immunohistochemistry;

immunofluorescence; RT-qPCR.
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1 INTRODUCAO

A familia Reoviridae apresenta duas subfamilias, Sedoreovirinae e
Spinareovirinae, com 15 géneros no total, e ¢ constituida por virus RNA com simetria
icosaédrica e ndo envelopados. Dentre os géneros, os Orbivirus e Rotavirus possuem
espécies virais de grande importancia em medicina veterinaria. O Orbivirus sdo arbovirus
que possuem 22 espécies ja registradas que afetam uma variedade de vertebrados,
incluindo ruminantes domésticos e selvagens (Alfieri et al., 2017; ICTV, 2018).

Das espécies de orbivirus de importancia na veterindria, cita-se o virus da lingua
azul (Bluetongue virus, BTV) que possui 27 sorotipos e o virus da doenca hemorragica
epizodtica (EHDV), com sete sorotipos (Attoui and Mohd, 2015; Maclachlan et al., 2015;
ICTV, 2018). O BTV ¢ o prototipo do género Orbivirus, sendo amplamente estudado e
caracterizado, enquanto o EHDV, mesmo necessitando de mais estudos, assemelha-se
muito a0 BTV em varios aspectos estruturais e na patogenia viral (Alfieri et al., 2017;
ICTV, 2018).

O BTV e EHDV causam doengas em ruminantes domésticos e selvagens, que de
acordo com a Organizagdo Mundial da Saide Animal (OIE), sdo de notificagdo
obrigatdria e, assim, devem ser rapidamente diagnosticadas e reportados (Stallknecht e
Howerth, 2004; OIE, 2017). A incidéncia destes virus pode acarretar embargo de transito
de animais, bem como de seus produtos, além de causar perdas econdmicas e o risco de
extingdo de animais silvestres (Duarte et al., 2012; OIE, 2017).

O EHDV ¢ responsavel por causar a doenga hemorragica epizodtica (DHE) a qual
¢ ndo contagiosa, mas muito infeciosa, tendo sido o seu primeiro relato em Nova Jersey,
nos Estados Unidos, em 1955, afetando varias espécies de cervos de cauda branca
(Odocoileus viginianus) (Shope et al., 1960). Este virus acomete ruminantes, sendo os
cervideos mais gravemente afetados, resultando em altos niveis de mortalidade, variando
de 62 a 90%, associados a febre alta, letargia, edema, anorexia, fraqueza, dispneia, edema
acentuado na cabega e hemorragia generalizada em todos os 6rgaos (Prestwood et al.,
1974; Maclachlan et al., 2015; CFSPH, 2016). Bovinos geralmente sdo assintomaticos e

considerados como um hospedeiro reservatério do virus (Gibbs e Lawman, 1977).
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O BTV e EHDV sdo arbovirus transmitidos por dipteros do género Culicoides,
que atuam como vetores bioldgicos. Assim, a doenga ocorre de forma sazonal,
principalmente nos peridos quentes e chuvosos, devido ao crescimento da populacao dos
insetos vetores (Stallknecht e Howerth, 2004). A América do Sul tem 6timas condi¢des
climaticas para o desenvolvimento e proliferagdo de Culicoides spp., consequentemente
apresenta muitas areas endémicas para LA e DHE. Através de testes soroldgicos em
ruminates domésticos e silvestres, demonstram que o BTV est4 presente e amplamente
distribuido desde 1978 em todo o continente, enquanto o EHDV foi somente identificado
animais com sorologia positiva a partir de 1984 na Guiana (Lobato et al., 2015).

No Brasil, ja foram identificadas oito espécies de cervideos, das quais duas,
Blastocerus dichotomus e Mazama nana, sao consideradas ameagadas de extin¢ao e estdao
na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos
Naturais (International Union for Conservation of Nature - IUCN) (Duarte et al., 2015;
Duarte et al., 2016). Uma das causas de extin¢ao destes animais ¢ a introducao de doencas
de bovinos, como a lingua azul (LA) e a DHE (Blouch et al., 1998; Navas-Sudrez et al.,
2018). Essas duas enfermidades, t€m acometido populagdes de cervideos brasileiros em
cativeiro, acarretando significativas perdas destes cervos (Arita et al., 1997; Kawanami,
2014).

Em contraste ao BTV, o EHDV apresenta maior morbidade e mortalidade entre
ruminantes selvagens do que em ruminantes domésticos. Assim, o EHDV tem impacto
na preservacdo dos cervideos, pois pode reduzir drasticamente a populagdo desses
animais em uma determinada area (Maclachlan et al., 2015).

Somente a partir da década de 90, ocorreram os primeiros relatos de cervideos no
Brasil com sinais clinicos e lesdes muito sugestivas de doencas hemorragicas no
Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional (CASIB), no estado do Parana
(Arita et al., 1997; Duarte et. al, 2012). O CASIB tem o intuito de proporcionar a
reproducdo em cativeiro e preservar as espécies de cervideos. Contudo dois anos apds o
inicio do programa, em 1990, teve-se o primeiro relato de individuos da espécie Mazama
nana vindo ao Obito com sinais de hemorragia sistémica e generalizada. (Duarte et al.,

2012). Desde entdo, anualmente varios animais vém ao 6bito, porém ndo ¢ realizado o
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diagnéstico devido e o agente etiologico envolvido ndo ¢ identificado (Duarte et al.,
2012). A partir de 2015, amostras destes cervideos foram enviados ao Laboratorio de
Pesquisa em Virologia Animal (LPVA) da escola de veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) e foram realizados os devidos diagnosticos. Assim, foi
identificado de diferentes sorotipos de BTV (BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-19 e BTV-
22) que acometiam os cervos no criadouro (Baldini et al., 2018).

Outros estudos tém identificado cervideos brasileiros com sorologia positiva para
o virus da DHE. Tendo o primeiro levantamento sorélogico, em 1999, realizado em 22
cervideos B. dichotomus nos estados de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul e revelaram que
74% dos animais eram soropositivos para EHDV, 88% soropositivos para BTV e 60%
soropositivos para ambos os virus (Pandolfi, 1999).

Em 2008, houve o primeiro isolamanto de EHDV no Brasil em cervideos da
espécie Mazama nana que vieram ao Obito por doenga hemorragica no zooldgico
Pomerode em Santa Catarina, sendo o diagnoéstico realizado pelo grupo de pesquisa do
LPVA da UFMG (Favero et al., 2013).

Considerando que cervideos acometidos pelas DHE e LA apresentam sinais
clinicos e lesdes semelhantes e indistinguiveis (Fischer et al., 1995), ¢ necessario o
diagnostico laboratorial para identificagdo do agente etiologico (Wilson et al., 2015).
Assim, ¢ necessario o desenvolvimento de técnicas de diagndstico eficientes para
identificacao e posterior notificacdo dos orbivirus tanto para estudos de prevaléncia
quanto de controle da LA e DHE.

As amostras de tecidos coletadas de animais, fixadas com formol e emblocadas
com parafina podem ser utilizados com o intuito de diagnosticar doencgas infecciosas e
para estudos restropectivos. Comumente, os blocos de parafina sdo fonte de estudos
histopatologicos, sendo as principais lesdes de EHDV referentes aos danos endoteliais
causados pelo agente (Cubas et al., 2014; Alfieri et al, 2017). Contudo, ndo hd nenhuma
avaliagdo histologica e nem aplicacdo de outro método de diagnostico referente ao tecido,
como imuno-histoquimica, de cervideos brasileiros que vieram ao 6bito por DHE, sendo

necessarios para o melhor entendimento da patogenia deste virus em espécies brasileiras.
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Os avangos tecnoldgicos e diagnosticos dos Ultimos tempos ampliaram a
utilizacao dos blocos de parafina referentes a area de biologia molecular, possibilitando
a extracdo do material genético (Yang et al., 2006; Simonato et al., 2007). Assim,
constitue uma ferramenta para ser desenvolvida e utilizada em estudos retrospectivos de
cervideos que vieram ao 6bito com doenca hemorrdgica e que ndo tinham sido realizados
os devidos testes para identificagdo do agente etiologico.

Este trabalho ¢ o primeiro a realizar estudos sobre as lesdes histopatologicas de
cervideos brasileiros infectados com EHDV associando com testes de diagnostico de
imuno-histoquimica ¢ RT-PCR em tempo real. Os dados desta pesquisa vao possibilitar
um maior entendimento da patogenia e estudos restropectivos do virus da DHE em
cervideos brasileiros e qual o melhor método a ser utilizado para diagnostico em tecidos

ja parafinados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cervideos

Os cervideos sdo ruminantes ungulados que possuem chifres e sio membros da
familia Cervidae, composta por 18 gé€neros e 56 espécies, as quais estdo distribuidas por
toda a América do Norte, América do Sul, Eurasia e no norte da Africa (Cubas et al.,
2014; TUCN, 2018).

O Brasil ¢ um dos paises com a maior diversidade de cervideos no mundo, tendo
oito espécies ja reconhecidas: Blastocerus dichotomus, Mazama nemorivaga, M.
gouazoubira, M. nana, M. americana, M. bororo, Odocoileus virginianus e Ozotoceros
bezoarticus (Duarte et al., 2012). Destas, Blastocerus dichotomus e Mazama nana siao
consideradas ameacadas de extin¢ao nacional e classificadas como “vulneraveis” na Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos
Naturais (International Union for Conservation of Nature - IUCN) (Duarte et al., 2015;
Duarte et al., 2016).

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) também conhecido como
suagueté, suacupu, ou guagupucu, € o unico representante do género Blastocerus, sendo
a maior espécie de cervideo da América do Sul e um dos maiores mamiferos brasileiros.
Nesta espécie, os machos podem pesar cerca de 130 Kg e as fémeas até 100 Kg, e ter até
1,27 metros na altura da cernelha. Apresentam grandes chifres ramificados que chegam a
possuir até doze pontas, conforme sua idade e o nivel de sua alimentacao (Duarte, 1996).

Estes animais vém rapidamente desaparecendo de sua area de distribuigdo original
e, como resultado, sua populacdo encontra-se bastante reduzida e fragmentada (Pinder,
1995). Assim, as maiores concentracoes de Blastocerus dichotomus sao encontradas no
pantanal brasileiro (estados de Mato Grosso € Mato Grosso do Sul), na regido da Ilha do
Bananal, area do Araguaia (estados de Mato Grosso e Tocantins), no rio Guaporé (estado
de Rondodnia), nas varzeas do rio Parana (estados de Mato Grosso do Sul, Parana e Sao

Paulo), na regido do Jalapao (Tocantins, Piaui e Maranhdo), no Parque Nacional Grande
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Sertdao Veredas (Bahia e Minas Gerais) e, ainda, em duas regides distintas na Argentina
(Figura 1) (Duarte et al., 2016).

Legenda:
[ Distribuigéo atual

% Area possivel de extingio

Figura 1: Registros de ocorréncia e area de distribuigdo geografica de Blastocerus dichotomus.
Fonte: Duarte et al., 2016.

J& os individuos pertencentes a espécie Mazama nana sao os menores cervideos
do género. Sdo animais que raramente tém o peso superior a 15 kg, altura de cernelha de
45 cm e possuem chifres simples, ou seja, sem ramificagdes. Apresentam como
caracteristica simbdlica suas pernas curtas, de onde origina o seu nome brasileiro (veado-
mao-curta). Estes animais também sdao conhecidos popularmente como veado-ando,
veado-bororé ou veado-cambuta (Duarte, 1996). Contudo, esta espécie ¢ bastante
desconhecida e existem poucas informagdes sobre sua taxonomia, distribuicao e genética
(Duarte et al.,, 2012). Atualmente, devido a diminuicdo e a fragmentacdo de sua
populacao, estes animais podem ser encontrados somente na floresta da Mata Atlantica,
desde o centro do estado do Parana ao norte-leste do Rio Grande do Sul, se estendendo

ao Paraguai e Argentina (Figura 2) (DUARTE, 1996).
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Figura 2: Registros de ocorréncia e area de distribuicdo geografica de Mazama nana.
Fonte: Duarte et al., 2015.

O processo de extingdo destas espécies e a redugdo da sua area de distribui¢ao
original se devem a varias e complexas razdes, dentre elas: o avanco das fronteiras
agricolas e urbanas, o que tem afetado bastante os remanescentes florestais; doencas
introduzidas por bovinos, como lingua azul, febre aftosa, brucelose, ¢ diversas
endoparasitoses; atividades predatdrias de caca; traumas por: veiculos em rodovias,
ataques de cdes domésticos que possuem acesso irrestrito as areas florestais, ou auto-
induzidos devido a brigas entre si ou estresse (Blouch et al., 1998; Navas-Sudrez et al.,
2018).

Existem poucos estudos sobre a incidéncia de doengas e seus efeitos nas
populacdes destes cervideos, mas possivelmente as doengas t€ém implicagdo importante
na redugdo destas espécies no ultimo século. As enfermidades virais e bacterianas,
introduzidas por bovinos ou por outros ungulados domésticos, tém causado significativas
perdas em populagdes de cativeiro, tanto de B. dichotomus quanto de M. nana, além de
ter causado grandes implicagdes socioecondmicas (Duarte, 2001; Duarte et al., 2012). Os
exemplos incluem: febre aftosa (Moniwa et al, 2012); lingua azul (LA) (Lopez-Olvera et

al, 2010; Baldini et al., 2018); diarreia viral bovina (BVD) (Raizman et al, 2009); febre
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catarral maligna (FCM) (Driemeier et al, 2002) brucelose (Miller et al, 2013); e endo e
ectoparasitas (Szaboa et al., 2007; Duarte et al., 2012; Suarez et al., 2018).

Entre as principais causas de mortalidade em cervideos estdo as doengas
hemorragicas virais. Dentre elas, trés causam sintomas clinicamente indistinguiveis:
doenca da lingua azul (LA), doenga hemorragica epizodtica (DHE) e doenca hemorréagica
por adenovirus (DHA) (Cubas et al., 2014; Maclachlan et al., 2015). Dessas, a LA e a
DHE tém gerado significativas perdas em populacdes de cervideos brasileiros em
cativeiro, enquanto a DHA ainda ndo foi identificada no Brasil (Arita et al., 1997;
Kawanami, 2014). De acordo com a Organiza¢do Mundial da Satide Animal (OIE),a LA
e a DHE sdo consideradas doencas de notificacdo obrigatoria e, assim, devem ser

diagnosticadas rapidamente e comunicadas (OIE, 2017).

2.2 Reovirus

A familia Reoviridae apresenta duas subfamilias, Sedoreovirinae e
Spinareovirinae, com 15 géneros no total. S3o virus que apresentam simetria icosaédrica,
auséncia de envelope glicoproteico e possuem um genoma constituido por RNA de fita
dupla (dsRNA) segmentado (Mertens et al., 2005; ICTV, 2019).

Dos reovirus, os virus pertencentes aos géneros Orbivirus e Rotavirus, subfamilia
Sedoreovirinae, sao de grande importancia em medicina veterinaria por ocasionarem
doencgas com graves sinais clinicos e por suas caracteristicas epidemioldgicas (Alfieri et

al, 2017).

2.2.1 Orbivirus

Os Orbivirus receberam este nome pela forma de rosca dos seus capsdmeros
(Orbi, em latim, significa anel) (Mertens et al., 2005). Apresentam 22 espécies conhecidas
que infectam uma variedade de vertebrados, incluindo ruminantes domésticos e selvagens

(ICTV, 2019).
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Dentre as espécies de orbivirus de importancia na veterindria, incluem-se o virus
da lingua azul (Bluetongue virus, BTV) que possui 27 sorotipos conhecidos; o virus da
doenca hemorragica epizootica (EHDV), com sete sorotipos; o virus da peste equina
(African horse sickness virus, AHSV), com nove sorotipos; o virus da encefalose equina
(EEV), com sete sorotipos; e o virus Palyam (Attoui and Mohd, 2015; Jenckel et al., 2015;
Maclachlan et al., 2015; ICTV, 2019). Estas trés tltimas enfermidades ainda ndo foram
relatadas no Brasil e sdo descritas somente nos continentes africano e asiatico.

Nos orbivirus, os virions maduros medem aproximadamente 80 nm de didmetro e
as proteinas que formam a particula viral estdo dispostas em camadas concéntricas
formando um capsideo interno e externo com simetria icosaédrica (Alfieri et al, 2017).
Apresentam um genoma composto por dsSRNA de 10 segmentos (Seg-1 ao Seg-10) com
aproximadamente 19000 pares de bases. Os segmentos genOmicos codificam sete
proteinas estruturais (VP1 a VP7) e quatro proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2,
NS3/NS3a e NS4) (Schwartz-Cornil et al,2008; Ratinier et al., 2011).

O BTV ¢ o protdtipo do género Orbivirus, sendo amplamente estudado e
caracterizado, enquanto o EHDV, apesar de se assemelhar ao BTV em varios aspectos
morfologicos e quanto na patogenia, alguns fatores tanto estruturais, quanto moleculares
ainda ndo foram detalhadamente descritos (Figura 3). Ambos, o capsideo externo ¢é
composto pelas proteinas VP2 e VP5, menos conservadas, sendo a VP2 a responsavel
por estimular a produgado de anticorpos neutralizantes, pela hemaglutinacao e pela ligagao
ao receptor da célula alvo. Portanto, ¢ a principal imunodeterminante do sorotipo dos
virus (Grimes et. al. 1998; Hassan and Roy, 2009). O nucleo interno dos virions ¢
composto por duas camadas constituidas por cinco proteinas (VP1, VP3, VP4, VP6 e
VP7). Dentre elas, as mais abundantes sdo as VP3 e VP7. Enquanto no interior do
subnucleo, que envolve o genoma do virus, estdo presentes, em pequenas quantidades, as
proteinas VP1, VP4 e VP6. As proteinas ndo estruturais sdo produzidas durante a
replicagdo viral e sdo altamente conservadas (Maan, 2008; Ratinier et. al. 2011).

Os orbivirus apresetam um genoma segmentado, contudo cada espécie vai
apresentam variagao no peso molecular de cada segmento. O BTV e EHDV, apresentam

um dsRNA que na corrida de eletroforese difere de outras espécies do mesmo género,
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mas sdao semelhantes entre si (Figura 4). O padrdo dos segmentos de EHDV e BTV
consiste na migracao de 3-3-4 (3-3-3-1), contudo o virus da lingua azul apresenta as
bandas do Seg-7 e Seg-8 bem mais separadas que as do virus da DHE que sdo

indistinguiveis (Maan et al., 2007; Anthony et al., 2009; Belaganahalli et al., 2013).

VP7
VP3

VP1

VP4

Segmentos de dsRNA VP6

Figura 3: Morfologia do virus da lingua Azul. A particula viral do BTV ¢ composta por um
genoma de RNA fita dupla (dsRNA) dividido em dez segmentos, sendo que cada um codifica
uma proteina do virus. O material genético ¢ circundado por trés camadas concéntricas de
proteinas. A camada externa ¢ formada pelas proteinas VP2 e VPS5 e sdo responsaveis pela ligagdo
dos receptores da célula alvo. Depois, vem uma camada formada por VP7, uma proteina trimérica.
Enquanto, o genoma viral ¢ circundado por uma camada interna de proteinas icosaédricas (VP3).
Na superficie interna desta camada estdo formados um complexo de trés proteinas, a RNA
polimerase dependente de RNA (VP1), enzima de cobertura (VP4) e a helicase viral (VP6).
Fonte: Adaptagdo de Roy et al., 2009.

Nos orbivirus, tanto BTV quanto EHDV, devido a natureza dos genomas
segmentados e, dependendo da compatibilidade genética, podem sofrer ressortimento de
seus genes durante co-infeccdes nas mesmas células infectadas. Esse evento pode
envolver virus de um mesmo sorotipo ou diferentes sorotipos. Assim, o “reassortment” ¢

um fendmeno comum e generalizado que, em uma escala de tempo de apenas algumas
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décadas, pode causar grande impacto na composicdo gendmica das amostras de BTV
como ja observado em estudos na Europa (Nomikou et. al. 2015). Esse evento ¢ um dos
responsaveis, juntamente com a mutacao, pela diversidade genética de multiplos sorotipos
diferentes nos orbivirus (Alfieri, et. al. 2017).

Seg-1

Seg-2
Seg-3

Seg-7¢e 8

Seg-10

1 2

Figura 4: Eletroforese em gel do agarose 1% para dsRNAs de BTV e de EHDV. 1 - O RNA
purificado de BTV sorotipo 1; 2 - O RNA purificado de EHDV sorotipo 8. Seg: Segmento.
Fonte: Belaganahalli et al., 2013.

Os sorotipos apresentam variagdo antigénica e viruléncia entre si que vao
influénciar em patogenia e sinais clinicos similares e até distintos nos mesmos
hospedeiros, sendo ja elucidado que até exibem diferentes padrdes de tropismo tecidual
e fetal. Além disso, o sorotipo pode estimular protecdo cruzada com os do mesmo
sorogrupo, sendo bem elucidado em reagdes cruzadas nos testes soroldgicos, mas em
outro grupo diferente geralmente havera pouca ou nenhuma protecdo humoral (Batten, et
al. 2008; Mellor et al., 2009). Assim, a doenga pode ocorrer apds a introdugdo de animais
virémicos infectados com sorotipos exodticos na area, em que os outros hospedeiros
mesmo soropositivos para orbivirus serdo sucesptiveis por ndo possuir prote¢do imune

cruzada (Alfieri et al., 2017).
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2.2.1.1 Epidemiologia

No inicio do século XIX, a doenca de lingua azul ja era bastante conhecida na
Africa do Sul por criadores de animais, sendo denominda de “febre catarral das ovelhas”
ou “febre catarral malarica”. Contudo, as primeiras descri¢des detalhadas da enfermidade
em ovinos foram relatadas por Hutcheon (1902). A LA por muito tempo foi considerada
restrita ao continente, sendo relatado em varios paises, € enquanto naqueles ainda nao
identificados ¢é considerado como area enzodtica da doenca (Mellor et al., 2009).

Mesmo o LA ser de origem africana, atualmente a enfermidade ¢ considerada
como uma doenga infecciosa distribuida em regides tropicais e subtropicais ao redor do
mundo. Assim, o BTV tem sido relatado também na Europa, Oriente Médio, Australia,
Pacifico Sul, Estados Unidos, Américas do Norte ¢ do Sul e em algumas regides da Asia
(Mellor et al., 2009; Ostlund, 2015). Na América do Sul, os Unicos paises que isolaram o
BTV de animais infectados foram Brasil, Argentina, Guiana Francesa e Equador (Lager
et al., 2004; Viarouge et al., 2014; Lobato et al., 2015; Verdezoto et al., 2017).

A infecgdo pelo EHDV esta amplamente distribuida pelo mundo, sendo j4 relatada
e presente na Australia (Weir et al., 1997), Asia (Shirafuji et al., 2017), Europa
(Eschbaumer et al., 2012), paises africanos (Lee et al. 1974; Cétre-Sossah et al., 2014) e
na America (Stevens et al. 2015). Na América do Norte, a infecgdo ¢ considerada, junto
com a lingua azul, a doenga mais importante dos cervideos, sendo ja isolado os sorotipos
1,2 e 6 de EHDV (Ostlund, 2015). Na Australia, foi isolado os sorotipos 1,2, 5,6,7 ¢ §;
os sorotipos 1,4 e 6 foram identificados na Africa; no Oriente Médio ocorreram surtos
pelos sorotipos 6 ¢ 7, enquanto os sorotipos 2, 5 , 6 e 7 foram identificados na Asia
(CFSPH, 2016; Shirafuji et al., 2017). Na América do Sul, ja foram identificados animais
soropositivos para o virus, sendo que na Guiana Francesa conseguiu-se isolar o EHDV-1
e EHDV-6 (Viarouge et al., 2014) e no Equador foi identifcado e também isolado EHDV-
1 em bovinos assintomaticos (Verdezoto et al., 2017). Na Argentina, ainda ndo foi
relatada DHE, contudo o BTV sorotipo 4, ja foi detectado e isolado de rebanhos sentinelas

(Lager et al., 2004).
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Outras espécies de orbivirus, como o0 AHSV, o EEV e o virus Palyam, tem sido
somente identificado e relatado nos continentes africano e asiatico (Attoui and Mohd,
2015; Jenckel et al., 2015; ICTV, 2019).

A principal forma de transmissdo da dos orbivirus ¢ pela picada de insetos do
género Culicoides, que atuam como vetores bioldgicos. Assim, a distribui¢cdo e os surtos
da doenca estdo intimamente ligados ao crescimento da populacdo dos vetores e por isso
ocorrem principalmente nos periodos quentes e umidos que sdo mais favoravel a
proliferacdo desses insetos (Stallknecht and Howerth, 2004). As mudancas climaticas
colaboram para o aumento na capacidade vetorial das populacdes de insetos em areas
anteriormente livres do virus (Zuliani et al., 2015). Como exemplo, em 2012, no estado
de Michigan (EUA), houve surtos severos de DHE, devido a expansao de alcance dos
vetores em rebanhos suscetiveis de areas antes ndo endémicas, que resultou na morte de
mais de 14.000 veados-de-cauda-branca (Stevens et al. 2015).

As diferentes espécies de Culicoides, além de possuirem preferéncia por
hospedeiros, podem apresentar variacao na susceptibilidade ou na resistencia a infec¢ao
por diferentes sorotipos, o que pode explicar na distribuicao regional dessemelhante dos

mesmos em varios paises (Gibbs and Greiner, 1994).

2.2.1.2 Orbivirus no Brasil

Em 1980, foi identificado e isolado BTV sorotipo 4 em um rebanho bovino zebu
exportado do Braisl para os Estados Unidos da América (EUA), sendo o primeiro relato
de animais brasileiros infectados com orbivirus (Groocock and Campbell, 1982). Ja em
2001, foi descrito um surto da doenca de lingua azul (LA) no Parana acometendo ovinos
e caprinos, sendo depois isolado o BTV sorotipo 12 (Clavijo et al., 2002).

Apesar da maior parte do territorio brasileiro ser endémica para LA, ainda se sabe
pouco sobre os sorotipos de BTV presentes no pais, sendo que diversos estudos
demonstram que o virus ¢ amplamente difundido no Brasil, infectando diferentes espécies

de ruminantes (Lobato et al., 2015).
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Nas regides sul e sudeste, pelo menos 11 sorotipos de BTV ja foram identificados
por RT-PCR e isolados acometendo ruminantes domésticos e selvagens. Em 2001, o
sorotipo 12 foi identificado a partir do surto em ovinos e caprinos no Parana (Clavijo et
al., 2002). Em 2009, houve ovinos acometidos com LA no Rio Grande do Sul, sendo
posteriormente isolado o sorotipo 12 (Antoniassi et al., 2010). J& em 2013, o sorotipo 4
foi isolado de de ovinos no Rio de Janeiro (Balaro et al., 2014; Matos et al., 2016).
Enquanto, em 2014, foi isolado os sorotipos 1, 4 ¢ 17 de um surto de LA em ovinos
também no Rio Grande do Sul (Guimaraes et al., 2017). Em estudo de Gasparini et al.
(2017), também identificaram e isolaram o BTV do sorotipo 4, 8, 10 e 16 do sémen de
touros assintomaticos no sudeste do Brasil (Figura 5). Por fim, em 2015 e 2016, veados
bororos vieram ao 6bito com doenca hemorragica no estado do Parana e foi identificado
e isolado os sorotipos 3, 14, 18, 19 e 22 (Baldini et al., 2018). Em estudo realizado por
Matos et al. (2016), BTV sorotipo 17 foi isolado de ovinos brasileiros, do Rio Grande do
Sul, com sinais clinicos caracteristicos da doenca e foi realizado o sequenciamento
completo do genoma.

No comeco da década de 90 ocorreram os primeiros relatos de cervideos com

sinais clinicos e lesdes muito sugestivas de doengas hemorragicas na regido do sul do
pais, porém ndo foi realizado o diagnostico e o agente etioldgico envolvido ndo foi
identificado (Arita et al., 1997; Duarte et. al, 2012).
Em 1999, foi realizado um levantamento soroldgico com ELISA competitivo em 22
cervideos de cativeiro da espécie Blastocerus dichotomus nos estados de Sao Paulo e
Mato Grosso do Sul. Foi revelado que 74% dos animais eram soropositivos para EHDV,
88% soropositivos para BTV e 60% imunoreagentes para ambos os virus (Pandolfi,
1999). Em outros estudos, foi realizada a sorologia de 107 cervos-do-Pantanal de vida
livre em Sao Paulo e obteve-se prevaléncia elevada de 71% de animais positivos para
EHDV (Montassier et al., 2001).

Em 2008, um cervideo da espécie Mazama nana veio ao 6bito com sinais clinicos
sugestivos de doenca hemorragica viral no zooldgico Pomerode no estado de Santa
Catarina. As amostras de coracdo, pulmao, intestino e figado do animal foram

encaminhadas para o LPVA-UFMG para os devidos diagnostico. Assim, foi identificado
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o EHDV por PCR e isolado o virus em células de mamifero e ovos embrionados, € em
seguida, realizado o sequenciamento, em que foi identificado o sorotipo 2. Essa foi a
primeira descri¢ado de EHDYV isolado no Brasil e demonstrou também a susceptibilidade

de cervideos da espécie Mazama nana ao virus (Favero et al., 2013).

[ BIV1,2,6,10,12,13,17, 24" |

B1V4,8,10,16"

¥ Symptomatic Bluetongue - BTV

¥ Asymptomatic Bluetongue - BTV

*' Epizootic Haemorrhagic Disease - EHDV
¥ Asymptomatic EHDV

Figura 5: Isolamento e identificagdo de Orbivirus em ruminantes domésticos e silvestres na
América do Sul.

Fonte: Lobato et al. (2015). ! Groocock and Campbell, 1982, ? Clavijo et al., 2002, * Gorsch et
al., 2002, > Antoniassi et al., 2010, ® Favero et al., 2013, 7 Legisa et al., 2013, ® Balaro et al., 2014,
% Gasparini et al., 2017, '° Guimaries et al. 2017, ' Matos et al. 2016, '? Viarouge et al. 2014.
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Foi realizado um estudo retrospectivo de cervos das espécies B. dichotomus e
Mazama gouazoubira, de 1995 a 2015, a partir de um banco de amostras do Laboratério
de Patologia Comparada da Vida de Silvestres (LAPCOM) da Universidade de Sao Paulo
(USP). Dos 207 animais analisados, houve bastantes achados macroscopicos ¢
microscopicos sugestivos de doenga hemorragica viral, no entanto, o diagnostico
molecular ndo pode ser realizado (Navas-Suarez et al., 2018).

Em outro estudo retrospectivo, foi selecionado material de arquivo (blocos de
parafina) de necropsias realizadas no ano de 1994 a 2011, no Departamento de Patologia
Veterinaria da Universidade Estadual de Sao Paulo (Unesp) tecidos de 42 cervideos de
vida livre e cativeiro que vieram a 6bito com lesdes macroscopicas sugestivas de doenca
hemorragica. Das amostras analisadas e testados no RT-PCR, todas foram negativas para
adenovirus e EHDV, enquanto sete animais foram positivos para o virus da lingua azul
seis jovens e uma fémea adulta, utilizando uma técnica de RT-PCR em tempo real com
RNA extraido das amostras parafinizadas (Kawanami, 2012).

Outro trabalho epidemioldgico do mesmo grupo de pesquisa foi realizado para
pesquisar a doenga da lingua azul em cervideos pertencentes ao Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE) e nos ruminantes domésticos proximos a regido.
Foram identificados 47,43% dos cervideos, 90,9% dos bovinos, 55,49% dos ovinos e
19,56% dos caprinos soropositivos no IDGA. Pela técnica de ELISA competitivo foram
reagentes ao BTV: 38,46% dos cervideos, 93,18% dos bovinos, 60,69% dos ovinos e
23,91% dos caprinos. Dos 46 cervideos que vieram a 6bito e dos quais foi realizado o
RT-gPCR de seus tecidos, quatro foram positivos para o virus da lingua azul (Kawanami,
2016).

Em 1990, ocorreu o primeiro relato de oObito com hemorragia sistémica e
generalizada da espécie Mazama nana no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu
Binacional (CASIB) da Itaipu Binacional, no Parana. Desde entdo, apesar do sucesso na
reproducdo dos cervideos em cativeiro, anualmente vérios animais vém a Obito com
sintomatologia e lesdes compativeis a doengas hemorragicas nos periodos de margo a

junho (Duarte et al., 2012; Baldini et al., 2018).
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A Usina Hidroelétrica (UHE) Itaipu Binacional foi construida no ano de 1970, no
rio Parand, ao longo da fronteira entre o Brasil e o Paraguai, sendo pertencente a ambos
os paises. O processo de construg¢ao e desenvolvimento da usina alterou bastante o meio
ambiente além das margens da represa. Assim, a Itaipu Binacional tem desenvolvido, ao
longo dos anos, projetos para recuperar areas degradadas, de educa¢do ambiental, de
preservacao da fauna e flora por iniciativas da usina para promover a sustentabilidade em
sua area de influéncia (Giovanin et al., 2016).

Itaipu Binacional apresenta oito reservas e refugios bioldgicos em uma area
protegida de 41.039 hectares, composta de mata nativa e trechos de reflorestamento. Esses
locais tém o objetivo de auxiliar nas agdes fiscalizadoras de protecdo ambiental, e garantir
a protecdo e conservacao de espécies animais e vegetais ameacadas (ITAIPU, 2010;
Giovanin et al., 2016). O refiigio de Bela Vista estd instalado em uma area de 1.920
hectares na margem brasileira da usina, em Foz do Iguagu (PR) (ITAIPU, 2010). O
refugio abriga o zoologico Ribas Lage, CASIB e um hospital veterinario que oferece
atendimento ambulatorial e clinico aos animais (Giovanin et al., 2016).

O CASIB tem a capacidade de abrigar at¢ 300 animais, sendo que ja reproduziu
aproximadamente 800 animais de 42 espécies, tendo uma taxa de sobrevivéncia dos
filhotes de 70% (Giovanin et al., 2016). Este recinto tem focado na pesquisa, na
conservagao e reproducao de espécies ameagadas de extingdo. Assim, tém sido
implementados a criagdo e reproducao de cervos Mazama nana, além de outras espécies
de cervideos, com intuido de conservacdo e preservagdo destes animais (Duarte et al.,
2012). Contudo, apos dois anos do inicio do programa, os cervideos vém ao 6bito com
doenca hemorragica. O veado-mao-curta ndo € a Gnica espécie afetada no recinto, sendo
que outras como Mazama gouazoubira e Blastocerus dicothomus, também sao
acometidos e apresentam uma taxa de mosrtalidade de 100% quando infectados e
apresentando o curso clinico. Os laudos de necropsia e de histopatologia de tecidos destes
cervideos tém sugerido a ocorréncia de doengas virais. Assim, apesar do diagndstico
presuntivo, a identificagdo do agente etioldgico envolvido permanecia indeterminado

(Duarte et al., 2012).
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Em 2014 foi observada no CASIB uma soroprevaléncia de 3,12% para o BTV na
populagao de Mazama nana. No ano de 2015 e 2016, quatro animais vieram ao 6bito no
criadouro apresentando sinais de doenga hemorragica, e as amostras foram enviadas para
o LPVA-UFMBG. Foi identificado a infecgdo por orbivirus em todas as amostras através
do RT-qPCR, e em seguida, realizado o sequenciamento do Seg-2 da proteina viral VP2
para determinar os diferentes sorotipos de BTV (BTV-3, BTV-14, BTV-18, BTV-19 ¢
BTV-22) (Baldini et al., 2018). Em 2017, nove animais vieram também ao oObito por
hemorragia generalizada, sendo sete identificados por RT-qPCR positivos para orbivirus,
sendo um infectado com BTV-24, um com EHDV-2 ¢ cinco cervideos com EHDV-1,

sendo um deles co-infectado com BTV-12 (Matos et al., 2018).

2.3 Doenga hemorragica epizooética

A DHE ¢ um arbovirose, aguda, altamente infecciosa, contudo, ndo contagiosa,
que acomete ruminantes silvestres, principalmente os cervideos e raramente os animais
domésticos (Maclachlan et al., 2015). O primeiro relato descrito foi em 1955, num surto
em Newlersey (Estados Unidos - EUA) em cervos de cauda branca (Odocoilius
virginianus), onde foi realizado o isolamento do EHDV de um destes animais (Shope et
al., 1960).

Atualmente, o EHDV ¢ classificado em sete sorotipos diferentes (1,2, 4,5,6,7 ¢
8). O sorotipo 3 foi incluido como EHDV-1; 0 EHDV-9 foi agrupado no sorotipo EHDV-
6 (Anthony et al., 2009); e o virus Ibaraki, que teve seu primeiro relato em bovinos no
Japao em 1959, foi considerado como EHDV-2 (Uchinuno et al., 2003).

Em contraste ao BTV, o EHDV apresenta maior morbidade e mortalidade entre
ruminantes selvagens do que em ruminantes domésticos. Os dados de EHDV nos
cervideos ¢ limitado, mas dependendo da espécie vao apresentar taxas de morbidade e
mortalidade de até 90 a 100% (Stallknecht and Howerth, 2004; CFSPH, 2016; Baldini et
al., 2018). Assim, o virus da DHE possui grande impacto na preservagdo dos cervideos,
pois pode reduzir drasticamente a populagcdo desses animais em uma determinada area

(Maclachlan et al., 2015).
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A doenga causada pelo EHDV apresenta um periodo de incubagdo do 5 a 10 dias

e possui patogenia semelhante ao BTV. Ambos os virus sdo transmitidos para os

hospedeiros através da picada do vetor Culicoides infectado. Os virus replicam

inicialmente no local da picada, na pele, em células endoteliais e células do sistema

linforeticular (Darpel et al., 2007). Os macrofagos e células dendriticas carreiam os virus

até os linfonodos regionais proximos, onde ocorrera a replicacdo primaria. Depois, ha

propagacdo do virus associada com eritrdcitos e leucdcitos para outros 6rgaos linfoides

(bago, linfonodos, timo, medula 6ssea) (Alfieri et al, 2017). Esses virus se replicam

principalmente nas células endoteliais de diferentes 6rgaos, uma caracteristica marcante

na sua patogenia. A lise dessas células leva a lesdo nos capilares, edema, hemorragias e

coagulacdo intravascular disseminada (Figura 6) (Howerth, 2015).

Células dendriticas carreando o
virus para os linfonodos

Ab Citocinas

Viremia prolongada

Citocinas

Mediadores vasoativos, citocinas, necrose endotelial Replicagdo no

\ I ’ linfonodo regional

Replicagdo no endotélio e células
mononucleares fagociticas

Disseminagao do virus
para outros 6rgaos
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Figura 6: Esquema da patogenia do virus da doenga hemorragica epizodtica (EHDV) em

cervideos.

Fonte: Adaptacdo de Howerth, 2015.
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O EHDV se liga a glicoforinas na superficie dos eritrocitos, onde permanecem em
invaginagdes da membrana. Assim, o virus fica protegido dos anticorpos circulantes por
longos periodos, resultando em viremia mais prolongada, que proporciona um maior
periodo de transmissao do agente para os vetores (Alfieri et al., 2017). Os cervideos
podem apresentar uma viremia de até 60 dias, enquanto nos bovinos ¢ bem mais longa
com até 100 dias, tornando-se importantes na epidemiologia da doenga (Howerth, 2015;
Alfieri et al., 2017).

Ha uma resposta imune inicial com produgdo de interferon-1, que ¢ importante
para determinar o curso da enfermidade. Nos veados-de-cauda-branca, apds a infec¢do
com EHDV- 2, o pico da viremia e os niveis de interferon- 1 se correspondem (Quist et
al. 1997). Esta resposta ¢ semelhante ao que ocorre com ovinos infectados com BTV
(Foster et al. 1991).

A intensa replicacdo em células mononucleares e endotélio vascular estimula a
producdo e liberagdo de outras citocinas inflamatdrias, como a interleucina- 1 (IL- 1) e
de mediadores vasoativos, como exemplo o 6xido nitrico. Assim, vao levar a produgao
de reagentes de fase aguda, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
ocasionando febre, hiperemia e exsudacdo de fluido nos tecidos e cavidades adjacentes,
levando posteriomente vasculite com lise das células endoteliais (Howerth, 2015).

Apos 7 a 14 dias da infecgdo, os animais desenvolvem resposta imune humoral,
com a produgdo de anticorpos neutralizantes e nao neutralizantes. No entanto, o virus
ainda pode coexistir com altos titulos de anticorpos por tempo variavel, por se ocultarem
nas membranas das hemacias (Alfieri et al., 2017).

Os sorotipos apresentam variagdo antigénica e de viruléncia entre si que vao
influénciar na patogenia e sinais clinicos diferente nos animais afetados. Isso ¢
evidenciado nas infecgdes naturais e experimentades de EHDV em bovinos que ¢
subclinica ou assintomatica, porém o sorotipo 2 (virus Ibaraki) e recentemente estirpes
descritas de EHDV-2, 6 e 7 causaram doenca entre os bovinos de varios paises. Os surtos
de DHE foram relatados entre bovinos no Mediterrineo Bacia, Ilha da Reunido, Africa

do Sul e Estados Unidos (Maclachlan et al., 2019).
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Os cervideos desenvolvem doenca clinica com todos os sorotipos de EHDV,
contudo dependendo da espécie e subespécie, a suscetibilidade ao virus ¢ maior (Ruder
etal., 2015). E o caso das subespécies de cervos de cauda branca do Norte, O. virginianus
borealis, demonstrou ser altamente suscetivel a infec¢ao fatal com sorotipos 1 e 2 quando
comparada com uma subespécie do sul, O. virginianus texanus (Gaydos et al., 2002a). A
espécie Mazama nana também foi descrita como muito susceptiveis ao sorotipo 1 € 2 com

uma taxa de 100% de mortalidade (Matos et al., 2018).

2.3.2 Sinais clinicos

Os cervideos infectados com EHDV podem apresentar desde sinais clinicos
subclinicos até hemorragias sistémicas e generalizadas, chegando até ao obito (Fischer et
al., 1995).

A DHE pode ser classificada em doenca hemorrdgica superaguda, aguda ou
cronica. A forma superaguda caracteriza-se por febre, anorexia, fraqueza, dispneia,
edema acentuado na cabega, pescoco e lingua. Na forma aguda, além dos mesmos sinais
clinicos da forma superaguda, observa-se extensivas hemorragias em varios tecidos.
Geralmente ha salivagio excessiva e descarga nasal que pode vir com sangue. Ulceras na
lingua, gengiva, palato, rtimen e omaso podem ser observadas. Na forma cronica o animal
fica acometido por semanas, porém gradualmente se recupera da doenca, podendo ser
observadas apenas formagdes anelares nos cascos. As duas primeiras formas descritas
possuem altas taxas de mortalidades em cervideos (Prestwood et al., 1974).

Os casos clinicos observados em cervos de cauda branca variam da forma
superaguda, com morte dentro de 36 horas, a um curso mais crénico com 0s animais que
permanecem doentes por diversas semanas. Em muitos casos, ocorre febre, anorexia,
letargia, fraqueza, claudicacdo, dispnéia e edema na cabeca e pescogo. As ulceras e as
erosdes na cavidade oral geralmente conduzem a salivagdo e descarga nasal excessiva,
que podem ser sanguinolentas. Diarréia e desidratacdo também ja foram observadas e as
mortes sao comuns durante o estagio agudo da doenca (Stallknecht and Howerth, 2004;

CFSPH, 2016).



47

Em bovinos, o curso clinico é comumente assintomatico, contudo em infec¢oes
com EHDV-2/Ibaraki podem ser observados severos sinais clinicos com febre, lesdes
erosivas e ulcerativas na cavidade oral e na mucosa esofagica, bem como edema na pele,
além da presenga de problemas reprodutivos. A mortalidade pode atingir até 10% do
rebanho (Uchinuno et al., 2003).

Em cervideos, o principal diagnostico diferencial para DHE sdo outras doencas
hemorragicas virais, que causam sintomas clinicamente indistinguiveis como: LA,
doencga hemorragica por adenovirus (DHA) (Cubas et al., 2014; Maclachlan et al., 2015)
e febre catarral maligna (FCM), sendo que na tltima, a formagao de trombos ¢ mais dificil
(Russell et al., 2009). Outras doencas que devem ser consideradas no diagnostico
diferencial sdo as verminoses, intoxicacgao, febre aftosa e fotossensibilizagdo. Em bovino
as principais doengas diferenciais sdao a LA, FCM, febre aftosa, estomatite vesicular,
diarréia viral bovina/doenga das mucosas e rinotraqueite infecciosa bovina (Williamson

et al., 2008; OIE, 2009).

2.3.3 Lesdes macro e microscopicas

Em relagdo as lesdes macroscopicas observadas, nota-se, geralmente, edema,
petéquias e hemorragia generalizada e sist€émica, causada por lesdo vascular (Fischer et
al., 1995).

As lesdes em cervos de cauda branca sdo caracterizadas por lesdes hemorragicas
e edema de gravidade e extensdo variados. Petéquias, equimoses ¢ hemorragias podem
ser encontrados em varios Orgdos e tecidos, podendo ser generalizadas. Locais
comumente afetados incluem as mucosas orais, pele, casco, tecidos subcutaneos e
visceras, especialmente o coracao, aorta, base da artéria pulmonar, trato gastrointestinal,
linfonodos, bexiga e cavidades peritoneais. Areas de erosdes e ulceragdes sdo encontradas
no trato gastrointestinal, incluindo a boca, o rimen e o omaso. O edema pulmonar pode
ser visto em alguns casos. As lesdes necrodticas sdo detectadas no palato duro, na lingua,

na gengivas, no esofago, na laringe, no rimen e no abomasso. Alguns animais podem ter



48

anéis ou depressdes nos cascos (Quist et al. 1997; Cubas et al., 2014; Maclachlan et al.,

2015) (Figura 7).

Figura 7: Achados macroscopicos e microscopicos de cervos de cauda branca experimentalmente
infectados com o virus da doenca hemorragica epizootica sorotipo 6 que vieram ao Obito. A:
mucosa oral. Papilas orais com hemorragia nas pontas. B: mucosa oral. Mineralizagdo e necrose
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focal na derme superficial e necrose epitelial com hemorragia no estrato corneo paraqueratético
subjacente. Ha inflamagdo perivascular leve na derme superficial. H&E. C: parede corporal com
pele refletida. Hemorragias equimdticas ao longo da féscia. D: casco. Hemorragia extensa ao
longo da interface entre o corio e a parede interna do casco. H&E. E: pulmao. Congestao difusa
e colapso devido a edema pulmonar grave. Ha hemorragias no pericardio. F: testiculo. Inchado
(edematoso) no testiculo e o corddo espermatico e o parénquima testicular ha hemorragias mal
definidas. G: testiculo. Hemorragia intersticial generalizada. H&E. H: coracao e artéria pulmonar.
Hemorragias caracteristicas na superficie adventicia da base da artéria pulmonar. Inser¢ao
corresponde a area de hemorragia adventicia mostra hiperemia contendo trombos de fibrina e
inflamacdo perivascular leve. H&E.

Fonte: Ruder et al., 2015.

Nos veados-borords (Mazama nana) foram observadas cianose e petéquias na
mucosa oral, lingua e mucosa gastrointestinal, na bexiga e no endocardio e alcas
intestinas, € bago e linfonodos hemorragicos. J4 nos pulmdes observou-se congestao,
petéquias e edema pulmonar (Favero et al. 2013).

As principais lesdes histopatologicas, incluem danos endoteliais, vasculites
disseminadas, associadas com trombose, hemorragias, degeneragdo e necrose. Observa-
se também infiltrado linfoplasmocitario, congestao e hipertrofia das células endoteliais
dos vasos sanguineos (Cubas et al., 2014; Alfieri et al, 2017) (Figura 7).

Em relatos de DHE em veados-de-cauda-branca (Odocoilius virginianus) foram
observados acimulo de globulos vermelhos no parénquima do baco, nos linfonodos e em
uma parcela da regido medular dos rins. H4 uma intensa hemorragia em todas as camadas
dos estdmagos e das paredes do intestino. A musculatura do coragdo, assim como as
paredes dos grandes vasos sanguineos dentro do térax, apresentam-se hiperémicas e com
extensas hemorragias. No pulmao, observou-se também lesdes hemodindmicas nas
paredes e espacos alveolares. Os rins, de alguns animais, apresentaram areas focais de
necrose tubular, possivelmente devido diminuicdo de fluxo sanguineo e
consequentemente a hipoxia. Foi constatado, na maioria dos tecidos, vasos sanguineos
dilatados e hiperémicos (Shope et al., 1960; Maclachlan et al., 2015).

Num estudo retrospectivo, estudando cervos neotropicais do Brasil, com as
espécies Blastocerus dichotomus € Mazama gouazoubira, identificou-se lesdes sugestivas
de orbivirus. Neste trabalho verificou-se achados relativamente comuns de hemorragia

sistémica, envolvendo predominantemente os pulmdes, os rins ¢ o figado, e menos
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frequentemente os intestinos, a bexiga e as gonadas. Nas lesdes histopatoldgicas foram
identificados dano endotelial generalizado, edema, trombose ¢ hemorragia. Na lingua
havia hemorragia aguda focal na camada muscular e na submucosa glossal, necrose
vascular fibrinoide focal, poucos linfocitos e fibras de colagénio perivascular (Navas-
Suérez et al., 2018). Contudo, a semelhanga de sinais clinicos e achados macroscopicos
de BTV e EHDV, nio foi possivel chegar um diagndstico final devido a falta de testes
laboratoriais que confirmam o agente etiologico.

Fox et al. (2015) verificaram nos testiculos de animais infectados com EHDV,
orquite, vasculite, edema e degeneragdo tubular, fibrose e mineralizagdo, entretanto nao
foram observadas lesdes hemorragicas. Enquanto estudos de Ruder et al. (2015),
observaram hemorragia no intersticio dos testiculos com 12 dias de infec¢ao em cervideos

experimentalmente infectados com EHDV.

2.3.4 Diagnostico

As doencas hemorragicas virais que acometem os cervideos, destacando LA e
DHE, podem causar prejuizos de forma direta ou indireta ao comércio dos animais
domésticos, além de ameacar a sanidade da fauna silvestre, demonstrando assim a
importancia da realizagdo adequada do diagnostico. Os sinais clinicos e as lesdes macro
e microscopicas observadas nas enfermidades supracitadas sao indistinguiveis, sendo o
diagnéstico laboratorial essencial para identificacdo do agente etiologico envolvido, além
de ser uma ferramenta necessaria para a vigilancia epidemioldgica. O Codigo Sanitario
para os Animais Terrestres da OIE aborda aspectos importantes quanto ao diagndstico
destas enfermidades, além de especificar normas e medidas que devem ser seguidas pelos
paises membros da OIE para a realizagdo de notificagdes em casos de ocorréncia e estudos
de prevaléncia tanto de LA quanto de DHE (Wilson et al., 2015; OIE, 2016).

Os métodos de diagnostico geralmente realizados para DHE e LA incluem:
isolamento viral, sorologia e deteccdo do material genético do agente (OIE, 2017). O
primeiro era realizado em passagem primaria por inoculacdo intravenosa de ovos de

galinha embrionados (ECE) (Gard et al., 1988). Atualmente realiza-se com frequéncia o
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isolamento em cultivo de células de insetos ¢ de mamiferos. As BHK-21 (células de rim
de hamster recém-nascido) e as cé¢lulas VERO (células de rim de macaco verde africano)
sao bastante usadas para detec¢do de efeito citopatico visivel (ECP) desencadeadas pelos
orbivirus. As células de mosquito, Aedes albopictus clone C6/36 e de Culicoides
sonorensis (KC), ndo apresentam ECP, mas quando infectados pelos orbivirus, permitem
uma intensa replica¢do viral, por serem bastante adaptadas ao agente. O isolamento viral,
mesmo sendo excelente para a deteccdo do agente (teste padrdo ouro), ¢ um método
laborioso e demorado (Maclachlan, 2015; Wilson et al., 2015; OIE, 2016).

Os testes sorologicos sdo extensivamente utilizados para avaliagdo da prevaléncia
e incidéncia dos orbivirus, sendo os mais utilizados: a imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), a soroneutralizacao (SN) e o ELISA (Afshar, 1994). Esses métodos baseiam-se
na identificagdo de anticorpos especificos contra os virus, contudo a sorologia desmonstra
apenas que o animal foi exposto ao patdgeno e ndo necessariamente indica a presenca do
agente infeccioso no organismo do animal (Wilson et al., 2015). O IDGA ¢ muito
utilizado na investigacdo epidemioldgica das doengas LA e DHE, contudo ¢ um teste
pouco especifico e pode haver algum nivel de reagdo cruzada entre estes virus. A SN
detecta anticorpos sorotipo-espécificos para BTV e EHDV, contudo por ter custo alto e
ser laborioso, ¢ mais usado na mensuracao da resposta imune a vacinagdo, quando ja se
conhece o sorotipo viral a ser utilizado no teste (Afshar, 1994; OIE, 2016).

As técnicas moleculares sao utilizadas para identificacdo do material genético do
agente e podem ser realizadas pela transcri¢ao reversa, seguida por reagdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) convencional ou em tempo real (RT-qPCR) (Toussaint et al., 2007;
Clavijo et al., 2010; Schroeder et al., 2013; Maan et al., 2016). Por ser um teste rapido,
bastante sensivel e por ser possivel a utilizacdo de amostras frescas, congeladas ou até
mesmo fixadas para identificacdo do RNA viral, a técnica de RT-PCR vem sendo cada
vez mais usada no diagndstico de BTV e EHDV em diversos laboratorios, e varios ensaios
jé& foram desenvolvidos, incluido PCR multiplex em tempo real para distinguir BTV de
EHDV (Wilson et al., 2009). Entretanto, ha necessidade de um corpo técnico qualificado
para executar os testes, que tém alto custo e o material genético para ser identificado deve

ter boa qualidade (Wilson et al., 2015). Além disso, um aspecto bastante negligenciado
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na técnica de PCR ¢ a selecdo da amostra e método de extracdo do acido nucleico, pois
durante a extragdo de RNA de sangue com EDTA, a qual ¢ uma amostra muito comum
no diagndstico de BTV, tem que ter cuidado com a imunoglobulinas, que podem
neutralizar o virus e interferir no isolamento viral (Wilson et al., 2015).

O sangue ¢ a amostra de elei¢do para diagndstico, contudo, outros materiais como
sémen e tecidos podem ser usados para isolamento do virus e para extracdo do material
genético (Clavijo et al., 2002). Para identificacdo do EHDV e BTV por PCR, sdo
utilizados primers especificos para o gene do segmento 9 e 10, respectivamente, que
codificam protéinas bastantes conservadas dos virus (Orru et al., 2006; Maan et al., 2016).
O gene do segmento 10 apresenta alta semelhanda das sequéncias de nucleotideos da
protéina NS3/NS3A entre sorotipos de BTV, sendo entdo muito utilizado para o
diagnostico (Orru et al., 2006). No EHDV a detec¢do dos genes das proteinas naos
estruturais sdo bastante utilizatas no PCR (Clavijo et al., 2002). Contudo no estudo de
Maan et al. (2016), também demontraram a eficiéncia no uso de primers especificos para
a helicase viral VP6 (codificada por Seg-9) que ¢ também bastante conservada entre o
sorogrupo/espécie do virus. Enquanto, para determina¢do do sorotipo dos virus, ¢
geralmente realizado o sequenciamento das amostras do segmento 2 que codifica a
proteina viral VP2, que a a principal imunodeterminante do sorotipo dos EHDV e BTV

(Hassan and Roy, 2009; Sailleau et al., 2012).

2.3.4.1 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ), € o conjunto de metodologias que usam anticorpos
marcados como reagentes que vao estabelecer ligagdo com antigenos presentes nos
tecidos e possibilita a visualizagdo da presenga do antigénio desejado nas células e nos
tecidos por meio da cor que se forma pelos complexos antigeno-anticorpo (Ferro, 2013).
A imuno-histoquimica desempenha um papel importante em varias areas da patologia,
incluindo patologia oncologica, hematopatologia e no diagndstico de doengas infeciosas

e degenerativas (Orakpoghenor et al., 2018).
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A técnica de IHQ, ao contrario das técnicas previamente descritas, garante uma
avaliacdo detalhada das estruturas afetadas, associada a distribui¢ao tecidual dos
antigenos. E um método de diagndstico que correlaciona a lesdo histologica com o agente
infeccioso, pois ha circunstancias em que a presen¢a do agente pode ser apenas incidental
e nao estar relacionada com a doenga clinica (Wilson et al., 2015).

A THQ foi iniciada com o método direto, sendo posteriomente melhorada com
outras técnicas indiretas que aperfeigoaram ainda mais sua sensibilidade. O método direto
envolve somente uma etapa com anticorpo marcado e o antigeno nas sec¢des de tecido
(Figura 8-A). Embora este método seja simples e rapido, tem uma sensibilidade muito
menor do que os outros métodos indiretos que sdo frequentemente utilizados (Ferro,

2013; Orakpoghenor et al., 2018).

Figura 8: Principais técnicas de imuno-histoquimica. A: Método direto. B: Método indireto. C:
M¢étodo Peroxidase Anti Peroxidase (PAP). D: Método da avidina-biotina. E: Método do
complexo streptavidina-biotina. F: Método por polimero marcado. Ag: Antigeno; Ac 1: Anticorpo
primario; Ac 2: Anticorpo secundario; M: Marcador; Enz: Enzima; Triangulo vermelho: biotina;
“X” azul: avidina.

Fonte: Adaptacdo de Ferro, 2013.

Ja nos métodos indiretos, a técnica simples envolve o uso de um anticorpo
primario ndo marcado que se liga ao antigeno alvo, sendo seguido pela reagdao de um
anticorpo secundario marcado (Figura 8-B). Assim, o anticorpo secundario reconhece a
IgG da espécie animal na qual o anticorpo primdrio foi produzido. A ligacdo de varios
anticorpos secundarios a cada anticorpo primario torna o método indireto mais sensivel

que o direto (Orakpoghenor et al., 2018).
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Dentre os outros métodos indiretos, o da peroxidase anti-peroxidase (PAP) utiliza
trés tipos de reagentes. Assim, o anticorpo secundario faz uma ponte ligando-se com uma
por¢do Fab no anticorpo primario e outra porc¢ao livre no complexo PAP. Este método ¢
bem mais sensivel que os outros descritos e permite uma diluicdo maior do anticorpo
primario o que leva a uma diminui¢do da marcacdo inespecifica (Figura 8-C) (Ferro,
2013).

O método da avidina-biotina consiste na conjugagao do anticorpo secundario com
a biotina que € uma proteina existente em grande quantidade na gema de ovo. A biotina
apresenta uma liga¢do quimica ndo covalente extremamente forte e rapida com avidina,
que consiste em uma glicoproteina com uma estrutura capaz de se ligar a quatro biotinas.
Esta avidina geralmente estd marcada com uma variedade se substancias podendo ser uma
enzima ou fluorocromo. Esta técnica possui uma alta sensibilidade, ja que um anticorpo
pode ter ligado 150 moléculas de biotina, e uma grande versatilidade com outros métodos
de diagnostico além da THQ, como hibridizag¢do in situ ou citoquimica (Figura 8-D)
(Ferro, 2013).

O método da streptavidina-biotina marcada (LSAB) € mais rapido e até oito vezes
mais sensivel que a técnica da avidina-biotina. A streptavidina ¢ uma proteina obtida da
cultura de Streptomyces avidinii, que possui afinidade também com a biotina marcada,
sendo que diferentemente da avidina, ndo possui ligagdo com membranas celulares,
diminuindo assim reagdes inespecificas (Figura 8-E) (Ferro, 2013).

Contudo, o método de THQ mais sensivel utiliza um polimero marcado que ¢
formado por um esqueleto interno. Assim, consiste em uma macromolécula formada por
um esqueleto central, principalmente de dextranos, de grandes dimensdes, aos quais estdo
acopladas grandes quantidades de anticorpos e enzimas. Os dextranos sao polissacarideos
hidrofilicos formados a partir da sacarose durante o crescimento de bactérias da familia
Lactobacillacea (Figura 6-F) (Ferro, 2013).

Diversos métodos de execugdo da IHQ foram estudados para indicar a presenga
de antigenos de BTV ¢ EHDV em seccdes de tecidos congelados ou embebidos em

parafina, sendo as células endoteliais dos vasos, macrofagos e linfocitos as principais
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imunomarcadas (Cherrington et al., 1985; Sanchez-Cordén et al., 2010; Scott et al., 1998;
Sharma et al., 2016).

Em um estudo para padronizar IHQ em tecidos parafinizados de caprinos e ovinos,
foram utilizados anticorpos contra a proteina viral estrutural VP7 de BTV. Foram
observadas, marcagdes nas células endoteliais dos vasos sanguineos, linfocitos e
macréfagos em diversos 6rgaos, sendo imunomarcados principalmente o pulmao, bago e
linfonodo(Sanchez-Cordon et al., 2010).

Em outro estudo, em que fizeram a infec¢do experimental em ovelhas com BTV
sorotipo 2, observaram também marcagdes em linfocitos e macréfagos. Apos 7 dias de
inoculagdo, foram identificadas células imunomarcadas, pricipalmente na zona marginal
e polpa vermelha do bagco. Apds 11 dias de inoculacdao, comegaram a ser viasualizadas
marcagdes nos macrofagos e linfocitos dentro dos foliculos linfoides e na zona marginal.
Assim, foi evidenciado que na infeccdo aguda de BTV, o virus é capturado pelos
macréofagos e depois reagem com os linfocitos B na zona marginal do bago (Lee et al.,
2011). Na infeccdo experimental de bovinos por BTV sorotipo 10 também houve
abudante imunomarcagao em linfocitos e macroéfagos no bago, nos linfonodos € no timo
(MacLachlan et al., 1990).

Kamomae et al. (2018) utilizando a THQ fizeram o diagnoéstico do EHDV-6 em
bovinos de corte que apresentavam febre, anorexia, salivagdo excessiva, dificuldade
respiratoria € que vieram a Obito. Esses animais apresentaram marcagdo principalmente
nas células endoteliais dos vasos sanguineos.

A técnica de imuno-histoquimica j& foi padronizada para estudar a dindmica da
infeccdo do virus da doenca hemorragica epizoodtica dentro do vetor Culicoides
sonorensis sendo analisado o tropismo do virus na glandula salivar, epitélio do intestino

médio e corpo gorduroso (Mills et al., 2017).

2.3.4.2 Imunofluorescéncia

Outro método de diagndstico laboratorial utilizado € a imunofluorescéncia (IFA),

que permite a visualizagdo de antigenos nos tecidos e em células utilizando anticorpos
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conjugados com corantes fluorescentes, que absorvem luz e a emitem num determinado
comprimento de onda. Assim, a IFA permite uma avaliagao detalhada da distribuicdo
viral dentro das células (Wilson et al., 2015). Esta técnica pode ser realizada de duas
maneiras: imunofluorescéncia direta (IFD) e imunofluorescéncia indireta (IFI). Na IFD,
o anticorpo anti-EHDV ¢ marcado com um fluoréforo convencional. J& na IFI, o teste é
realizado em duas etapas, na primeira utiliza-se o anticorpo anti-EHDV nao marcado,
enquanto na outra etapa adiciona-se um anticorpo anti-imunoglobulina conjugado (Santos
et al., 2002).

A TFA tem sido bastante utilizada em estudos de patogénese experimental,
quantificacdo de anticorpos e para determinagdo dos sorogrupos dos virus de BTV e
EHDV (Blacksell & Lunt, 1993; Dadhich, 2004; Wilson et al., 2015), além de ser usada
na identificagdo de Culicoides infectados com estes virus (Jennings et al., 1980; Mecham
et al., 2009).

Assim, a imunofluorescéncia apresenta a vantagem de ser um teste rapido,
sensivel, de simples execugdo e que pode ser usada para quantificacdo de anticorpos.
Contudo, a utilizag¢do de fluor6foros convencionais conjugados aos anticorpos dificultam
a execucdo da técnica, pois estes apresentam curta duracdo de emissao da fluorescéncia

(Wilson et al., 2015).

2.3.4.2.1 Quantum dots (qds)

A nanotecnologia e nanociéncias estdo cada vez mais presentes em pesquisas € no
cotidiano das pessoas. Assim, com a tecnologia, sdo cada vez mais frequentes as
pesquisas que buscam o desenvolvimento de nanomateriais, na escala de 100 nm, que
possam ser utilizados em processos biologicos, para melhorar as novas técnicas de
diagnostico, sendo menos invasivas e mais precisas, assim como o desenvolvimento de
novos biomateriais (Toma, 2005; Schatkoski, 2012; Mansur, 2014).

Dentre os nanomateriais, os “Quantum Dots” (QD’s) tém sido bastante estudados
para aplicagdo em diagnosticos de doengas infecciosas. Os QDs sdo nanocristais de 2 a

10 nn, semicondutores coloidais e inorganicos. Apresentam uma caracteristica de
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confinamento quantico, devido as suas dimensdes serem menores ou igual ao raio de
Bohr, que consiste no tamanho de 0,529x107'% metros, o que permite alteragdes nas suas
propriedades fisicas, quimicas, eletronicas e Opticas. Esse efeito de confinamento consiste
na diminui¢ao dos niveis de energia de determinado composto a valores bem discretos
resultantes da redu¢do do tamanho de cristais para poucos nanometros (Mansur, 2010).
Em relacdo as propriedades Opticas do material e o tamanho das particulas, ha
possibilidade de caracterizacdo das nanoparticulas por técnicas de espectroscopia na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (Peng, et al, 2003) e fotoluminescéncia (PL) (Lee,
et al, 1998).

Os primeiros trabalhos que pesquisam e procuram entender as caracteristicas dos
QDs como marcadores biologicos foram publicados por Bruchez et al. (1998) e Chan &
Nie (1998). A partir destes estudos, diversas pesquisas t€m surgerido os QDs como
biomarcadores (Bera et al., 2010).

Os fluordforos convencionais sdo compostos de pequenas moléculas de corantes,
muito usados na decodificacdo do DNA e em diagnostico de infecgdes. Contudo, podem
ser toxicos e sofrerem desgaste rapido da sua fluorescéncia (Marsh et al., 2007). Ja os
QDs possuem alta estabilidade, resisténcia a fotodegradacao e uma forte intensidade de
fluorescéncia que continua ativa por um tempo 100 vezes maior que os corantes organicos
(Marsh et al., 2007). Foi observado que o brilho dos QDs pode durar de 48 horas (Borm,
2006) até duas semanas (Donaldson et al, 2007), demonstrando sua alta estabilidade.
Donaldson et al. (2007), observou que a fluorescéncia dos QDs pode ser identificada por
até quatro geracdes celulares, sendo um tempo suficiente para acompanhar um virus ou
até uma mitose celular ao longo de um processo bioldgico.

Os QDs possuem um largo espectro de absor¢ao e um espectro de emissao estreito,
o que faz com que somente uma fonte laser seja necessaria para excita-los em diferentes
cores, 0 que ndo ocorre em corantes organicos. Além disso, as nanoparticulas podem
mudar a cor emitida através do controle de seus tamanhos. Assim, 0s menores emitem
azul, verde ou amarela, enquanto os maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza

(Simberg et al., 2007).
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Devido ao grande interesse do setor industrial pelos QDs, tem-se impulsionado
mais pesquisas visando diminuir os impactos ambientais e a toxicidade do material. Neste
sentido, os QDs foram sintetizados de modo a possuirem uma camada externa de um
material inorgénico, que seja diferente do material semicondutor central que esta sendo
revestido, chamados de core-shell. Existem diversas publicacdes que apresentam sinteses
deste sistema com QDs toxicos (Ag, Cd, Pb ou Se) revestidos de materiais ndo nocivos.
Foi observado que o material sulfato de zinco (ZnS) como camada externa ¢ menos toxico
que os materiais de telureto de cddmio (CdTe) e seleneto de cadmio (CdSe), para as
c¢lulas marcadas (Mansur, 2010).

Com as vantagens dos QDs para serem utilizados como nanomarcadores, estes
tém sido bastante utilizados para terapias, além do seu potencial de revestimento com os
anticorpos, colageno e outras micromoléculas tornando-os biocompativeis para uso em
diagnoéstico (Szent-Gyorgvi, et al., 2008). Estudos ja demonstraram a eficiéncia da
conjugac¢do dos QDs em anticorpos (Mansur, 2014), sendo uma ferramenta interessante
para melhorar a fluorescéncia e os limites de detec¢ao da IFA no diagnostico de doengas

infecciosas.

2.3.43 RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction), consiste
em uma técnica da biologia molecular que permite a rapida amplificacdo das sequéncias
de acidos nucléicos do gene alvo por sintese enzimatica (Wilson et al., 2015). A reagdo
de amplificagdo de RNA envolve, primeiramente, a transcri¢do reversa em DNA, para
depois com o uso de quatro nucleotideos (ANTP’s), sequéncias iniciadoras (primers) e
uma DNA polimerase termoestavel, com variagdes da temperatura, a obtencao de varias
copias de uma sequéncia especifica de acido nucléico (Camargo e Silva, 2011).

A RT-PCR quantitativo em tempo real (do inglés: Reverse transcription
polymerase chain reaction quantitative real time, curto: RTq-PCR) consite em uma
técnica que permite a quantificacdo do gene alvo durante o processo de amplifica¢ao por

meio de sondas especificas fluorescentes durante a reacdo em cadeia da polimerase.
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Assim, o equipamento detecta a fluorescéncia produzida e determina a quantidade de
material genético na amostra. A RTg-PCR além de quantificar os genes de interrese, ¢
rapida, mais especifica e sensivel que o PCR convencional (Wilson et al., 2015).

Exite diversos teste de RT-qPCR desenvolvidos para identificagdo do género de
BTV (Wilson et al., 2004; Orru et al., 2006; Toussaint et al., 2007; Wilson et al., 2009;
Maan et al., 2014) e ha menos ensaios padronizados para EHDV (Wilson et al., 2009;
Clavijo, et al., 2012; Maan et al., 2016). O PCR em tempo real ¢ uma tecnica bastante
sensivel e util para identificagdo dos orbirus em amostras antes do isolamento viral, sendo
este ultimo o método preferido e padrdo ouro (Wilson et al., 2015).

Para identificagdo do género de EHDV e BTV por PCR, ¢ necessario a utilizagao
de primers especificos para os genes que codificam protéinas conservadas dos virus,
principaimelnte as ndo estruturais que sao produzidas na replicagdo viral (Orru et al.,
2006; Maan et al., 2016). Estas proteinas, NS1, NS2, NS3/NS3a e NS4, sdo codificadas
por Seg-5, Seg-8, Seg-10 e Seg-9, respectivamente (Ratinier et al., 2011). Embora os
segmentos do genoma que codificam as proteinas NS1 e NS2 (codificadas por Seg-5 e
Seg-8 respectivamente) demonstrem variagdes que indicam a origem geografica do
isolado do virus (topotipo), as mesmas ndo mostram correlagdo significativa com o
sorotipo do virus (Maan, et al., 2008; Ratinier et al., 2011).

A maioria das técnicas de RT-qPCR utiliza os primers para o Seg-9 e Seg-10,
sendo que o gene do segmento 10 do BTV apresenta muita semelhanga entre os
nucleotideos de diferentes sorotipos, constituindo-se o principal na utilizagdo do
diagnoéstico molecular (Orru et al., 2006). No EHDV também segue a mesma metodologia
que o BTV, contudo ha trabalhos que também utilizam primers especificos para a helicase
viral VP6 (codificada por Seg-9) que ¢ também bastante conservada entre o
sorogrupo/espécie do virus (Clavijo et al., 2002; Maan et al., 2016).

Além da utilizag¢do para deteccdo do agente que ¢ importante na investigacao de
surto ou programa sanitario, o PCR tem sido enpregado na identificagdo do sorotipo viral
que € necessario para estabelecer uma relagao soroepidemiologica da regido. Ja existem
testes moleculares de RT-PCR padrao para identificagcdo do sorotipo especifico em BTV

e EHDV (Wilson et al., 2015). A sorotipagem ¢ muito associada a comina¢do do PCR
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com o sequenciamento, permitindo avaliagdoes epidemiologicas moleculares. dO
sorotipo do virus ¢ determinador pelo sequenciamento das proteinas estruturais,
principalmente a VP2, codificada pelo segmento 2, em que a a principal
imunodeterminante do sorotipo dos EHDV e BTV (Hassan and Roy, 2009; Sailleau et al.,
2012).

A técnica de PCR tem garantindo, cada vez, rapido desenvolvimento na area da
genética molecular e permitindo avancos no diagnostico de doencas e analises clinicas.
Na anatomia patologica, mesmo que a avaliagdo de lesdes macro e microscopicas e
analises morfologicas sejam o principal foco, os resultados da PCR nos tecidos afetados
tem cada vez mais integrado e melhorando estes diagnosticos (Camargo e Silva, 2011).

A analise do PCR dos tecidos ¢ bastante usada para detectar a presenca dos agentes
infecciosos, pois proporciona uma melhor sensibilidade comparada com outras técnicas,
como [HQ e hibridizacdo in situ. Contudo, o ideal ¢ que as amostras sejam frescas ou
congeladas para obter-se 0 RNA ou DNA integro. Dessa forma, hd uma limitacdo na
utilizacdo do PCR em estudos retrospectivos (Jackson et al., 1990).

Na ultima década, tecidos fixados em formol e embebidos em parafina (FFPE)
tém sido cada vez mais utilizados para identificacdo de material genético de patdgenos
para os quais o diagnostico definitivo ndo havia sido realizado previamente, sendo fontes
importantes para a execugao de estudos retrospectivos. Contudo, a extragdo de RNA de
amostras de FFPE ¢ problematica, pois o material genético ¢ minimo e degrada-se durante
o processo de fixacao do tecido pela formalina, além de que o armazenamento prolongado
também resulta em deterioracdo do RNA (Yang et al., 2006). O RNA na formalina ¢
severamente degradado em pequenos fragmentos, com média de 100 — 300 nucleotideos.
Além disso, o formol adiciona grupos metilol (— CH20OH) que podem interferir na
transcrigdo reversa do RNA, reduzindo a eficiéncia do PCR (McKinney et al., 2009).
Assim, sdo necessarios complexos métodos de extragdo do RNA. Entretanto, ja existem
pesquisas na extragdo e na deteccdo do RNA de BTV em tecidos de ovelhas e bovinos
infectados, fixados em formalina e parafinizados (Parsonson e Mccoll, 1995; Kawanami,

2012).



61

2.3.5 Controle e prevengado

Para um efetivo controle e preven¢do da transmissao do virus, devem-se seguir as
regras de importacdo e quarentena dos animais, efetivagdo do teste diagndstico
preconizado pela OIE e notificagdo de acordo com as diretrizes nacionais e /ou locais
(OIE, 2009; OIE, 2017).

Medidas de controle de DHE podem ser tomadas impedindo a introducdo de
animais ou vetores infectados ou utilizando quaisquer estratégias profilaticas ou
terapéuticas em areas endémicas. Contudo, o tratamento e prevengdo da doenca em
cervideos selvagens ¢ geralmente impossivel (MacLachlan et al., 2015).

Nao existe vacinas comerciais para ruminantes domésticos para EHDV, contudo
ha disponivel vacinas vivas atenuadas e inativadas da doenga de Ibaraki utilizadas em
bovinos no Japao (OIE, 2009). Nos EUA, empregam-se vacinas inativadas autdgenas em
alguns rebanhos de cervideos em cativeiro, contudo sua eficiéncia ainda ¢ desconhecida.
As vacinas de EHDV geralmente devem ser multivalentes, ja que a imunidade humoral ¢
especifica para o sorotipo € com a frequéncia, varios sorotipos podem ocorrer na mesma
regido (OIE, 2009; CFSPH, 2016). A vacinagdo, mesmo ndo impedindo a infec¢do,
garante sinais clinicos mais brandos, perdas a um nivel muito baixo e redu¢ao da viremia,
o que auxilia na diminui¢ao da taxa de transmissao (MacLachlan et al., 2019).

As medidas relacionadas a redugdo da exposi¢ao dos mosquitos Culicoides podem
ser benéficas durante os surtos, contudo ndo sdo eficazes como a Unica medida de
prevencao e controle. Entre elas podemos citar: evitar locais em que os insetos sao mais
prevalentes, como pastagens baixas e umidas; abrigar animais do anoitecer ao amanhecer
em recintos protegidos; uso de inseticidas ou repelentes de mosquitos (MacLachlan et al.,
2015). Por causa da sua diversidade de hospedeiros, dos diferentes sorotipos circulantes
e da ampla distribuicdio dos vetores, a erradicagio do DHE ¢é quase impossivel,

principalmente para animais de vida selvagem (MacLachlan et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar e testar as técnicas de diagndstico para doenca hemorréagica epizootica

em cervideos.

3.2 Objetivos especificos

o Produzir anticorpos policlonais anti-EHDV para serem utilizados nos

testes de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia.

. Padronizar e testar a técnica de imuno-histoquimica em tecidos de

cervideos brasileiros que vieram a 6bito com EHDV.

o Padronizar as técnicas de imunofluorescéncia direta em células para

EHDV utilizando anticorpos policlonais conjugados a pontos quanticos.

. Padronizar e testar a técnica de RT-qPCR a partir de material parafinizado

oriundos de cervideos brasileiros que vieram a 0bito com doenga hemorragica.

. Avaliar as lesdes histopatologicas em varios 6rgaos de cervideos que

vieram a 6bito com sinais clinicos e lesdes macroscopicas compativeis com DHE.
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4 MATERIAL E METODOLOGIA

4.1 Local do experimento

Os procedimentos de producdo de antigeno, de testes soroldgicos e moleculares,
assim como também toda técnica de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia foram
realizados no Laboratoério de Pesquisa em Virologia Animal (LPVA) do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP) da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

A produgao de soro hiperimune foi realizada em coelhos no Laboratorio de Soros
e Vacinas da Escola de Veterinaria da UFMG. Essa parte do trabalho foi aprovada pela
CEUA da UFMG - ntimero do protocolo: 263/2017 (Anexo 1).

Uma parte dos anticorpos purificados foram bioconjugados no laboratorio do
Professor Herman Sander Mansur do Departamento de Engenharia Metalirgica e de
Materiais da UFMG.

O processamento de fixacdo, emblocamento e corte dos tecidos dos cervideos,
como também a etapa de recuperagdo antigénica da imuno-histoquimica foram realizados
no Laboratorio de Histologia e Imuno-histoquimica do setor da Patologia Animal do

Departamento de Clinica e Cirurgia da Escola de Veterinaria da UFMG.

4.2 Producao do soro hiperimune

4.2.1 Amostra viral

Foi utilizado o EHDV sorotipo 2 (EHDV-2) isolado no LPVA aparti de cervideos
da espécie Mazama nana advindo do zooldgico de Pomerode em Santa Catarina que ¢é
previamente descrito por Favero et al. (2013) para produgdo de soro hiperimune. As
sequéncias obtidas do segmento 10 correspondente a proteina viral NS3, foram

depositadas no GenBank, sendo o nimero de acesso GUO14478.
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Foi realizada a extracdo do dsRNA do virus, para teste e certificagdo da pureza da
amostra viral utilizada. Assim, a partir de 50 mL de suspensdo viral produzidos foi
centrifugada a 3000 xg (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B) por 10 min a 4°C. Do pellet
formado foi extraido o RNA total usando Trizol® (Invitrogen™ Califérnia, EUA) de
acordo com o protocolo do fabricante. O RNA de fita simples (ssRNA) foi obtido pela
precipitacdo com o cloreto de litio (4 M) e o sobrenadante recolhido foi utilizado para
etapa seguinte (Attoui et. al., 2000). Finalmente, o dSRNA viral foi precipitado por adicdo
de 50 puL de acetato de amoénio a 7,5 M e 200 uL de isopropanol, lavado uma vez com
etanol 70%, e ressuspendido em 4gua livre de RNAse.

A analise do dsRNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% (AGE)
em tampao TBE 1X (Tris-HCI1 0,09 M, 4cido borico 0,09 M e EDTA 0,002 M) contendo
5 pg/mL de brometo de etidio (Sambrook; Russel, 2001). Foi utilizado um marcador de
tamanho molecular de 100 pb DNA ladder (Promega, Madison, EUA). O gel foi

visualizado através da exposi¢do a UV e fotodocumentado.

4.2.2 Producao da suspensao viral

Para producao da suspencao viral foi utilizado cultivo de células VERO (African
Green Monkey - passagem n° 213) em garrafa de vidro de 90 cm? com 90% de confluéncia
da monocamada celular. Foram inoculados cinco ml da amostra EHDV-2 no cultivo
celular e incubados por uma hora em estufa a 37°C e ambiente de 5% de CO,. Apds este
periodo, o meio de cultura foi completado com meio essencial minimo (MEM) com 2%
de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina, 1% de estreptomicina e 0,5% de anfotericina
B. A monocamada foi mantida em estufa a 37°C até que se obtivesse 85-90% de efeito
citopatico (ECP), sendo entdo acondicionada a 4°C. No dia seguinte, cé€lulas restantes
aderidas na garrafa foram soltas com um rodo (cell scraper). A suspensdo viral,
denominada p.213, foi armazenada em aliquotas para titulagdo do virus e o restante em
um tubo tipo Falcon de 50 mL.

Para amplificagdo, a suspensao viral foi diluida a 1:10 e foram adicionados 10 mL

na garrafa de vidro de 110 cm? contendo monocamada de células VERO (passagem
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n°214), seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente. Esta segunda
passagem foi denominada de p.214.

Objetivando um maior volume e concentragdo de particulas virais para a producao
do antigeno, foram realizadas inocula¢des de dez garrafas de vidro de 230 cm?, seguindo
os mesmos procedimentos descritos. Obteve-se 1200 mL de suspensdo viral, denominada
p.215, que foram armazenadas em um recipiente estéril e devidamente identificado.

Determinou-se, também, o titulo viral deste sobrenadante.

4.2.3 Purificacdo do virus

A preparagdo do antigeno foi realizada de acordo com a técnica de Mertens et al.
(1987). Foi centrifugado o sobrenadante viral a 15000 xg (rotor H1000B - Sorvall
RT6000 B) por 10 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em um mL de tampao TNEN
(10mM Tris-HCL, pH 7,4, 10mM NaCl e 1,0 mM EDTA) e para ruptura das células e
liberacao das particulas virais passou-se 20 vezes pelo douncer no gelo. Foi realizado um
spin de 15000 xg (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B) antes de adicionar a amostra sobre
colchdo de sacarose de 40%. Em seguida, o material foi centrifugado a 55.000 xg (rotor
AH 629 — ultracentrifuga Sorvall) por 75 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido

em um mL de Tris (0,2 M Tris base com pH 8,0) e armazenado a 4°C.

4.2.4 Producao do inoculo

Para o preparo do inéculo foram utilizados 100 pL do antigeno EHDV-2
purificado adicionado a 600uL de tampao fosfato-salina (PBS) 1X. O material foi
mantido por 20 minutos sob a¢do da radiacao ultravioleta (UV) antes de ser adicionado o
adjuvante de Freund completo (ACF) (Difco laboratories, Michigan, EUA) ou Freund
incompleto (AIF) (Difco laboratories, Michigan, EUA), em proporcdes iguais (1:1). O
composto foi emulsificado por 30 a 40 vezes através de duas seringas com uma agulha
acoplada entre elas. Para testar a emulsificacdo foi adicionada uma gota do in6culo em

agua destilada. Os indculos preparados foram armazenados a 4°C até o momento do uso.
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4.2.5 Titulagao viral

O titulo viral de cada uma das passagens (p.213, p.214 e p.215) do material apds
a utilizagdo do douncer e do purificado foram determinados através da inoculagdo destas
amostras em suspensdao de células VERO seguindo a metodologia descrita pela OIE,
2016. Foram realizadas dilui¢des decimais sucessivas (10! até 107'%) em placa de 96
pocos utilizando-se oito repeticdes por coluna. A placa foi mantida na estufa em ambiente
de 5% de COza 37°C até sua leitura (96 horas).

O titulo viral foi calculado pelo método Reed and Muench (1938) e expresso como

dose infectante para cultura de células 50% (TCIDso — tissue culture infective dose 50%).

4.2.6 Inoculacdao, acompanhamento e coleta de amostras

Foram utilizadas duas coelhas fémeas da raca Nova Zelandia, com quatro meses
de idade, pesando em média dois quilogramas. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais sob observacdo diaria e alimentados com ragao, feno e agua “ad libidum”.
Antes do inicio do experimento estes foram mantidos por oito dias para adaptacdo ao
local e a0 manejo empregado.

Os coelhos foram inoculados com doses de 0,5 mL do inéculo EHDV-2 por via
subcutanea, sendo que foi administrada uma unica aplicacdo contendo ACF no flanco
direito e as outras trés doses com AIF no flanco esquerdo. O esquema da inoculagdo e da
coleta de sangue estdo descritos na figura 09. O sangue foi coletado da veia marginal da
orelha dos coelhos e o titulo de anticorpos foi analisado pelos testes de soroneutralizagao
e imunodifusao em gel de agar (IDGA).

Os animais foram acompanhados todos os dias e sempre foi avaliado, lesdes dos
inoculos e qualquer sinal clinico ou comportamento diferente de estresse que poderiam
apresentar.

Apos a obtencao do titulo de anticorpos desejado, os animais foram sedados e

eutanasiados conforme recomendagdes da CEUA. Foi utilizando cetamina (80 mg/kg) e
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xilazina (15mg/kg) pela via intramuscular e apds sedagdo profunda, foi realizado a sangria

total, obtendo-se o sangue por meio da pungdo cardiaca.

S N A TN

Dias 0 15 35 36 50 57 71

@ Diade coleta de sangue @ Sangria total
“a, Inoculo com adjuvante "% Inéculo com adjuvante

completo de Freud incompleto de Freud

Figura 9: Esquema de coleta de sangue e inoculagdo dos coelhos para produgdo do soro
hiperimune.

Depois de coagulado, o soro obtido foi mantido a 4°C até ser utilizado para andlise
pelos testes de soroneutralizagdo e IDGA e posterior purificagdo dos anticorpos

policlonais.
4.2.7 Testes sorologicos

A titulacdo de anticorpos neutralizantes foi realizada através da técnica de
soroneutralizacao de acordo com a OIE (2016). O teste foi realizado em uma placa de 96
pogos utilizando meio MEM com 2% de soro fetal bovino (SFB), antibidticos (penicilina
1% e estreptomicina 1%) e antifiingico (anfotericina B 0,5%). Os soros dos animais foram
inativados por 30 minutos a 56°C e em seguida diluidos em série na base 2 de 1:10 até
1:1280. Foi adicionada a suspensdo viral previamente titulada e diluida contendo 100
TCIDso/50uL nos soros testes. A placa ficou por uma hora na estufa a 37°C e 5% de CO»,
sendo depois mantida a 4°C overnight.

No dia seguinte, a placa ficou 30 minutos na estufa em ambiente de 5% de COza

37°C para regular o pH do meio. Apos este periodo, foi adicionado 50uL de suspengao
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de células VERO contendo 50.000 células/cm® (contagem através da camara de
Neubauer). A placa foi novamente colocada dentro da estufa e depois de 96 horas foi
realizada a leitura. O titulo de anticorpos foi equivalente a reciproca da dilui¢do que
apresentou menos de 50% de ECP na monocamada celular.

Para deteccdo de anticorpos precipitantes contra o EHDV-2 foi realizado o teste
de IDGA segundo Pearson & Jochim (1979). O antigeno e o soro padrao utilizados foram
produzidos a partir do isolado de EHDV-2 por Favero et al. (2013). Os soros das coelhas
foram testados nas seguintes dilui¢des: puro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32. As leituras foram
realizadas com 48 horas, utilizando-se sistema de ilumina¢ao com luz indireta ¢ fundo

escuro para visualizagdo de linhas de precipitagdo antigeno-anticorpo.

4.2.8 Purificagdo de IgG anti-EHDV-2

A purificagdo de anticorpos policlonais anti-EHDV-2 foi realizada segundo
Mckinney and Parkinson (1987), a partir do soro hiperimune das coelhas. Foram diluidos
10 mL de soro em 40 mL de tampao acetado (60 mM, pH 4,0) e o pH foi ajustado para
4,5 com Tris base 1M. Para purificacdo das imunoglobulinas foi adicionado lentamente
acido caprilico (25 pL/mL da amostra) sob agitacio (600 xg) por 30 minutos a
temperatura ambiente e entdo foi centrifugado a 4.500 g por 30 minutos. O sobrenadante
foi filtrado para retencao dos residuos. A solucao foi misturada com PBS 10X (9 partes
sobrenadante para 1 parte PBS 10X). Em seguida, foi adicionado lentamente o sulfato de
amonio (0,277 g/mL) para saturacdo de 45% da solugdo e promover a precipitagdo da
IgG. A solugdo foi centrifugada a 4.500 g, por 20 min, o sobrenadante foi desprezado e o
pellet foi ressuspendido em PBS. Entdo, foi realizado a dialise da solugao em PBS por 48
horas a 4°C sob lenta agitacao (600 xg). A 1gG purificada foi homogeneizada, aliquotada
em volume de 100 pl e armazenada a -20°C.

Os anticorpos purificados foram quantificados pelo método de Bradford (1976)
utilizando Comassie Blue G-250 e por soroneutralizagao (OIE, 2016).
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4.3 Amostras dos tecidos de cervideos

A Ttaipu Binacional e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) autorizaram o processamento e analise dos tecidos
(SISBIO n° 61638) (Anexo 2). O presente projeto foi aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(Protocolo n® 123 / 2018) (Anexo 3).

O Refugio Biolégico de Bela Vista, da Itaipu Binacional, em Foz de Iguagu, no
Parana, Brasil ¢ dividida em trés locais: Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu
Binacional (CASIB), Zooldgico Roberto Ribas Lange (ZOO) e um hospital veterinario,
sendo que os cervideos ficam nos dois primeiros. Todos os cervos sdo identificados com
brincos numerados.

Em 2017, no periodo de abril a junho, nove cervideos, sendo sete veados-borord
(Mazama nana) e dois veados-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), de ambos os sexos,
vieram a 6bito por doencgas hemorragicas sistémicas e generalizadas. Um dia antes do
falencimento, foi realizado avaliagdo clinica dos animais e tratados de forma pateativa
sem éxito. Foi efetivado a necropsia e feito a avaliagdo macroscoscopica e o diagnostico
morfologico, sendo atestado causa mortis por hemorragia generalizada (Anexo 4). Em
seguida, fragmentos de varios o0rgdos foram coletados: bago, linfonodos, rim, bexiga,
figado, pancreas, intestino, rimen, reticulo, omaso, encéfalo, testiculo, pulmao e coragao.
Parte das amostras foram previamente acondicionadsa a 4°C, enquanto outra parte foi
armazenada em formol a 10%, sendo todas devidamente identificadas e encaminhadas
para a analise e processamento no LPVA (Tabela 1).

Das amostras de tecido coletados, fragmentos de coracao, baco, bexiga, figado,
linfonodo, pulmdo e rim, previamente refrigerados, foram submetidos ao diagnodstico
molecular e isolamento viral. Ambas sdo técnicas realizadas por outros pesquisadores do
grupo do LPVA, que gentilmente cederam os resultados e as amostras para que fossem
utilizadas neste trabalho. Destes 6rgaos o RNA foi individualmente extraido seguindo o
protocolo do Trizol® (Invitrogen™ Califérnia, EUA). Depois, as amostras de RNA

extraido foram processadas pela técnica de RT-qPCR para identificagdo da espécie viral,
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BTV ou EHDV, sendo uma técnica ja padronizada e utilizada no LPVA. Para
identificacdo do EHDV utilizou-se primers especificos para o gene do segmento 9
seguindo o protocolo de Maan et al. (2016), enquanto para o BTV foram utilizados
primers especificos para identificacdo do segmento 10 de acordo com Orru et al. (2006)
(Tabela 2).

Foi realizado o isolamento viral dos fragmentos dos orgdos individuais em
células de inseto. Depois de 10 dias de inoculagdo o sobrenadante foi coletado € 0 mesmo
foi testado usando o mesmo protocolo de RT-qPCR. Em seguida, foi realizado o
sequenciamento do Seg-2 da proteina viral VP2 das amostras segundo Sailleau et al.
(2012) para determinar os sorotipos de BTV e EHDV (Tabela 1). As sequéncias obtidas
foram depositadas no GenBank, sendo o numero de acesso MF325800 para EHDV-1 e
MF325801 para EHDV-2.

O resultado da RT-qPCR e do isolamento viral foram utilizados neste estudo

4 13

como teste padrdo “ouro”.
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Tabela 1: Descrigao e caracterizagdo das amostras formalizadas de tecidos dos cervideos que vieram a 6bito em 2017, em Foz de Iguacu-PR.

Identificacdo  Origem Espécie Sexo Idade Datado Tecidos coletados Diagnéstico e Isolamento
do animalna do obito sorotipo (RT-qPCR viral
necropsia animal e sequenciamento)

NEC 2624 CASIB  B. dichotomus M Adulto 08/04/17  Figado, coragdo, rim, bexiga, EHDV-1 +

linfonodo, bago, testiculo, pancreas,
intestino e rumen
Filhote 25/04/17  Figado, coragdo, pulmdo, rim ¢ bexiga  Negativo -
Adulto 27/04/17  Figado, coragdo, pulmao, rim e bexiga, EHDV-2 +
baco, linfonodo, testiculo, pancreas,
intestino, reticulo, omasso € abomasso
NEC 2632 CASIB M. nana M Adulto 08/05/17  Figado, coragdo, pulmdo, rim, bago, BTV-24 +
linfonodo, bexiga e testiculo
NEC 2634 CASIB M. nana M Jovem 15/05/17  Figado, coragdo, pulmdo, rim, bago, EHDV-1 +
bexiga, testiculo, pancreas, intestino,
rumen, reticulo, omasso e abomasso
NEC 2637 700 M. nana F Adulto 20/05/17  Figado, bago, coracao, pulmao, rim, EHDV-1 +
encéfalo e bexiga
NEC 2640 CASIB M. nana F Adulto 26/05/17  Coragao, pulmao, bago, linfonodo, rim, EHDV-1 +
bexiga, figado, intestino, rimen e
0masso
Coragao, bexiga, rim, bago, figado,
NEC 2642 700 B. dichotomus F Jovem 09/06/17  pulmao, rimen, reticulo, omasso, Negativo -
intestino, linfonodo.
NEC 2644 700 M. nana F Adulto 19/06/17  Coragao, bexiga, rim, baco, figado, EHDV-1 e BTV-12 +
pulmao, encéfalo, intestino, rimen,
reticulo, omasso e abomasso

NEC 2626 CASIB M. nana
NEC 2630 CASIB M. nana

Z’Tj




F: Fémea

M: Macho

BTV: Bluetongue virus

EHDV: Virus da doenga hemorragica epizooética

CASIB: Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional
Z00: Zoologico Roberto Ribas Lange

-: Negativo/nao

+: Positivo/sim
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Tabela 2. Primers utilizados no RT-qPCR para identificagdo do EHDV e BTV e o niimero de
acesso do GenBank das seqiiéncias-alvo.

Gene  Referéncia Primer Sequéncia Pb GenBank
Seg-10  Orru et al. Forward 5’AYAAAGCGATGTCAA 91  AY438034
para (2006) A3’

BTV Reverse 5’TCATCACGAAACGCTT
c3
Probe 5’FAMCCGGTGCTACGCA
AACACAGGDABCYL3’
Seg-9 Maan et al. Forward S’ATGTCAGCTGCGGTYT 97  AUSI1995/02
para (2016) TG3
EHDV Reverse 5S’TCCCAATCAACTAART
GRATYTGVATCT 3’
Probe 5’CCTCGGTCGAACGTTG
GATCAC 3’
BTV: Bluetongue virus Tm: Temperatura de fusao
EHDV: Virus da doenga hemorragica Pb: Pares de bases
epizootica

Seg: Segmento

4.4  Processamento das amostras para imuno-histoquimica e histopatologia

As amostras no formol 10% foram armazenadas a temperatura ambiente no LPVA
por um periodo de um a trés meses. Fragmentos de cada 6rgdo foram seccionados e
colocados em cassetes onde foram processados no equipamento histotécnico Leica ASP
300 (Leica, EUA). Apos esta etapa, os tecidos foram emblocados com parafina
histoldgica a 56-58°C. Em seguida, os blocos foram seccionados em 3 pm de espessura
utilizando o microtomo rotatorio Leica- Reichert RM 2035 (Leica, EUA).
Posteriormente, as amostras foram colocadas num banho-maria a 37°C onde o tecido foi
estendido e coletados com laminas de vidro polarizadas e ndo polarizadas. Os cortes de
tecidos nas laminas ndo polarizadas foram processados e corados em hematoxilina e
eosina (HE), segundo Luna (1968), para posterior avaliacdo histopatologica dos tecidos.
Os cortes histologicos fixados nas laminas polarizadas foram utilizados na padronizagao

da técnica de imuno-histoquimica, onde foram avaliadas suas respectivas marcagdes.
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4.5  Padronizagdo da imuno-histoquimica

Para a imunomarcacdo dos cortes histologicos, foi utilizada a técnica da
Streptavidina conjugada com peroxidase baseada na metodologia descrita por Sanchez-
Cordon et al. (2010) e Mills et al. (2017), com algumas modificagcdes. Foram utilizadas
as amostras de tecidos dos seis cervideos que foram positivos para EHDV pela técnica de
RT-qPCR (Tabela 1).

A avaliagdo da IHQ foi realizada nos seguintes 6rgdos coletados: bago, pulmao,
testiculo, coragdo, figado, linfonodo e rim. Os trés primeiros tecidos citados do animal
NEC 2630, foram usados para padronizacdo da técnica e, depois, como controles
positivos na reacao de IHQ dos outros 6rgaos.

Os cortes montados nas laminas polarizadas foram incubados em estufa a 37°C
overnight. Em seguida, foram desparafinados em duas imersoes em xilol, por 25 minutos
cada, e hidratadas com decrescentes concentragoes de etanol (trés de alcool absoluto, uma
de 90%, uma de 80% e uma de 70%) por cinco minutos cada. A cada etapa foram
intercaladas com duas lavagens com PBS-T (PBS1X filtrado com Tween 20 a 0,05%),
por 5 min cada. Posteriormente, as ldminas foram tratadas com peroxido de hidrogénio a
3%, por 30 minutos a temperatura ambiente na camara Umida, para bloqueio da
peroxidase endogena.

Para a recuperagdo antigénica, foi testada a proteinase K 0,1% por 8 minutos.
Além disso, utilizou-se o tampao de citrato (10 mM 4acido citrico, 2 mM EDTA, Tween
20 a 0,05), sendo avaliado nos pH 6 ou 9, aquecido em panela a vapor, micro-ondas ou
banho-maria e testado em dois tempos de 30 e 45 minutos, sendo depois resfriado a
temperatura ambiente.

Em seguida, as 1dminas foram tratadas com a solu¢do de bloqueio testando soro
de cavalo 1% em tampao Tris 0,05 M, albumina bovina 6% (Sigma-Aldrich®, Missouri,
EUA) ou leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé™) a 2% e 2,5% diluido em PBS1X
filtrado. A ultima solucao referenciada, foi também examinada nos tempos de incubagao

de 30 a 45 minutos na camara umida na estufa a 37°C.
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Na etapa seguinte, os cortes histologicos foram cobertos com anticorpo primario
(IgG de coelho anti-EHDV-2) e testado a incubagao a 4°C por 18 horas ou 1 hora na
camara umida na estufa a 37°C. Para determinar a melhor concentragdo dos anticorpos
policlonais foram utilizadas as seguintes dilui¢des: 1:25, 1:30, 1:50, 1:100, 1:150, 1:200,
1:500 e 1:800. Foi selecionada a maior dilui¢gdo que permitiu a melhor imunomarcagao
dos antigenos nos tecidos com a menor ou inexpressiva coloracdo de fundo.

A seguir, os cortes histologicos foram incubados com anticorpos secundarios
biotilinados durante 45 minutos em camara umida a 37°C. Em seguida, foi adicionada
solucio contendo streptoavidina-peroxidase (kit DAKO™ LSAB®2 System-HRP -
Califérnia, EUA) em camara imida a 37°C por 30 minutos.

Foi preparada a solugdo do cromoégeno 3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC) (Sigma-
aldrich®, Missouri, EUA) a partir da diluicio de um tablete em 2,5 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF). Em seguida, foi diluido 0,1 mL do AEC/DMF em 1,9 mL de
tampdo acetato (50 mM, pH 5,0) e depois adicionado perdxido de hidrogénio na
propor¢ao de 1:1. Foi adicionado a solugdo do cromodgeno nos cortes histologicos e
deixado agir durante 10 a 20 minutos até revelacdo da marcagao, sendo acompanhada
pelo microscdpico optico.

Por fim, os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris por 90
segundos e feita a montagem da lamina usando laminulas € o composto Fluoromount-G
(Invitrogen™ California, EUA). As laminas foram analisadas no microscopico optico e a
intensidade de imunomarcagdo foi classificada de acordo com os parametros de

quantidade, intensidade e distribui¢do descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Classificagdo em escores da intensidade de marcagdo de anticorpo anti-EHDV na
imuno-histoquimica.

Escores Intensidade da marcacio de anticorpos anti-EHDV
- Nenhuma marcagao
+ Poucas marcagoes focais
++ Moderadas marcagoes focais
+++ Marcagdes multifocais e moderadas
++++ Marcagoes intensas e difusas

Fonte: SANCHEZ-CORDON, 2010.
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4.5.1 Controles utilizados na imuno-histoquimica

Foram utilizados os seguintes controles: a) Controle do soro primario: foram
utilizados as mesmas sec¢des do 6rgdo e animal positivo para EHDV seguindo a mesma
metodologia, contudo utilizando o soro das coelhas coletado antes da imunizagdo (dia
zero); b) Controle do anticorpo secundario: para testar ligagdo inespecifica, foi utilizando
os mesmos tecidos e métodos, contudo em vez da incubagdo do anticorpo primario foi
utilizado PBS1X nas amostras; ¢) Controle negativo: foi realizado a mesma metodologia,
mas tilizando anticorpo primario anti-EHDV em tecidos de cervideos negativos no RT-
qPCR para testar as marcagoes inespecificas provenientes da incubagdo com o anticorpo

primario.

4.6 Imunofluorescéncia

Os anticorpos policlonais anti-EHDV-2 de coelhos foram testados e padronizados
para imunofluorescéncia direta e indireta em monocamadas celulares infectadas com

EHDV sorotipo 2.

4.6.1 Imunofluorescéncia direta com pontos quanticos (QDs)

Foram utilizados anticorpos de coelhos anti-EHDV bioconjugados com pontos
quanticos (QDs), ZAIS (core-shell AgInS2-ZnS) e CdS (core-shell CdS-ZnS), ambos
estabilizados pelo polissacarido quitosana. A conjugacdo destes anticorpos foi realizada
segundo Mansur et al. (2014).

A reagdo de imunofluorescéncia foi realizada em monocamada de células fixadas
em laminula de vidro. Assim, laminulas foram preparadas em uma placa de 24 pogos
adicionando 50.000 células VERO por cm? em suspengdo celular e infectando metade
delas com EHDV-2 previamente titulado e diluidas para conter 100 TCIDso/50uL,
enquanto a outra parte continha somente células ndo infectadas. A placa contendo as

laminulas ficou por 18 horas na estufa em ambiente de 5% de CO> a 37°C.
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Posteriormente, a monocamada foi fixada com paraformaldeido 4% (PFA) por 20
minutos € poros na membrana plasmatica das células foram feitos utilizando-se Triton
(Sigma-aldrich®, Missouri, EUA) a 0,5%. Apds, foi aplicada uma solugdo de bloqueio
(PBS1X, albumina bovina 1% - BSA, triton 0,5% e soro de cavalo a 5%) por uma hora
em camara imida. Entdo foi adicionado o anticorpo marcado com QDs puro e, também,
como controle, ZAIS e CdS sem estarem conjugados com anticorpo, e foram incubados
por duas horas em cdmara imida a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a
montagem com Fluoromount-G (Invitrogen™ Califérnia, EUA). As laminulas foram
visualizadas no Eclipse Ti microscopico confocal (Nikon Instruments, EUA) no
laboratorio de Imunobiofotonica no Instituto Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG para
identificacao das marcagoes.

Como controle e prova da infec¢do do virus EHDV nas células foi ajustado e
realizado uma imunofluorescéncia indireta (IFI) que ja ¢ bem usada e descrita no
diagnostico do virus da LA (Blacksell et al., 1994).

A TFI foi realizada utilizando proteina G conjugada com o Alexa Fluor 488
(Invitrogen™ California, EUA). A reacao foi realizada em monocamada de células BHK -
21 em uma placa de 96 pocos, em que metade dos pocos foram infectados com EHDV-2
previamente titulado e diluido para conter 100 TCIDso/50uL e a outra metade continha
somente células. No dia seguinte, foram fixadas com 50% de acetona e 50% de metanol
durante 10 minutos e submetidas a reagao de imunofluorescéncia indireta. Foi incubado
anticorpo primadrio policlonal anti-EHDV-2 (1:50, 1:100, 1:150 e 1:200) por 1 hora a
37°C em camara umida, e em seguida a placa foi lavada com tampdo de enxague
(NaxCO3, NaHCO3, NaCl, agua destilada). Depois foi adicionada a proteina G conjugada
com o Alexa (1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:5000) por 60 minutos a 37°C em camara umida.
Ap0s a placa foi lavada duas vezes com o tampao de enxague. A monocamada celular foi
também contra corada com azul de Evans a 0,005% por 15 minutos. Por fim, foi
visualizado no microscépio de fluorescéncia Leica DMIL LED 353689 (Leica, EUA) no
aumento de 400X.
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4.7 Reagcdo em cadeia polimerase em tempo real (RT-qPCR) em amostras

parafinizadas

4.7.1 Extragdo do RNA

O RNA viral foi extraido do bago, coracdo, figado, pulmao e rim, fixados no
formol e emblocados na parafina. Os tecidos foram oriundos de todos os animais positivos
para EHDV e de dois animais negativos, sendo um deles positivo para o virus da Lingua
Azul.

As amostras foram cortadas em 16 fatias de 10um no micrétomo Leica-
Reichert RM 2035 (Leica, EUA) e colocadas em dois tubos RNAse free distintos com 8
fatias em cada um. Em cada tubo foi usada uma metodologia diferente de extracao, sendo
que as primeiras etapas de desparafinizacao dos tecidos foram iguais. Assim, as sec¢des
passaram por uma sequéncia de um mililitro de xilol e centrifugacdo a 10.000 xg, por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o passo anterior foi novamente repetido. As
fatias de tecido presentes nos tubos foram lavadas trés vezes cada, com um mililitro de
etanol a 100% refrigerado a 4°C e depois foram deixados invertidos por 10 minutos para
secagem.

Em seguida, foram testados dois protocolos distintos de extragdo de material
parafinizado, a partir da etapa anterior apds evaporagdao de todo etanol. No primeiro
método, foi colocada uma solucdo tampao digestao (0,5 mg/mL de proteinase K, 20 mM
Tris-HCI, 0,5mM EDTA e SDS 20%). Entdo, os tubos contendo o material parafinizado
foram incubados em banho-maria a 37°C por 4 horas, segundo Stanton et al. (2002). Em
seguida, a extracao e isolamento do RNA viral foram realizados de acordo com o
protocolo de Trizol® (Invitrogen™ California, EUA) acrescentando 7,5 M de acetado de
amonia. Os materiais foram ressuspendidos em 30uL de d4gua RNAse free e armazenados
a4°C.

No segundo método, as outras oito fatias de tecido seguiram o protocolo de
extracao segundo as rcomendagdes do kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation da

Invitrogen (Invitrogen™ Califérnia, EUA) e armazenados a 4°C.
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4.7.2 RT-PCR em tempo real

Imediatamente apos a extracdo do RNA das amostras foi realizado PCR
quantitativo em tempo real precedida da transcri¢do reversa (RT-qPCR) seguindo o
protocolo padronizado por Maan et al. (2016) e ja padronizada no LPVA. Para
amplificacdo do RNA viral foram utilizados iniciadores especificos para o segmento-9 do
genoma viral do EHDV.

Os valores de limiar de ciclo (Ct) das amostras de EHDV dos tecidos
parafinizados foram comparados com os dados de Ct obtidos das mesmas amostras
refrigeradas e previamente processadas para o diagnostico e identificacdo viral, quando
tinham chegado no laboratorio. Neste caso as amostras frescas tiveram o RNA
imeditamente extraido e submetidas a técnica de RT-qPCR também pelo mesmo

protocolo de Maan et al. (2016) e com ponto de corte de 35 no Ct.

4.8 Analise dos dados

Os resultados do isolamento viral e do RT-qPCR em tecidos frescos e respectivos
valores de Ct foram usados como teste padrdo “ouro” para o método de imuno-
histoquimica.

As laminas de histopalogia foram avaliadas em relacdo as suas respectivas
alteracdes. Os resultados de imuno-histoquimica foram avaliados por um sistema de
classificagdo semi-quantitativo em escala de escores para a intensidade e distribui¢do da
reagdo especifica e comparado com os dados obtidos no RT-qPCR calculando a
especificidade e sensibilidade do teste (Tarabla, 2000; Sanchez-Cordon, 2010).

Os dados da extragdo de material genético de tecidos parafinizados foram
comparados com os obtidos no RT-qPCR em tecido fresco em relagdo aos valores de CT.
Assim, foi realizado um teste de correlagdo para os valores antes e depois da fixacao
juntamente com a especificidade, sensibilidade, concordancia (Tarabla, 2000) e teste

kappa no sofware Epi Info™.


https://www.cdc.gov/epiinfo/index.html
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Produgdo do soro hiperimune

5.1.1 Caracterizagdo da amostra viral

O dsRNA da amostra foi analisado e verificou-se nenhuma contaminag¢do com
outro virus. O padrao de migragdo das bandas dos segmentos foi de trés agrupadas, depois
mais trés, em seguida mais trés e depois com mais uma banda isolada na corrida na
eletroforese (3-3-3-1) que foi compativel com os observados nos orbivirus do género
BTV e EHDV. As bandas dos Seg-7 e Seg-8 estdo bem mais proximas, sendo
caracteristicas do EHDV e contrastam com o BTV, no qual se observasse as bandas em
questdo um pouco mais separadas (Figura 10). Estes achados corroboram com os
observados por Belaganahalli et al., 2013 que obtiveram o mesmo padrao de migracdo do
BTV e EHDV, sendo que ambos apresentam um dsRNA na corrida de eletroforese
diferete de outras espécies do mesmo género (Maan et al., 2007; Anthony et al., 2009;
Belaganahalli et al., 2013). Assim, confirmamos que a amostra viral utilizada ndo estava

contamidada com outro orbivirus que podesse comprometer a producao do anticorpo.

5.1.2 Produgao do antigeno

No processo de obteng@o da amostra viral para o indculo foram realizadas trés passagens
do virus, sendo que na terceira obteve-se 1200 mL de suspensdo de EHDV-2 e restos celulares.
Este material foi concentrado 800 vezes e obteve-se 1,5 mL do antigeno. Os titulos virais das
amostras obtidas durante as passagens e no processo de produgdo do antigeno estdo descritos na

Tabela 4.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1% para dsRNA do antigeno viral. L: 100 pb DNA
ladder (Promega, Madison, EUA). 1: Amostra viral do pool de 1200 mL.

Tabela 4: Titulagdo do sobrenadante viral nas varias etapas de produgio e purificacao do antigeno.

Amostra viral/Antigeno  Titulo TCIDsy/50pL

N° 213 1048
N°214 1047

N° 215 1043

Apds o douncer 103
Antigeno purificado 1074

5.1.3 Produgdo do indculo e soro hiperimune

O indculo viral tanto com ACF como com AIF foram produzidos no mesmo

momento. Todas as emulsificagdes foram eficazes ja que os compostos apds o processo
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ndo se dispersaram na agua destilada. Aplicou-se 0,5 mL de indculo por via subcutinea
no dorso de cada coelha contendo 3,312x10 particulas virais/mL.

Ap6s aplicagdo do indculo com ACF no lado direito houve o aparecimento de
granulomas com severa inflamagao, hiperemia e dor local, regredindo no terco final do
experimento. Devido a sensibilidade na area de aplicacdo do ACF, foram aplicadas as
outras doses com AIF no dorso esquerdo dos animais. Nessas, observou uma leve reagao
inflamatoria que regredia em uma semana apoés a aplicagao.

Foram coletadas as amostras de sangue das coelhas nos dias 0, 35, 50, 71 e 78
apos a vacinacdo. Os soros foram separados e ndo apresentaram hemolise.

No IDGA, nenhuma das coelhas apresentou linha de precipitacdo no dia zero. A
partir do dia 35, os dois animais foram imunoreagentes até o dia 78 ap6s a inoculacdo. A
coelha 2 apresentou um aumento do titulo de anticorpos mais cedo que a coelha 1 (Figura

11; Tabela 5).

Tabela 5: Resultados de Imunodifusdo em Gel de Agar para o Virus da Doenca Epizodtica
Hemorrégica nas coelhas imunizadas para produgdo de soro hiperimune.

S Dia 0 Dia 35 Dia 50 Dia 71 Dia 78
oro “Coe 1 Coe2 Coel Coe2 Coel Coe2 Coel Coe2 Coel Coe 2
Puro - - + + + + + + + +
172 - - - - - + + + + +
1/4 - - - - - - - + + +
Coe: Coelho

%: Dilui¢do % do soro
Y: Diluicdo % do soro

Soro®
puro

°
/ Soro
padrao

Figura 11: Imunodifusdo em Gel de Agar para o Virus da Doenga Epizodtica Hemorragica
(EHDV) na coelha 02 no dia 71 ap6s aplicagdo do indéculo. Ag: Antigeno de EHDYV purificado.
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Na soroneutralizagdo, as coelhas também ndo apresentaram anticorpos anti-
EHDV-2 no dia zero. Apds 35 dias da aplicagdo do primeiro inoculo, as duas
apresentaram titulo de anticorpos neutralizantes contra o virus. Os dois animais exibiram
o mesmo titulo de 1:320 no dia 50, contudo a coelha 02 diminuiu o titulo para 1:160 ¢ o
qual ficou estabilizado até o dia 78. J4 a coelha 01 manteve seu titulo de 1:320 até o dia

71, no dia 78 apds inoculagdo, o titulo aumentou para 1:480 (Figura 12).

Dia 57

Dia 36

: I
Dia 0 Dia 15 o

T !
= ; il

Titulo de AN anti-EHDV-2

Dias apds inoculagado

Coelha 1 Coelha 2 | Inoculo com ADC | Inoculo com AIC

' '

Figura 12: Perfil da produgdo de anticorpos no teste de soroneutralizagdo contra o Virus da
Doenga Epizodtica Hemorragica (EHDV-2) nas coelhas imunizadas para produgdo de soro
hiperimune. AN: Anticorpos neutralizantes. ADC: Adjuvante completo de Freud. AIC: Adjuvante
Incompleto de Freud.

Neste trabalho os animais apresentaram AcN no periodo e titulo de anticorpos
esperados, sendo estes detectados a partir do dia 35 apos a inoculagdo. Estudos mostram
que resposta imune humoral contra o virus da lingua azul e EHDV, com a produgdo de
anticorpos neutralizantes (AcN), ocorre a partir do 7° a 14° dia apds a infecgdo (Foster et
al., 1991). Contudo, Stottet al. (1985) demonstraram que administracdo do virus da LA

inativado pode acarretar auséncia ou reduzir titulos de AcN, sendo que quando aplicado
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vivo ou quando utilizado junto ao adjuvante de Freund, estimula a produ¢@o de anticorpos
no organismo.

No presente estudo, o IDGA doi utilizado como ferramenta de monitoramento do
esquema de imunizagdo empregado para produgdo do soro hiperimune que indiciou a
presenca de anticorpos no soro das coelhas em diferentes tempos de inoculagdao. O IDGA
¢ muito utilizado como teste de triagem para BTV e EHDV. Porém, apresenta pouca
sensibilidade e pequena porcentagem de falsos positivos por reagcdo cruzada entre
orbivirus (Della-Porta et al., 1985; Wilson et al., 2015). A menor sensibilidade do IDGA
pode ser explicada em parte pelo mecanismo de interagdo antigeno-anticorpo, pois
embora os testes imunoenzimaticos requeiram a ligacdo de somente um epitopo, para
obter um resultado positivo a precipitagdo em gel de agar requer interagdes multiplas

antigeno-anticorpo (Celer Junior et al., 1998).

5.1.4 Purificagdo de anticorpos IgG

Na purificacao dos anticorpos, foram utilizados 10 mL do soro da coelha 01, pois
foi a que apresentou melhor titulo de AcN, obtendo-se 3 mL de purificado. Este material
foi quantificado pelo método de Bradford, onde se verificou a concentracdo de 3,0 mg/mL
de proteina.

A produgdo dos anticorpos foi essencial para padronizagao das técnicas de imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia, além de que nao ha mais a anticorpos anti-EHDV

comerciais para serem utilizados.

5.2 Amostras dos cervideos e avaliagao histopatoldgica

As doengas hemorragicas virais, LA ¢ DHE, sdo uma das mais importantes
enfermidades em cervideos no Brasil, pois tem atigindo 40% do rebanho de cervos em
cativeiros e acarretando até no obito destes animais (Arita et al., 1997; Kawanami, 2014).
J& foram identificados cervos positivos para o virus da LA por RT-qPCR do criatorio

cientifico do Nucleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos (NUPECCE) em Sao Paulo
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(Kawanami, 2014; Kawanami, 2016). Além disso, no criadouro CASIB, em 2015 a 2016,
tétm sido realizados o diagndstico dos animais que vieram a Obito com doenca
hemorragica e ja tendo sido identificado e isolado diferentes sorotipos de BTV (BTV-3,
BTV-14, BTV-18, BTV-19 ¢ BTV-22) (Baldini et al., 2018).

Os tecidos dos animais deste estudo apresentaram lesdes susgestivas de doenga
hemorréagica viral com hemorragia sistémica e generalizada em todos os 6rgdos. No
resultado do RT-qPCR, dos nove animais, dois foram negativos, um positivo para BTV-
4, um para EHDV-2, cinco para EHDV-I e um dos cervideos tinha co-infecg¢ao (Tabela
1).

Dos seis animais positivos para EHDV pela técnica de RT-qPCR, dois animais
eram jovens, enquanto quatro eram adultos. De acordo com estudos, os anticorpos
maternos contra o virus da lingua azul e do EHDV permanecem por seis meses nos
organismos dos filhores de veado-da-cauda-branca mantendo-os protegido (Gaydos et al.,
2002b). Contudo, os animais deste estudo, vieram ao 6bito com menos de sete dias de
curso clinico e sao mais velhos que 6 meses. Assim, mesmo em uma area endémica, 0s
cervos infectados por EHDV sao fatalmente afetados, com taxa de 100% de mortalidade,
sendo muito susceptiveis ao virus. Esses mesmos dados foram identificados no trabalho
de Kawanami (2016), onde quatro animais jovens com mais de 6 meses de idade, vieram
ao Obito e positivos para BTV. Também foi compativel com trabalho de Baldini et al.
(2018), em que os animais afetados do criadoro CASIB eram mais velhos e positivos para
BTV, contudo vieram ao obito antes de soroconverterem.

Os cervideos vieram a 6bito no periodo de margo a junho, o0 mesmo observado
nos estudos de Baldini (2018) com os cervideos infectados com BTV no CASIB. No
trabalho de Kawanami (2016), quatro cervideos infectados com o virus da LA vieram a
obito, em um periodo proximo, nos meses de janeiro e fevereiro. Essa €época apresenta
um clima quente e chuvoso que ¢ favoravel para o crescimento dos vetores bioldgicos e
consequentemente maiores chances da ocorréncia do surto de doencas hemorragicas
(Mellor et al.,2000).

Os animais utilizados neste estudo, tiveram os principais achados macroscopicos

observados e relatados pelo Dr. Zalmir Cubas, médico veterinario responsavel do CASIB
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e do zoologico da Itaipu Binacional, sendo os laudos de necropsia cedidos para o
enriquecimento do estudo. As lesdes anatomopatoldgicas foram: edema submandibular,
hemoperitonio, hemotorax, conteudo sanguinolento no intestino com hemorragia
intestinal, pulmao hemorragico, petéquias no miocardio, hemopericardio, bagco com
hemorragia e rins hemorragicos e congestos. Estas lesdes encontradas sdo compativeis
com as descritas na literatura. Favero et al. (2013) descreve que os veados-bororos
acometidos com EHDV apresentaram cianose e petéquias na mucosa oral, lingua e
mucosa gastrointestinal, na bexiga e no endocardio e algas intestinas, € bago e linfonodos
hemorréagicos. Lesdes similares também foram descritas por Ruder et al. (2015), em
veados-de-cauda-branca, que apresentaram no quarto dia de infec¢do, hemorragias
generalizadas no musculo esquelético, no bago, no coracao, na adventicia da arteria
pulmonar, parede ruminal, com linfonosdos aumentados e hemorragicos, e edema
pulmonar grave com hemorragia.

Em relacdo as lesdes microscopicas, no presente estudo as principais alteragoes
generalizadas identificadas foram hiperemia, hemorragia, edema e infiltrado
inflamatorio, predominantemente linfocitico ou linfoplasmocitario tendo em alguns a

presen¢a de macréfagos (Tabela 6).
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Tabela 6: Avaliacdo da intensidade das principais alteragdes histopatologicas em 6rgaos coletados de cervideos que vieram a 6bito em 2017 e positivos
no RT-qPCR para EHDV.

Identificacdo Coracio Pulmio Baco Linfonodo Rim Bexiga Testiculo Encéfalo Figado Pancreas Intestino Rumen Reticulo Omasso Abomaso

dos animais Hiperemia

NEC 2624 ++ / ++ ++ ++ ++ - / +++ +++ ++ - / / /
NEC 2630 + -+ -+ HH -+ ++ ++ / +++ + ++ / + ++ ++
NEC 2634 - +++ + / + + - / + ++ 4t _ - . .
NEC 2637 - +++ ++ / ++ - / ++ ++ / / / / / /
NEC 2640 - ++ +++ ++ ++ + / / ++ / + _ / . /
NEC 2644 ++ ++ +++ / +++ 4+ / ++ e / - - - - -

Hemorragia
NEC 2624 ++ / ++ ++ ++ - - / ++ 1t _ - / / /
NEC 2630 - 4 H++ -+ + +++ ++ / 4+ - + / - - +
NEC 2634 - ++ + / - - - / - + - - - - .
NEC 2637 - ++ +++ / + - / - + / / / / / /
NEC 2640 - ++ +++ ++ ++ - / / + / - - / - /
NEC 2644 + + 4+ / + ++ / - + / - - ; .
Edema
NEC 2624 - / - - - - - / + - + - / / /
NEC 2630 - -+ - ++ - ++ + / e - - / - - ;
NEC 2634 - + - / - - - / + - + - _ + _
NEC 2637 - + - / - - / - + / / / / / /
NEC 2640 - + - - - - / / - / - + / - /
NEC 2644 - +++ - / +++ ++ / - - / - - - - -
Processo inflamatorio

NEC 2624 + / - - + - ++ / ++ - ++ - / / /
NEC 2630 - +++ - - - - + / + - + / . + 3

NEC 2634 - ++ - / + - ++ / - - - - - - -



NEC 2637 - e - / -
NEC 2640 - ++ - - -
NEC 2644 - ++ - / -
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EHDV: Virus da Doenga Epizootica Hemorragica
NEC: Identificagdo da necropsia

Z00: Zoologico Roberto Ribas Lange

/ : Orgéo ausente

- : Auséncia de altera¢do no tecido

+: Alteragdo discreta a leve

++ : Alteracdo moderada

+++: Alteragdo intensa
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Das analises histoldgicas dos cervideos positivos para EHDV no RT-qPCR deste
estudo, foram observadas alteragdes no bago, rim, figado, pulmdes, testiculos, pancreas,
encéfalo, linfonodo, bexiga, intestino, coragdo, abomaso, omaso, reticulo e ramen (Tabela
7). Essas lesdes sistémicas, foram compativeis com o do primeiro relato de DHE em
veados-de-cauda-branca (Odocoilius virginianus), no estado de Michigan nos EUA, em
que observaram varios 6rgaos com lesdes hemorrcagicas, sendo entre eles: o bago,
linfonodos, rins, estdmago, intestino, coragao, pulmao e figado. Assim, concluiram que
uma caracteristica patoldgica do virus era causar uma doenga sistémica e generalizada

(Shope et al., 1960).

Tabela 7: Orgdos em que foram observadas alteragdes histopatologicas de animais positivos para

EHDYV no RT-qPCR.

Orgios Quantidade  Porcentagem
afetada
Bago 6/6 100%
Figado 6/6 100%
Rim 6/6 100%
Pulmao 5/5 100%
Testiculo 3/3 100%
Pancreas 3/3 100%
Linfonodos 2/2 100%
Encéfalo 2/2 100%
Bexiga 5/6 83,3%
Intestino Y4 75%
Coragdo 4/6 66,6%
Omaso 2/4 50%
Reticulo 1/3 33,3%
Abomaso 1/3 33,3%
Rumen Ya 25%

Em um estudo retrospectivo patologico de com amostras de cervos neotropicais
no Brasil, Blastocerus dichotomus e Mazama gouazoubira, também foram observadas
lesdes hemorrdgicas sistémicas sugestivas de orbivirus, predominante nos pulmoes,
lingua, rim e figado, contudo menos frequentemente nos intestinos, na bexiga e nas

gonadas (Navas-Sudrez et al., 2018).
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Os cervideos M. Nana sao muito sensiveis aos orbivirus, assim vao a 6bito com
lesdes hemorragicas em menos de sete dias de infeccdo. Essa avaliagdao foi feita por
Baldini et al. (2018), em que os M. Nana, no refagio de Bela Vista, Itaipu Binacional, da
mesma origem dos animais deste estudo, também vieram a dbito em menos de sete dias
com sinais de doenga hemorragica. Nesse mesmo estudo, o levantamento sorolégico por
IDGA mostrou titulos baixos ou até auséncia de anticorpos, sendo positivos para o RT-
gPCR e com intensas lesdes hemorragicas. Assim, deduziu-se que seriam animais
altamente sensiveis e vieram a obito antes de produzirem titulo de anticorpos suficientes
para o diagnostico por IDGA. Em outro relato sobre infeccdo por EHDV, em cervideos
com infec¢do aguda por EHDV sobreviveram o suficiente para comegar a ter uma
resposta humoral com IgM, contudo morreram antes de 7 a 10 dias e de apresentarem
concentragdes detectaveis de anticorpo IgG (Scott et al.,1998).

Em uma infec¢do experimental em veado-de-cauda-branca (Odocoileus
virginianus) com o EHDV-6 foram observadas alteragdes tipicas de DHE e LA. Apds o
4° dia de inoculagdo, havia edema pulmonar e hemorragias em uma variedade de 6rgaos,
incluindo trato gastrointestinal, pulmao, bago, artéria pulmonar, timo, coragdo, rim,
linfonodo, testiculo, medula d6ssea e cérebro. Verificou-se, ainda, um leve infiltrado
perivascular, principalmente neutrofilico na pele, nos 6rgaos gastrintestinais, no testiculo,
e no cérebro (Ruder et al., 2015). Esse achado ¢ semelhante ao encontrado em algumas
amostras de coracdo deste estudo, em que havia presenca de infiltrado perivascular
neutrofilico e linfocitico. Contudo, o tecido cardiaco apresentou auséncia ou presenca de
alteracdes histopatoldgicas discretas. As lesdes eram observadas no endocardio e nos
vasos no miocardio, principalmente discretas hiperemias e hemorragias (Figura 13-A).

Nos estudos de Ruder et al. (2015), as lesdes observadas entre o quarto ao 12° dia
apo6s aplicagdo no indculo foram similares, contudo, mudou o infiltrado de neutrofilico
para linfoplasmocitico e intensificou-se a hemorragia generalizada.

Os cervideos deste trabalho vieram a 6bito com menos de uma semana apos 0s
primeiros sinais clinicos e as altera¢des sdo compativeis com as observadas por Ruder et
al. (2015), onde na maioria dos orgdos foi verificada extensa hemorragia e infiltrado

linfoplasmocitico.
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Figura 13: Histopatologia das principais lesdes encontradas em cervideos infectados com EHDV.
A: coracdo. Hemorragia no endocardio. H&E. (50x). B: pulmao. Espessamento dos septos com
hemorragia ¢ hiperemia. H&E. (100x). C: pulmao. Intensa presengca de um material amorfo,
acelular e eosinofilico dentro dos alvéolos (edema) com discreta a moderada hiperemia e
hemorragia. H&E. (200x). D: bago. Expansdo da polpa vermelha por hiperemia ¢ congestdo dos
vasos. H&E. (100x). A seta (—) indica a hemorragia, cabeca da seta () hiperemia, asterisco (*)
o edema e o tridngulo (A) um infiltrado inflamatorio.

Na maioria das amostras de pulmdes, havia um difuso processo inflamatério por
todo septo interalveolar que se caracteriza pela diminuigdo dos espacos alveolares com

espessamento dos septos. O processo inflamatorio foi agudo, difuso, intersticial e
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linfoplasmacitico com presenca também de macrofagos. Houve hiperemia intensa, com
moderada hemorragia e foi observada discreta presenca de um material amorfo, acelular
e eosinofilico dentro dos alvéolos (edema) (Figura 13-B, C).

Todas as amostras de baco apresentaram uma intensa hiperemia e hemorragia por
toda a polpa vermelha (Figura 13-D) e algumas areas apresentaram-se com pigmentos
amarronzados sugestivos da presenca de hemossiderina no tecido conjuntivo. Que ¢
similar com observado em trabalhos anteriores (Shope et al., 1960; Maclachlan et al.,
2015) em que ha um acumulo de eritrocitos no parénquima do baco e dos linfonodos
devido a intensa hiperemia e hemorragia dos vasos. Nos animais deste trabalho, no baco
também foi visualizado poucos foliculos linfoides reativos com formacgdo de centro
germinativo.

Nos linfonodos observou-se uma intensa hiperemia nos seios medulares e uma
moderada hiperemia e hemorragia difusa na regido cortical (Figura 14-A). Um nimero
reduzido de foliculos linfoides reativos e de linfocitos foi observado.

Neste estudo, foi analisado reduc¢ado dos foliculos linfoides reativos e linfocitos no
parénquima do bago e linfonodo. Este dado ¢ condizente com Quist et al. (1997) que
demonstraram que os cervos-de-cauda-branca infectados com o EHDV ou o BTV
apresentavam reducgdo da contagem dos linfécitos e da proliferagdo de células T durante
a fase aguda da infeccao. Foi observada a supressdao da multiplicagao de linfécitos devido
a uma inibicdo seletiva da transdug¢dao do sinal do receptor de IL-2. Esta falta da
proliferacdo de célula T apos as infeccdes de EHDV e de BTV pode causar uma
deficiéncia imune transitéria e os animais se tornarem susceptiveis a infecgdes
secundarias.

Na maioria dos tecidos renais, verificou-se uma hiperemia de grau moderado a
intenso nos vasos dos glomérulos e no tecido conjuntivo frouxo entre os tubulos
contorcidos e coletores da regido cortical e medular, respectivamente (Figura 14-B, C).
Enquanto na bexiga, observou-se moderada edema no epitélio e hiperemia e hemorragia
na submucosa (Figura 14-D).

Na maioria das amostras de figado houve uma moderada a intensa hiperemia dos

vasos sanguineos entre os sinusdides e no sistema porta com presenga de processo
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inflamatorio moderado perivascular composto de linfocitos e discreta hemorragia (Figura
15-A).

S
¥

Figura 14: Histopatologia das principais lesoes encontradas em cervideos infectados com EHDV.
A: linfonodo. Hemorragia intensa na regido cortical. H&E. (100x). B: rim. Regido medular com
intensa hiperemia. H&E. (100x). C: rim. Edema na regido cortical logo abaixo da capsula renal e
hiperemia nos glomérulos. H&E. (50x). D: bexiga. Edema no epitélio e hiperemia na submucosa.
H&E. (400x). A seta (—) indica a hemorragia, cabeca da seta (P) hiperemia e o asterisco (*) o
edema.
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Figura 15: Histopatologia das principais lesdes encontradas em cervideos infectados com EHDV.
A: figado: hemorragia intensa, hiperemia e infiltrado inflamatorio linfocitario no sistema portal.
H&E. (200x). B: testiculo. Moderada hiperemia e hemorragia no intersticio com degeneragdo dos
tubulos seminiferos. H&E. (200x). C: testiculo. Moderada hemorragia no intersticio com
degeneragao dos tabulos seminiferos. H&E. (200x). D: encéfalo. Discreta hiperemia. H&E. (50x).
A seta (—) indica a hemorragia, cabeca da seta (P ) hiperemia, o tridngulo (A) um infiltrado
inflamatorio e o circulo (o) degeneracgao celular.

No testiculo, observou moderado infiltrado linfohistiocitico difuso no intersticio
com leve a moderada hiperemia, hemorragia e edema, caracteristicas (Figura 15-B, C).

Isso difere dos estudos de Fox et al. (2015), em que veados-mula (Odocoileus hemionus)
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infectados com EHDV, foram descritas lesdes de degeneracdo testicular cronica severa
junto com uma orquite, vasculite, edema e alguns casos, mineralizacao. Esses animais
apresentavam alteragcdes cronicas resultantes de danos vasculares e pela inflamacgdo. Ja
no trabalho de Ruder (2015), também foi ifentificado lesdes agudas com presenca de
hemorragias e hiperemias. Assim, os animais deste estudo tiveram lesdes hiperagudas e
nao viveram tempo suficiente para formacao de alteracdes de mineralizagao.

Nos animais deste trabalho, nenhum animal apresentou relatos de sinais
neuroldgicos mesmo que no encéfalo foram observadas poucas alteragdes microscopicas,
caracterizadas por uma discreta a moderada hiperemia nos vasos (Figura 15-D). Nos
estudos de Quist et al. (1997) verificaram que dois veados-de-cauda-branca, infectados
com EHDV-6, apresentaram tremores da cabega, ¢ na andlise histopatologica verificaram
um leve infiltrado e pequenas areas com hiperemias dispersadas aleatorias por todo
cérebro.

Nos orgaos gastrointestinais (rimen, omaso, reticulo, abomaso e intestino) houve
uma moderada hiperemia na submucosa e discretos hemorragia, edema e infiltrado
linfocitario.

Neste estudo, ndo foi visualizado trombos na microscopia, embora haja hiperemia,
hemorragia, e inflamacao em tecidos afetados, que ¢ tipico para a infeccdo com EHDV e
BTV, e presenca de trombos como alteragdo macroscopica de um dos animias
acometidos. O virus da doenga hemorragica epizootica causa lesdes microvasculares
difusas devido a replicagdo nas células endoteliais, causando o consumo das plaquetas,
trombocitopenia, e coagulacdo intravascular disseminada (DIC) que contribui para a
hemorragia e formacao de trombos que ja ¢ bem discutida na literatura (sai and Karstad,
1978; Ruder et al., 2015). Como os animais deste estudo tiveram uma infec¢do
hiperaguda, possivelmente ndo houve tempo para formacao de trombos.

Os resultados encontrados sdo uma evolucao nos estudos dos virus de LA ¢ DHE
em cervideos brasileiros, mas hé necessidade de mais estudos nesta linha de pesquisa.
Pois a maior parte do territdrio brasileiro ¢ considerado endémico para LA (Lobato et al.,
2015), contudo ainda existe poucas informag¢des sobre a distribuicdo e ocorréncia das

orbiviroses no Brasil.
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Além disso, assim como em Itaipu Binacional, desde 1990, e outras diversas
regides do Brasil, varios cervideos morrem com sinais clinicos sugestivos de doenca
hemorragicas, mas nao se tem sido feito o diagnostico para identificar o agente etiologico
(Duarte et al., 2012). Assim, ¢ necessario o desenvolvimento de melhores métodos de
diagnosticos para serem realizados estudos restropectivos do virus da DHE e LA dos

animias que j& vieram ao 6bito.

5.3 Imuno-histoquimica

A padronizacdo do método de imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada através de
testes variando a dilui¢cao do anticorpo policlonal de coelho anti-EHDV-2, o bloqueio, o
tempo de incubacgdo e a solugcdo de recuperagdo antigénica. A dilui¢do do anticorpo
primario que apresentou os melhores resultados foi de 1:30 incubando a 4°C por 18 horas.

Nos controles nao foi verificada marcagao quando foram adicionados 0os mesmos
anticorpos primarios em cortes de tecidos de animais negativos para EHDV-2, no RT-
gPCR, ou quando substituidos com soro negativo de coelho ou PBS 1X.

Devido ao formol tamponado ser o método de fixagdo dos tecidos mais utilizado
e difundido na rotina de diagnoéstico por seu baixo custo e disponibilidade, o pré-
tratamento e o armazenamento dos 6rgaos (Ramos-Vara, 2005) devem ser adequados para
permitir estudos imuno-histoquimicos. Como a fixagdo em formalina promove ligagdes
multiplas entre os grupos aminos, a recuperacao antigénica (RA) é necessaria para
quebrar essas ligagdes e expor os epitopos alvos para o acesso dos anticorpos na THQ.
Assim, para a melhor RA ¢ necessario um pH baixo, temperaturas elevadas, pressao e
solucdes quimicas (Kim et al., 2003).

O tampao citrato com pH 6,0 em temperatura de 96°C por 45 minutos apresentou
os melhores resultados na RA neste estudo, como ja verificado em outros trabalhos com
[HQ para BTV (Sanchez-Cordon et al., 2010) e EHDV (Mills et al., 2017). Ha outros
métodos de recuperagao antigénica utilizando calor para expor os antigenos, podendo ser

usado autoclave (Bankfalvi et al. 1994), panela de pressao (Miller and Estran 1995),
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microondas (Imam et al. 1995) ou banho-maria (Kawai et al. 1994). No presente estudo
a panela a vapor com agua aquecida a 96°C apresentou excelente resultado.

Em relacdo a solucao de bloqueio, o leite em po diluido a 2% em PBS e deixado
incubando por 45 minutos na estufa foi o melhor método para retirar o maximo de reagdes
inespecificas.

Na IHQ houve marca¢do em todos os orgaos selecionados e avaliados, sendo
estes, o baco, pulmao, testiculo, coragdo, figado, linfonodo e rim (Tabela 8). As
marcagdes dos antigenos virais contra EHDV foram intracitoplasmaticas avermelhadas,
enquanto as coloragdes ndo associadas a células foram desconsideradas e caracterizadas
como reacoes de fundo.

Neste estudo, as marcagdes foram bem evidentes em células mononucleares,
macrofagos e linfocitos. A imunomarcacdo em células endoteliais foram mais fracas e em
menor nimero, mesmo tendo sido constatadas lesdes de hemorragia e hiperemia. Essas
observagdes sdo consistentes com os trabalhos de MacLachlan et al. (1990) e Lee et al.
(2011), em estudos de infecgdes experimentais de BTV em bezerros e ovelhas,
respectivamente. Nesses estudos, foi predominantemente encontrada imunomarcacao em
células mononucleares e apenas muito raramente no endotélio vascular, podendo ser
indicativo do virus causar uma destruicao direta dos vasos por meio de mediadores
vasoativos ou pela sensibilidade insuficiente do procedimento de IHQ.

Estudando o processo de padronizagao de IHQ para o BTV, Sanchez-Cordon et
al. (2010), pbservaram pulmao, baco e linfonodos como os 6rgdos mais marcados em
ovelhas e caprinos, sendo a imunomarcagdo principalmente evidenciada em células
endoteliais das arteriolas e capilares. Os resultados de Kamomae et al. (2018) também
demonstraram muitas marcagdes para EHDV-6 nas células dos vasos da camada muscular
do estomago de bovinos. Esses trabalhos diferem das caracteristicas das principais
marcagdes visualizadas neste estudo em linfocitos e macrofagos.

Como analisado neste estudo, o grau de marcag¢des na IHQ ndo foi compativel
com os valores de ciclo limiar (Ct) do RT-qPCR, sugerindo que pode nao haver correlagao
entre a quantidade de RNA no tecido e o numero de células infectadas com antigenos

protéicos de EHDV (Tabela 8). Scott et al. (1998) tiveram dificuldade de detectar
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antigenos virais de EHDV na imuno-histoquimica e do RNA viral na hibridiza¢ao in situ,
possivelmente como resultado do baixo numero de células infectadas e/ou reduzidos
niveis de replicacdo de virus. Isso pode ser devido tanto a auséncia ou baixa presenc¢a de
células infectadas no tecido ou pelo fato de que o virus esta principalmente no sangue dos
animais infectados em leucocitos ou pelas membranas dos eritrocitos (Dangler et al.,
1990). Assim, como o RT-qPCR ¢ realizado através de amostras frescas

masceradas estando bastante hemorragicas, € possivel que alta quantidade de RNA viral
identificada tenha sido advinda do sangue periférico infectado presente nestes Orgaos
processados.

Além disso, o método de fixagado por formol e inclusdo na parafina sao preferiveis
para preservacao da morfologia dos tecidos, contudo podem acarretar a perda da
antigenicidade das amostras (Sanchez-Cordon et al., 2010). Assim, a imuno-histoquimica
pode perder sensibilidade para identificagdo das proteinas virais que podem estar
degradas em comparacdo ao PCR de 6rgdos que foram processados imediatos e ainda
frescos, em que ha uma perda pequena do material genético. Sendo que o PCR em tempo
real ¢ uma técnica bem mais sensivel que a IHQ (Wilson et al., 2015), em que precisa de
um nimero baixo de carga viral para ser detectado a amostra como positivo.

As diferencas do resultado da ITHQ e RT-qPCR, podem ser tanto devido a
degradacao dos antigenos virais, no processamento ou devido a quantidade de material
genético no tecido que nao apresenta correlacao direta com a quantidade de proteinas
virais extressas.

As marcagdes de IHQ foram compativeis com os 6rgdos que apresentaram mais
lesdes, como o pulmao, bago, figado e rim. Assim, podemos sugerir que estes tecidos

mecionadas sdo de elei¢do para diagnostico por meio da IHQ para EHDV.
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Tabela 8: Avaliacdo das marcagdes pela imuno-histoquimica de todos os cervideos que vieram a
obito em 2017 e positivos para EHDV e correlacionando com os valores de limiar (Ct) de ciclo

de cada o6rgao.

Identificacio  Orgio Grau de Distribuicao Diagnosti  RT- CT*
do animal marcacio coe qPCR
sorotipo

NEC 2624 Coragdo + Pontual P 20,26
Baco + Pontual P 17,80
Fl-gado +++ Mul‘qfocal a difusa FHDV-1 P 22,04
Linfonodo ++ Multifocal P 18,56
Testiculo ++ Pontual NR NR
Rim ++ Pontual P 23,43

NEC 2630 Coragdo - P 25,60
Baco ++ Pontual P 23,83
Figado ++ Pontual P 26,78
Linfonodo ++ Pontual NR NR
Pulmio ot Multifocal a difusa EHDV-2 22,39
Testiculo +++ Pontual a NR NR

multifocal

Rim +++ Multifocal a difusa P 25,80

NEC2634 Coracgédo + Pontual P 18,46
Baco +++ Multifocal P 21,96
Figado + Pontual P 17,12
Pulmio -+ Multifocal a difusa EHDV-1 23,25
Testiculo + Pontual NR NR
Rim ++ Multifocal P 18,33

NEC 2637 Coragdo - P 18,79
Baco ++ Pontual P 22,45
Figado + Pontual EHDV-1 P 20,51
Pulmaéo ++++ Multifocal a difusa P 39,54
Rim ++ Pontual P 18,48

NEC 2640 Coracéo + Pontual P 17,83
Baco ++ Pontual P 19,17
Figado + Pontual P 17,22
Linfonodo + Pontual EHDV-1 \r NR
Pulmao ++ Multifocal NR NR
Rim + Multifocal P 18,59

NEC 2644 Coragao + Pontual NR NR
Bago +++ Multifocal P 29,73
Figado + Pontual EHDV-1 P 27,00
Pulmao +++ Multifocal a difusa P 25,48
Rim + Multifocal P 22,71

EHDV: Virus da Doenca Epizootica NR: Nao realizado
Hemorragica P: Positivo

NEC: Identificagdo da necropsia

Z00: Zooldégico Roberto Ribas Lange
CT: Valor do limiar de ciclo no RT-qPCR

*Ponto de corte de 35
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Grau da imuno-histoquimica: ++ : Marcagao de leve a moderada
- : Auséncia de marcacdo no tecido +++ : Marcag@o moderada intensa
+ : Marcacdo discreta a leve ++++: Marcac¢do intensa

O pulmio foi o 6rgdo que apresentou maior quantidade e intensidade das
marcacdes, principalmente, no citoplasma das células epiteliais dos bronquiolos,
macrofagos e células endoteliais dos vasos (figura 17-A, B e C). A maioria dos trabalhos
nao relata imunomarcagdes nas células epiteliais dos bronquiolos (Ramos-Vara, 2005;
Sanchez-Cordon et al., 2010). Assim, estes achados sugerem que as espécies de cervideos
Mazama nana quanto o Blastocerus dichotomus infectadas com EHDV podem apresentar
infeccao das células epiteliais no pulmao.

Nos rins, ocorreu imunoreagao em células endoteliais nos glomérulos e vasos
sanguineos, e nas células epiteliais dos tibulos contorcidos e coletores (figura 16-B e D).

Em um estudo in vitro, células da linhagem celular humana epitelial bronquica
(A549) foram susceptiveis a infeccdo por BTV-4 e BTV-8. Estas células epiteliais
infectadas foram induzidas a produzir interferon beta (IFN-B) e tipo I (IFN-I) devido a
infecgdo viral e mostrou que o BTV pode ativar os fatores de transcri¢do IRF3 e NF-kB
e induzir a producdo de IFN-B juntamente com outras citocinas pro-inflamatdrias
(Chauveau et al., 2012). Com este trabalho, podemos deduzir que as células epiteliais dos
bronquiolos nos pulmdes e dos tiibulos contorcidos nos rins podem também ser infectadas
com o EHDV.

Nos testiculos houve intensa imunomarcagao em células germinativas dos corddes
espermaticos e macréfagos, e linfocitos no intersticio entre os tiibulos seminiferos (Figura
17-D, E e F). Nao h4 relatos na literatura sobre a identificacdo de células germinativas
infectadas com BTV e EHDV, contudo ha relatos em que a infeccao por estes orbivirus
causa intensa degeneracdo dos tubulos seminifetos e que afeta a espermatogénese tanto
de cervideos como em ovinos (Fox et al., 2015, Ruder et al., 2015). Assim, observamos
que os cervideos Mazama nana quanto o Blastocerus dichotomus infectados com EHDV
apresentam degeneracdo testicular que poderd levar a uma provavel infertilidade,
compativel com estudos Puggion et al. (in press) em ovinos experimentalmente infectados

com BTV.
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Em alguns estudos foram identificadas marcac¢des contra BTV condizentes com
os achados deste estudo, principalmente, em linfocitos, monocitos € macroéfagos na polpa
branca do baco, em areas alveolares dos pulmdes, e por todo parénquima do timo e
linfonodos (Sanchez-Cordon et al., 2010; Marin-Lopez et al., 2016).

No bago, a visualizacdo da imunorreagdo foi mais dificil, em decorréncia da
grande quantidade de hem4cias oriundas da hemorragia e hiperemia. Contudo, verificou-
se marcacdes em macrdofagos, linfocitos e células endoteliais dos vasos, tanto na polpa
branca quanto vermelha (Figura 18-A, B, C e F). Nos linfonodos verificou-se
imunorreacdes pontuais nos macrofagos e linfocitos em areas periféricas aos foliculos
linfoides na regido cortical e nos corddes medulares. (Figura 18-D e E).

Nos linfonodos a maioria dos macrofagos e linfécitos imunomarcados contra BTV
na [HQ estavam na borda dos foliculos linfoides (areas de células T), e poucos estavam
no centro germinativo dos foliculos (areas de células B). Essa informagdo sugere que os
linfocitos T sdo mais susceptiveis a infeccdo por orbivirus do que os linfocitos B
(Sanchez-Cordon et al., 2010; Marin-Lopez et al., 2016). Ja foram identificados, em testes
in vitro com citometria de fluxo, leucécitos susceptiveis ao BTV tendo a seguinte ordem
de sensibilidade ao virus: macréfagos, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ e linfocitos
B (Barratt-Boyes et al., 1992). As marcacdes encontradas na zona marginal do bago sdo
similares ao estudo de Lee et al. (2011), que identificaram por evidéncias moleculares e
morfologicas o BTV, provavelmente associada a infec¢do aguda do animal acometido.

Nos tecidos hepaticos, foram marcados hepatdcitos, macrofagos, linfocitos e
células endoteliais (figura 16-A e C). Estes achados corroboram com Sanchez-Cordon et
al., (2010) que identificaram a infecg¢ao de hepatdcitos e células de Kuppfer por orbivirus
no figado de ovelhas e caprinos.

O tecido cardiaco apresentou poucas marcagdes ou mesmo auséncia de
imunomarcacdo. As escassas imunoreagdes, quando observadas, eram em células do
endotélio dos vasos no endocardio e/ou miocardio. Estes resultados foram semelhantes
de Sanchez-Cordén et al., (2010), em que o tecido cardiaco apresentou discreta

imunomarcacao em células infectadas com BTV em caprinos e ovinos.
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Os resultados obtidos indicam que o coragdo ndo ¢ um orgao de eleigdo para o
teste de IHQ para EHDV. Na tabela 8, podemos observar que, mesmo as amostras deste
orgdo que possuem um CT baixo foram negativas ou apresentaram baixa marcacao na
[HQ. Foi observado neste 6rgao poucas lesdes histopatologicas que podem ter culminado
na presenca de menor intensidade da imunorreacdo. Outro fator estd relacionado a
presenca de grande quantidade de sangue infectado presente no momento do
processamento das amostras.

As reagdes de fundo foram mais significativas no pulmao, rim e bago. Durante o
processo de padronizagdo, foi destinado maior tempo a incubacdo das laminas no
peroxido de hidrogénio, diminuindo essas reacgdes inespecificas. Portanto, o pré-
tratamento eficaz dos tecidos fixados em formalina mostrou-se eficiente para diminuir as
reagdes indesejadas na THQ (Ramos-Vara, 2005). E impostante destacar que alguns
orgaos dos cervideos ficaram mais de um més no formol, o que pode ter acarretado
maiores reacoes de fundo.

Os orbivirus em geral, apresentam sete proteinas estruturais (VP1 a VP7) e quatro
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2, NS3/NS3a e NS4), sendo as tultimas as mais
conservadas entre as diferentes estipes virais (Schwartz-Cornil et al,2008; Ratinier et al.,
2011). As proteinas mais externas, principalmente a VP2 e a VPS5, presentes no capsideo
viral, sdo muito varidveis, mas também apresentam alguns epitopos conservados na sua
estrutura (Roy, 2009). Assim, os sorotipos apresentam variagdes antigénicas, mas
possuem proteinas comuns que acarretam em reacgdes cruzadas nos testes sorologicos.

Os anticorpos policlonais na THQ sdo produzidos por varios plasmocitos, reagindo
assim com diversos epitopos do virus, podendo ser contra tanto as proteinas estruturais
quanto nao estruturais (Ferro, 2013). Assim, os anticorpos policlonais utilizados neste
estudo, mesmo produzidos contra o EHDV sorotipo 2, podem reagir contra varias
proteinas conservadas que sdo também identificadas no virus do sorotipo 1. O teste de
[HQ padronizado neste trabalho conseguiu identificar tanto o EHDV-1 e EHDV-2, sendo
que no caso do animal infectado com este tltimo observou que houve uma marcagao com
uma intensidade um pouco maior devido ao fato do soro policlonal foi produzido com o

isolado de EHDV-2 (Tabela 8).
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A imuno-histoquimica padronizada neste estudo foi eficiente para identificar
EHDV, podendo até ser utilizado na identificagdo de dois tipos diferentes de sorotipo do
virus. Embora as lesdes encontradas neste estudo tenham sido compativeis com as
descritas na literatura, esta ¢ a primeira descri¢do detalhada de achados histopatologicos
em cervideos brasileiros infectados com EHDV, ainda sendo associada com marcagoes

na [HQ e os resultados no RT-qPCR com material fresco.

Figura 16: Imuno-histoquimica para o virus da Doenga Epizootica Hemorragica (EHDV) em
cervideos que vieram a 6bito por hemorragia sistémica, em 2017. A: figado. Hepatocitos com
marcagdes no citoplasma e nos vacuolos (cabega da seta) nos lobulos hepaticos. IHQ. (400x). B:
rim. Células epiteliais dos tibulos contorcidos proximais (cabega da seta) na regido cortical. [HQ.
(400x). C: figado. Animal 2626 negativo para BTV ¢ EHDV. (400x). D: rim. Animal 2626
negativo para BTV e EHDV.
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Figura 17: Imuno-histoquimica para o virus da Doenga Epizodtica Hemorragica (EHDV) em cervideos que vieram a 6bito por hemorragia sistémica, em 2017. A: pulmao.
Intenso processo inflamatorio linfocitario com marcagdes em alguns linfocitos (seta) e células epiteliais dos bronquiolos (cabega da seta). IHQ. (400x). B: pulmao.
Marcagdes para EHDV em células endoteliais dos vasos (cabega da seta). IHQ. (400x). C: pulmao. Controle negativo utilizando soro de coelho (dia zero) soronegativo
para EHDV em tecido de animal positivo para o virus no RT-qPCR. (400x). D: testiculo. Macrofago (cabeca da seta) infectado com EHDV no intersticio do 6rgdo. THQ.
(400x). E: testiculo. Célula germinativa do corddo espermatico infectada no tibulo seminifero (cabeca da seta). IHQ. (400x). F: testiculos. Controle negativo utilizando
PBS 1X em tecido de animal positivo para o virus no RT-qPCR. (400x).
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Marcagdes em alguns macrofagos (cabeca da seta). IHQ. (400x). B: bago. Intensa hemorragia na polpa vermelha em que observa alguns macrofagos infectados com
EHDV (cabega da seta). IHQ. (400x). C: bago. Controle negativo utilizando soro de coelho (dia zero) soronegativo para EHDV. (400x). D: linfonodo. Na regido cortical,
macrofago (cabeca da seta) marcado contra o EHDV. THQ. (400x). E: linfonodo. Varios macréfagos (cabeca da seta) e linfocitos (seta) infectados e marcados na regido
cortical. IHQ. (400x). F: bago. Animal 2626 negativo para BTV e EHDV.
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5.4 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia indireta com proteina G conjugada com o Alexa
Fluor 488 foi padronizada com anticorpo primdario policlonal de coelho anti-EHDV em

célula BHK-21. A melhor marcacdo foi a dilui¢do de 1:50 do anticorpo primério e 1:500

da proteina G. O controle de células ndo apresentou marcagdo (figura 19).

Figura 19: Microscopia de fluorescéncia (Microscopio Leica DMIL) de cultivo de células BHK -
21 infectadas com o virus da Doenca Epizodtica Hemorragica (EHDV) com anticorpos
conjugados com Alexa Fluor 488. A: Controle negativo de células ndo infectadas com o virus no
filtro de excitagdo 480-520nm. (200X). B: Células infectadas no filtro de excitagao 515-560nm
evidenciando a contra colora¢do de Azul de Evans. (200X). C: Células infectadas com marcagéo
no citoplasma, no filtro de excitacao 480-520nm. (200X).
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A a fixacao das células foi apds 18 horas de infec¢ao do virus EHDV para ser em
seguido testados os dois métodos de imunofluorescéncia. As dezoito horas de infecgdo ¢
0 tempo necessario em que o virus replica e produz série de particulas virais imaturas e
maduras antes de sairem das células e que possam ser identificadas (Mellor et al., 2009).

O método de imunofluorescéncia (IF) utilizando os fluorofuros convencionais,
apresentam a desvantagem de terem curta duragdo de emissao da fluorescéncia (Wilson
et al., 2015), assim como visualizado neste estudo, em questdo de poucos segundos o
brilho das marca¢des diminuiam. Assim, os pontos quanticos semicondutores (QDs)
podem melhorar a IF por apresentarem alto brilho, emissdo de espectro estreito e
estabilidade a longo prazo (Mansur, 2010; Mansur, 2013).

Na imunofluorescéncia direta (IFD) foram utilizados anticorpos de coelhos anti-
EHDYV bioconjugados com pontos quanticos (QDs): ZAIS (core-shell AgIlnS>-ZnS) e CdS
(core-shell CdS-ZnS). A IFD foi realizada em células VERO infectadas.

A bioconjugagao dos QDs com os anticorpos foi realizada seguindo os protocolos
de Hermanson (2008). Durante o procedimento de conjugacdo os fatores de diluicao dos
anticorpos, agitacdo magnética das solucdes e alteracdo do pH podem ter contribuido para
desnaturacdo dos anticorpos. Assim, ao final da conjugacdo dos 1,5 mL do anticorpo
purificado com 3 mg/mL de proteina obteve-se 7,5 mL para cada um dos QDs, ou seja,
uma dilui¢do de 10x do volume inicial, com uma concentragdo de proteinas de 0,15
mg/mL e reducdo da metade da concentragdo proteica e consequentemente dos
anticorpos.

Na padronizagao, ambos anticorpos anti-EHDV-2 conjugados com ZAIS E CdS,
somente apresentaram marcac¢ao quando adicionados sem diluicdo (puro). Os controles
de células e de QDs ndo conjugados ndo exibiram imunomarcacdes (Figuras 20 e 21).

O CdS-ZnS apresenta uma excitacdo em 440 nm e a emissdo que varia de 480 a
900 nm (Liu et al., 2014), enquanto o AgInS; ¢ excitado no comprimento de onda de 365
nm ¢ uma emissao ariando de 535 a 607 nm (Tang et al., 2011). Assim, ambos podem ter

emissao variando da cor verde ao vermelho. Neste estudo, ambos apresentaram emissao
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na cor verde, contudo os resultados de ZAIS (AgInS2) apresentaram uma quantidade
maior de marcagdes e mais brilho nas células infectadas do que o CdS (CdS-ZnS).

Estudos por Mansur et al. (2017), tém evidenciado a eficacia dos anticorpos
conjugados com QDs ZAIS (AgInS;) como método facil e ecoldgico. Além disso, os
resultados demonstraram que eram preliminarmente citocompativeis em relagao aos QDs
CdS e emitiam uma fotoluminescéncia verde intracelular apropriada. Portanto, esse
bioconjugado oferece uma promissora nanoplataforma para aplicagdes biomédicas e em
diagnosticos, além de apresentarem uma fotoluminescénia semelhante aos QDs CdS e
CdSe que sdo mais citotoxicos (Oh et al., 2016).

Assim, como em outros estudos de imunofluorescéncia utilizando fluorofuros
convencionais para o BTV (Blacksell & Lunt, 1993; Anjaneya et al., 2018), as marcagdes
com os anticorpos conjugados com ZAIS e CdS também foram observadas no interior
dos citoplasmas das células infectadas. Foram visualizados marcagdes fortes
intracitoplasmaticas, pricipalmente em corpos de inclusdo viral que ¢ uma caracteristica
da infecgdo e replicagdo de BTV em cultura de células (Fu et al., 1999).

A marcacdes observadas na IFD utilizando os QDs ZAIS e CdS aparesentaram
caracteristicas semelantes as observadas na IFI utilizando fluo6foros convencionais em
estudos anteriores. Assim, esse tipo de marca¢do com QDs pode ser usada como
ferramenta para diagnostico em cultivo celular e ainda pode ser desenvolvido estudos
posteriores para identificagdo do EHDV em tecidos de cervideos com suspeita de estarem

em DHE.
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Figura 20: Microscopia pelo Eclipse Ti microscopico confocal (Nikon Instruments, EUA) do
cultivo de células VERO infectadas por 18 horas com o virus da Doenca Epizoo6tica Hemorragica
(EHDV) utilizando anti-EHDV-2 bioconjugados com pontos quanticos CdS (core-shell CdS-
ZnS). A: Controle de células ndo infectadas com o virus adicionando o CdS sem esta conjugado
com anticorpo na fluorescéncia verde (630x). B: Controle de células infectadas com o virus
adicionando o CdS sem esta conjugado com anticorpo na fluorescéncia verde (630x). C: Controle
de células nao infectadas com o virus adicionando o anticorpo anti-EHDV-2 conjugado com CdS
na fluorescéncia verde (630x). D: Células infectadas com EHDV sem fluorescéncia (transmitida)
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(630x). E: Células infectadas com EHDV e marcadas com o anticorpo anti-EHDV-2 conjugado
com CdS (630x). F: Sobreposi¢do imagens D ¢ E.

Figura 21: Microscopia pelo Eclipse Ti microscopico confocal (Nikon Instruments, EUA) do
cultivo de células VERO infectadas por 18 horas com o virus da Doenca Epizoo6tica Hemorragica
(EHDV) utilizando anti-EHDYV bioconjugados com pontos quanticos ZAIS (core-shell AgInS2-
ZnS). A: Controle de células ndo infectadas com o virus adicionando o ZAIS sem estar conjugado
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com anticorpo na fluorescéncia verde(630x). B: Controle de células infectadas com o virus
adicionando o ZAIS sem estd conjugado com anticorpo na fluorescéncia verde (630x). C:
Controle de células ndo infectadas com o virus adicionando o anticorpo anti-EHDV conjugado
com ZAIS na fluorescéncia verde (630x). D: Células infectadas com EHDV sem fluorescéncia
(transmitida) (630x). E: Células infectadas com EHDV e marcadas com o anticorpo anti-EHDV
conjugado com ZAIS (630x). F: Sobreposi¢do imagens D ¢ E.

5.5 Extragdo de material genético em tecido parafinado

A extracdo de RNA em tecidos parafinizados de cervideos positivos para EHDV
apresentou valores limiares de ciclo (Ct) acima de 32 em relagdo ao 6rgao extraido fresco
que tiveram Ct abaixo de 30. Os dois métodos apresentaram muitos resultados acima do
ponto de corte (Ct de 35) que ¢ considerado como positivo no diagnéstico da doenca
quando o material genético ¢ extraido de imediato.

Viérias amostras de tecidos sao coletadas de animais com o intuito de diagnosticar
doengas infecciosas, sendo os fragmentos desses materiais fixados em formol, incluidos
em parafina e armazenados nos laboratérios. Esses espécimes sdo importantes fontes de
material bioldgico para pesquisa em estudos retrospectivos, que possibilitem a
investigacdo da etiologia e a epidemiologia das patologias que ndo tinham sido
identificadas (Yang et al., 2006; Simonato et al., 2007).

O desenvolvimento de métodos de extracdo de material genético em tecidos
parafinados contribui para diagndstico definitivo de agentes. A extragdo de RNA de
amostras fixadas em formol e embebidas em parafina (FFPE) ¢ problematica, pois o
material genético ¢ minimo e degrada-se durante o processo de fixagdo do tecido pela
formalina (Yang et al., 2006).

A técnica de PCR ¢ a mais utilizada para identificar e amplificar o material
genético em amostras FFPE. No entanto, os resultados satisfatérios da reagao dependerao
da qualidade do DNA ou RNA, que sdo influenciados pelo periodo de tempo em que a
amostra esta fixada, método de extracao e tamanho do amplicon para o PCR (Dedhia et
al., 2007).

As amostras dos animais ZO0-0693 e NEC 2630 ficaram fixadas por dois meses

e meio, enquanto os dos outros animais por um més. Assim, o tempo de fixacdo na
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formalina, pode ter afetado os resultados obtidos. Mckinney et al. (2009) demonstraram
que se consegue extrair material genético a partir de tecidos fixados no formol por um
periodo de um més. Estes autores salientaram que o processo de fixagdo degrada o RNA,
além de adicionar metilol (- CH20H) aos nucleotideos, o que interfere no PCR e que a
extragdo eficiente ¢ inversamente proporcional ao tempo em que amostra permanece no
formol. A degradacdo do RNA pode continuar mesmo quando ele estiver armazenado na
parafina, contudo sendo a degradacao bem mais lenta do que se o tecido estivesse somente
no formol.

O material genético ¢ degradado geralmente a fragmentos de acidos nucléicos na
faixa de 100 pares de bases (pb) pela formalina. Assim, RT-PCR quantitativo em tempo
real tem a probabilidade de ser mais eficaz para detec¢do de RNA degratado pelo formol,
ja que necessita de um amplicon menor que 100pb e apenas pequenas quantidades de
molde (Specht 2001 e Cronin 2004; Mckinney et al., 2009).

O presente estudo, a extragdo pelo método do Trizol® da Invitrogen™ (California,
EUA) e Stanton et al. (2002) apresentou um niumero menor de tecidos negativos (7/27)
do que com relacdo ao kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation (15/27) como
observado na Tabela 9. Os dois testes tiveram resultados negativos nas amostras de
animal positivo para BTV e no cervideo negativo para orbivirus.

O método do kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation tem sido usado para
extracdo e detec¢dao, de BTV usando o teste de RT-qPCR em amostras de cervideos que
vieram ao Obito por doenga hemorragica em S3o Paulo. Contudo, das 42 amostras
utilizadas nesse estudo retrospectivo, trés foram positivas com Ct abaixo de 37 e quatro
apresentaram valores elevados sugerindo uma baixa concentracdo de virus. Para
confirmar os resultados, os fragmentos amplificados foram sequenciados e os dados
revelaram similaridade com outras sequéncias de BTV (Kawanami et al., 2018).

Como utilizado neste estudo, Stanton et al. (2002) apresentaram sucesso na
extragdo de material genético utilizando a solugdo tampao digestdo (0,5 mg/mL de
proteinase K, 20 mM Tris-HCI, 0,5mM EDTA e SDS 20%) nos tecidos fixados em formol
e parafina para cinamose em caes. Estes autores obtiveram resultados positivos em quase

todas as amostras, menos duas que foram negativas na IHQ e tinham lesdes leves na
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avaliacdo histopatoldgica. Eles relataram também que tiveram dificuldade na extragao,

tendo varios blocos negativos, embora contivessem lesdes graves na histopatologia.

Tabela 9: Resultados do CT no RT-qPCR das amostras de cervideos positivos para o virus da
Doenga Epizodtica Hemorragica (EHDV) pela extragdo no 6rgao fresco e parafinizado usando o
kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation da Ivitrogen e pelo método do Trizol® da
Invitrogen™ (California, EUA) e resultados da imuno-histoquimica com os respectivos graus de
marcagao de cada tecido.

Identificacgd  Orgios CT no RT- CT no RT-qPCR CT no RT-qPCR
o do animal qPCR dos dos érgaos dos érgaos
orgaos frescos  extraidos pelo kit extraidos pelo
método do Trizol

NEC 2624 Coragdo 20,26 N 36,47
Bago 17,80 N N
Figado 22,04 N N
Rim 23,43 NR NR

NEC 2630 Coragdo 25,60 N N
Baco 23,83 N 38,95
Figado 26,78 NR NR
Pulmao 22,39 N 37,55
Rim 25,80 N 37,47

NEC2634 Coragao 18,46 36,54 39,64
Bago 21,96 38,51 N
Figado 17,12 N 37,49
Pulmao 23,25 37,46 34,59
Rim 18,33 N 34,80

NEC 2637 Coragao 18,79 N 38,95
Bago 22,45 39,14 36,72
Figado 20,51 N N
Pulmao 39,54 35,78 37,40
Rim 18,48 N 33,94

NEC 2640 Coragdo 17,83 N N
Bago 19,17 35,61 36,72
Figado 17,22 36,99 36,46
Rim 18,59 37,25 32,66

NEC 2644 Bago 29,73 38,61 39,08
Figado 27,00 N 37,22
Pulméo 25,48 38,69 37,40
Rim 22,71 N N

NEC: Identificacdo da necropsia NR: Nao realizado
Z00: Zoologico Roberto Ribas Lange N: Negativo/ Sem CT

CT: Valor do limiar de ciclo no RT-qPCR
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Neste estudo, as amostras ficaram por quatro horas na solu¢do de digestdo
composta por proteinase K conforme Stanton et al. (2002), o que se mostrou suficiente
para digerir todo o tecido e expor o material genético. Estudos demonstraram que a
digestao dos tecidos FFPE com proteinase K auxilia na liberacdo e exposi¢do do RNA
preso na matriz de acidos nucleicos com as proteinas (Jackson et al., 1990; Mckinney et
al., 2009). Jackson et al., 1990 verificaram, ainda, que os tecidos com cinco dias na
proteinase K apresentavam mais RNA.

Caso consideremos as amostras positivas com valores de Ct de 35 ou menos como
recomendado em tecidos processados de imediato, a extragdo por kit resultaria em 2
positivos (7,4%), enquanto pelo método de trizol seria um pouco maior com 4 positivos
(14,8%). Contudo, como o material genético ¢ bastante degradado pelo processo de
fixacdo em formol e pela parafina, como discutido, optou-se por considerar valores de Ct
de 38 como positivo e de 39 como suspeitos, assim como no estudo de Kawanami et al.,
2018. Dessa forma, no método de extragdo por trizol teriamos 18 positivos (66,67%),
enquanto pelo kit seriam 10 (37,04%) (Tabela 9).

Foi também observado que ndo existe um padrao e correlagao do Ct das amostras
processadas ainda frescas em comparacgdo aos valores de Ct dos tecidos parafinizados.
Isso ¢ observado na Figura 22, que mostrou, independente da carga viral do material
processado imediatamente, a obtengao do RNA no tecido parafinizado apresentou valores
de Ct wvariaveis, sendo que os dois métodos de extracdo apresentaram uma
correspondéncia entre si.

Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade, acuracia, valores
preditivos positivo e negativo, e indice Kappa dos dois métodos tendo como teste ouro a
extracio por o6rgio fresco (Tabela 10). Com base nos dados, o método do Trizol®
apresentou melhor confiabilidade e sensibilidade do que o kit. Outra desvantagem do kit
¢ o preco, uma vez que ele € sete vezes maior (R$ 37,38 por amostra) que pelo método

do Trizol® (R$ 5,40 por amostra).
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Figura 22: Resultados do CT no RT-qPCR em ordem crescente das amostras de cervideos
positivos para o virus da Doenga Epizodtica Hemorragica (EHDV) pela extragdo no 6rgéo fresco
e com os respectivos tecidos parafinizado extraidos usando o kit RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation da Ivitrogen e pelo método do Trizol® da Invitrogen™ (Califérnia, EUA).

Com base na escala do indice kappa, os dois testes apresentaram grau de
concordancia mediano (Landis & Koch, 1977) com os resultados do RT-qPCR de
amostras extraidas frescas. Devido a extrag@o de tecidos FFPE ser problematica e o RNA
estar significantemente degradado, seus resultados ndo tiveram a mesma qualidade do
material processado antes de ser fixado (Yang et al., 2006), ja que o material fresco sofreu
menos com degradacdo de atividade endogena de RNAse. Isso ¢ demonstrado em estudos
anteriores como o de McKinney et al. (2009), em que os tecidos FFPE obtiveram em um
valor Ct de seis a oito ciclos maior quando comparado com tecidos frescos na detec¢do
de RNA do virus. Essa dimunuigao, ¢ resultado da degradacao do material genético pelo

formol.
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Tabela 10: Valores estimados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),

valor preditivo negativo (VPN), acurécia e indice Kappa para o RT-qPCR de amostras
parafinadas extraidas pelo kit e trizol em relagdo ao 6rgao fresco.

Testes Trizol Kit
Sensibilidade 74,07%  40,74%
Especificidade 100% 100%
Acuracia 80,56%  55,56%
VPP 100% 100%
VPN 56,25% 36%
Kappa 0,355 0,256
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6 CONCLUSOES

As lesoes histopatologicas sdo sugestivas de doenca hemorrdgica epizootica
(EHDV) em amostras de cervideos, sendo pulmdes, baco, figado e rins os principais
orgdos afetados, e comprovam a suscetibilidade de B. dichotomus e M. nana a infecgao.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) utilizando o complexo streptavidina
biotina ¢ um método recomendavel para diagnostico de rotina e para estudos
retrospectivos da enfermidade.

A imunofluorescéncia direta utilizando os anticorpos biconjugados com pontos
quanticos (QDs) pode ser utilizada para detec¢do do virus da DHE em cultivo celular.

A técnica de Trizol® com acetado de amonia foi melhor para extracao do material
genético do que o protocolo de extragao de RNA: kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid

Isolation.
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ANEXO C - Certificado de aprovacdo do projeto do uso de tecidos de cervideos para
padronizacdo de diagnosticos, expedido pelo Comité de Etica no Uso de Animais —

CEUA, da Universidade Federal de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAOQ DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Diagnéstico laboratorial do virus da doenca hemarragica epizedtica em
cervideos: Imuno-histoguimica, imunofluorescéncia e RT-gPCR a partir de tecidos formalizados e parafinados”,
protocolo do CEUA: 123/2018 sob a responsabilidade de Zelia Ines Portela Lobato que envolve a producdo,
manutencio e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins
de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 21/05/2018.

Vigéncia da Autorizacao 21/05/2018 a 20/05/2023
Finalidade Pesquisa

Consideragbes posteriores:

21/05/2018 Aprovado na reunido do dia 21/05/2018. Validade:
21/05/2018 a 20/05/2023

Belo Horizonte, 23/01/2019.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos ufmag. brisolicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa 1l - 2% Andar, Sala 2005
31270-801 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www ufmag.bribioetica/ceua - cetea@prpa.ufmg.br
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ANEXO D - Tabela com os dados da ficha clinica e de necropsia dos cervideos que

vieram ao o0bito com doenga hemorragica em 2017 na Itaipu Binacional.

Identificacdo  Espécie Historico Descriciao macroscépica Achados/comentarios
do animal
NEC 2624 B. Anorexiae Exame externo: Pele e Cavidade abdominal:
dichotom infestacdo mucosas: Alopecia em Liquido
us de regides de pescoco com sanguinolento;
carrapato. crostas enegrecidas. hemoperitonio.
Animal Pelagem opaca. Mucosas Cavidade toracica:
encontrado  limpas e sem alteragdes. Liquido
morto no sanguinolento;
recinto. Exame interno: Cavidade  hemotorax.

abdominal: Liquido amaelo
sanguinolento,
hemoperitonio.

Sistema digestorio:
Petéquias hemorragicas em
serosas do rimen, reticulo,
omasso, abomasso,
duodeno, jejuno e ilio.
Estdmago: Rumen repleto
de gas, reduzido conteudo
alimentas; Abomasso com
hemorragia focal na
mucosa. Figado: bordas
finas e congesto.

Sistema linfatico: Bago:
com bordas palidas e finas,
petéquias focais, presenca
de isquemia.

Sistema urogenital: Rim:
friavel, hemorragico em
cortical, medular e pelve;
ha distin¢do entre cortical e
medular; superficie dos rins
congestas, com aspecto de
pontilhado claro e escuro.
Vesicula urinéria: parede
espessada e petéquias.

Cavidade torécica: Liquido
amarelo sanguinolento,
vasos ingurgitados.
Petéquias hemorragicas na
parede do torax, sob as
costelas e musculatura
intercostal.

Estdmago: Quatro
camaras, petéquias

hemorragicas na
serosa, pouco
conteudo alimentas;
distarbio da
coagulacdo,
endoflebite;
hemorragia.
Pulmao: Congesto,
hemorragicos,
hemorragia.
Coracfo: Petéquias
hemorragicas e
sufusoes, difusas e
extensas, superficies
do miocardio e
endocardio;
endoflebite,
hemorragia.

Baco: Hipocorado;
distarbios da
coagulagdo; aplasia
esplénica (suspeita).
Rim: Congestao em
cortical, medular;
congestao.
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NEC 2626

M. nana

Pelagem
em bom
estado e
hidratado,
membros
toacicos e
pévios sem
alteracoe.
Escore
corporal:
2,0.
Animal
encontrado
morto no
recinto.

Sistema respiratorio:
Pulma&o: hipercongestos
com bordas bem
delimitados e crepitantes.
Sistema cardiovascular:
Coracfo: toda superficie
repleta de petéquias
hemorragicas sobre o
miocardio; petéquias e
sufusdes no endocardio no
atrio e ventriculo; saco
pericardico, liquido
amarelo e vasos
ingurgitados.

Exame externo: Pelagem
sem alteracdes.

Exame interno: Sistema
musculoesquelético:
Equimose extensa, mancha
escura, aproximadamente
4,5 cm, na musculatura da
coxa do membro pélvico
direito; local usual de
inje¢do intramuscular de
ferro dextrano em filhotes.
Cavidade abdominal:
Sistema digestorio:
Estdmago: mucosa
hipocorada com conteudo
caseoso esbranquigado
(leite materno). Intestino:
presenca de petéquias
hemorragicas,
principalmente no ceco.
Figado: petéquias em toda
superficie do 6rgdo,
abaulamento de bordas,
friavel.

Sistema linfatico: Bacgo:
friavel, superficie
hiperplésica centralmente,
brilhante, bordas e cor
normais.

Sistema urogenital: Rim:
escuros, sem diferenciagdo
entre areas cortical e
medular, fridvel, capsula

Musculatura: Coxa
direitae parte do
abdominal direito com
mancha escura,
equimose extensa;
aplicagdo
medicamentosa.
Estémago:
Hipocorada.

Intestino: Mucosa com
petéquias
hemorragicas;
endoflebite, disturbios
de coagulacio;
hemorragia.

Figado: Petéquias
hemorragicas por toda
superficie,
hemorragias;
endoflebite.

Pulmao: Congesto,
petéquias
hemorragicas;
hemorragia focal.
Coragdo: Endocardio
com petéquias
hemorragicas e
hemorragias;
endoflebite.

Rim: Congesto, sem
diferenciacdo entre
cortical e medular,
friavel; autdlise.
Vulva: Congesto.



NEC 2632

M. nana

Nao
informado

desprendida com facilidade.

Vulva: congesta.

Cavidade toracica: presenga

de pressao negativa.
Sistema respiratorio:
Pulmao: vasos pulmonares
congestos na superficie do
orgao, bem visiveis,
formando rede venosa de
aspecto retangular;
pequenos vasos
ingurgitados, congestos,
visualizando-se uma rede
microvascular; pontos
hemorragicos na superficiel
ventral ¢ dorsal do 6rgdo
(bilatera), principalmente
na superficie dorsal
(hemorragia focal).
Sistema cardiovascular:
Corac¢do: miocardio sem
alteragdes; cavidade
endocardica com codgulos
crudricos e poucas
petéquias hemorragicas.

Exame externo: Pele e
mucosas: Secrecdo lacrimal
sanguinolenta. Camara
ocular anterior escurecida.
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Anus: Fezes
hemorragicas; melena;
hemorragia intestinal.
Cavidade abdominal:

Fezes hemorragicas no Liquido

anus; melena. sanguinolento;
hemoperitonio.

Exame interno: Cavidade  Cavidade toracica:

abdominal: Liquido Liquido

sanguinolento, sanguinolento;

hemoperitonio. hemotorax.

Sistema digestorio: Intestino: Contetdo

Intestino: algas intestinais hemorragico,

bem vermelhas com petéquias

conteido hemorragico. fleo  hemorréagicas;

com petéquias vasculiete/

hemorragicas na serosa. hemorragias.

Mesentério com cisto Pulmio: Hiperemia;

hidatico; Estomago: Serosa  congestdo.

com vasos congestos, bem
visiveis.

Coracdo: Pericardio,
petéquias, liquido
sanguinolento;



NEC 2634

M. nana

Nao
informado

Sistema linfatico: Bago:
superficie rugosa e
petéquias hemorragicas;
superficie dorsal lisa e
também com petéquias.
Sistema urogenital: Rim:
Parénquima fridvel e
liquefazendo-se; Testiculo:
sem hemorragia; epididimo
com petéquias.

Cavidade toracica: acimulo
de liquido sanguinolento.
Sistema respiratorio:
Pulmio: face dorsal, tergo
cranial, direito e esquerdo,
escurecidos; congestao.
Sistema cardiovascular:
Coragao: pericardio com
vasos visiveis, congestos,
acumulo de liquido
sanguinolento,
hemopericardio; pericardio
com petéquias
hemorragicas; endocardio,
areas purpuras.

Exame externo: Pele e
mucosas: Mucosas
periocular e labial
hiperémicas. Lingua com
areas hipocoradas e de
aspecto edematoso. Fezes
hemorragicas no anus.

Exame interno: Cavidade
abdominal: Actiimulo de
liquido sanguinolento,
hemoperitonio; mesentério
hiperémico.

Sistema digestdrio: Rumen:
extensa area (6cm) de
sufusdo hemorragica na
serosa; Intestino: algas com
petéquias hemorragicas na
serosa e com conteudo
escuro sanguinolento;
Figado: hipocorado e com
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hemopericardio.
Endocardio, areas
purpuras;
vasculite/hemorragias.
Baco: Petéquias
hemorragicas;
vasculites/
hemorragias.

Rim: Friavel,
liquefeito;
degeneragdo/ autodlise.
Testiculo: Leves
petéquias
hemorragicas no
epididimo.

Pele e mucosas:
Periocular, mucosa
labial; hiperemia.
Anus: Fezes
hemorragicas;
hemorragia intestinal.
Cavidade abdominal:
Liquido
sanguinolento;
hemoperitonio.
Cavidade toracica:
Liquido
sanguinolento;
hemotorax.

Rumen: Serosa,
sufusdo hemorragica;
vasculite; hemorragias.
Intestino: Contetdo
hemorragico,
petéquias
hemorragicas em
serosa; hemorragias.




NEC 2637

M. nana

Nao
informado

petéquias em toda sua
extensao.

Sistema linfatico: Bago:
superficie rugosa e
petéquias hemorragicas por
toda a extensdo do 6rgdo.
Sistema urogenital: Rim:
medular hiperémica;
Testiculo: poucas petéquias
hemorragicas.

Cavidade torécica: acimulo
de liquido sanguinolento.
Sistema respiratorio:
Pulm&o: hiperémico e
hemorragico em toda
extensdo, entremeado por
areas claras com petéquias.
Ao corte do 6rgio, areas
com trombos hemorragicos
pelo parénquima. Intensa
congestao.

Sistema cardiovascular:
Corac¢do: miocardio
hipocorado com areas mais
claras e hemorragicas. Ao
corte, miocardio
hipocorado e endocérdio
com purpuras e petéquias.

Exame externo: Pele e
mucosas: Regido
submandibular com
acuamulo de liquido
amarelado, edema; lingua
para fora. Fezes
hemorragicas no anus.

Exame interno: Cavidade
abdominal: Actimulo de
liquido sanguinolento (mais
de 10 mL).

Sistema digestorio:
Intestinos: delgado, serosa
escura, avermelhada,
hemorragica. Gordura do
mesentério hemorragica,
avermelhada.
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Figado: Hipocorado,
petéquias
hemorragicas,
vasculite; hemorragias.
Pulmao: Bilateral,
hiperémico,
hemorragico,
petéquias, trombos
hemorragicos;
vasculite, distirbios de
coagulacdo; trombose.
Coracdo: Miocardio,
hipocorado;
endocardio, purpuras e
petéquias, vasculite;
hemorragias.

Bago: Petéquias
hemorragicas;
hemorragias.

Rim: Medular,
hiperemia; congestao.
Testiculo: Leves
petéquias
hemorragicas.

Pele e mucosas:
Edema na face e
submandibular; edema
facial.

Anus: Fezes
hemorragicas;
hemorragia intestinal.
Cavidade abdominal:
Liquido
sanguinolento;
hemoperitonio.
Cavidade toracica:
Liquido
sanguinolento;
hemotorax.

Intestino: Contetdo
hemorragico,
hemorragia intestinal.




NEC 2642

B.
dichotom
us

Animal
com escore
corporal
baixo e sem
alteragoes
nos
membros
toracicos €
pélvicos.
Reflexos

Sistema linfatico: Bago:
aspecto rugoso € cor
vermelha tipica.

Sistema urogenital: Rim:
vermelho escuro, regido
cortical vermelho vivo,
medular vermelho escuro,
hemorragica; Utero:
presenga de embridode 2
cm, aderido a parede
uterina.

Cavidade toracica:
Actmulo de sangue (mais
de 10 mL), hemotorax.
Sistema respiratorio:
Traqueia: Escura na
mucosa, presenca de
liquido espumoso branco
(edema); Pulmao: bilateral,
hiperémico, face dorsal
vermelho (hepatizado);
microvasculatura evidente;
congestdo; hemorragia.
Sistema cardiovascular:
Coracdo: pericardio
espessado e repleto de

liquido sanguinolento (mais

de 5 mL), hemopericardio;
miocardio, superficie
repleta de petéquias
hemorragicas;

Cérebro: Meningites
hemorragicas, lado direito
com dois focos de
hemorragia e
microvasculatura cerebral
congesta.

Exame externo: Pele:
Membros, com rarefagdo

pilosa nos quatro membros,
proximal as unhas (cascos),

feridas aparentemente
abrasivas na face medial
dos membros direitos € na
face lateral do membro

toracico esquerdo. Membro

pélvico esquerdo, ferida
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Traqueia: Escura na
mucosa, liquido
espumoso; edema
pulmonar.

Pulmao: Hiperémico,
hemorragico,
hemorragia.

Coragao: Pericardio
espessado, acimulo de
liquido sanguinolento;
hemopericardio.
Miocardio, petéquias
hemorragicas na
superficie; hemorragia/
vasculite/
coagulopatia.

Rim: Medular e
cortical, hemorragico,
hemorragia.

Utero: Embrido de 2
cm; gestante.
Cérebro: Meningites,
pontos hemorragicos,
congestdo de vasos;
hemorragia.

Pele: Membros
pélvicos e toracicos,
regido de boleto e
quartela, lateral,
rarefacdo pilosa, lesdes
abrasivas; lesGes
abrasivas por atrito
(decubito lateral).
Membros: Pélvico,
solucdo de



NEC 2644

M. nana

palpebrais e
podais
presentes.
Apresentou
anemia,
emagrecim
ento
progressivo
e
endoparasit
as.
Temperatur
a39°C.
Peso: 18,4
Kg

Escore
corporal:
2,0.

Apatia,
alteragoes
da
consciéncia
e fezes com
sangue.
Temperatur
a estava
baixa.

extensa de 2 cm de
comprimento por 1 cm de
largura, com
descontinuidade de pele,
exposi¢ao de tecido
vermelho.

Exame interno: Cavidade
abdominal: Actmulo de
liquido esbranquigado e
grumos brancos (10 mL).
Sistema digestério:
Intestinos: delgado,
hipocorado ¢ sem
congestao.

Sistema linfatico:
Linfonodos mesentéricos:
com 1 cm, facilmente
visiveis.

Sistema urogenital: Rim:
cor ocre ¢ manchados,
pontilhados de vermelho,
petéquias.

Cavidade toracica:

Sistema respiratorio:
Pulmao: rosaceo,
microvasculatura evidente,
congesta.

Sistema cardiovascular:
Coracao: saco pericardio
com liquido sanguinolento,
avermelhado; pericardio
esbranquicado; miocardio
hipocorado, sem petéquias;
epicardio visivel,
esbranquicado, indicando
espessamento.

Exame externo: Pele e
mucosas: Edema
submandibular e de lingua
(lingua para fora). Mucosa
nasal com sangue
coagulado. Presenca de
hemorragicas no anus.
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continuidade de pele,
ferida com exposicao
de tecido vermelho;
ferimento traumatico.
Cavidade abdominal:
Acumulo de liquido
esbranquicado, turvo,
grumos brancos
inflamatorios;
peritonite localizada.
Intestino: Hipocorado.
Pulmao: Congesto.
Coracdo: Pericardio,
espessado, acimulo de
liquido sanguinolento;
epicardio, com
opacificagio;
hidropericardio;
pericardite.

Rim: Cor ocre,
pontilhado de
vermelho;
anemia/nefrose.

Pele e mucosas:
Edema submandibular
e de lingua; edema.
Anus: Fezes
hemorragicas;
hemorragia intestinal.
Intestino:
Hemorragicos;
hemorragias.




Peso:15
Kg.

Exame interno: Cavidade

145

Pulmao: Hiperemia,

abdominal:

Sistema digestorio: Rumen:
distendido, com presenca
de gas. Dois cistos
hidaticos, um no mesentério
e outro no mediastino;
Intestinos, hemorragico e
presenga de gas; Intestino
grosso e ceco:
hemorragicos, com vasos
ingurgitados; Figado:
bordas discretamente
abauladas.

Sistema linfatico: Bago:
tunica esbranquicada,
edemaciada, de aspecto
inflamatorio; parénquima
com pontos esbranquicados
por todo parénquima.
Sistema urogenital: Rim:
escuro externamente, ao
corte, friavel, vermelho
escuro por todo parénquima
e pelve também
hemorragica; Vesicula
urinaria: Repleta de urina
sanguinolenta.

Cavidade toracica:
Sistema respiratorio:
Pulm&o: uniformemente
hiperémico.

Sistema cardiovascular:
Coracdo: saco pericardio
com liquido sanguinolento
claro (aproximadamente 35
mL), miocardio, epicardio
com petéquias
hemorragicas difusas,
endocardio com petéquias e

purpura.

todo o 6rgao;
hemorragia.

Coracdo: Pericardio,
liquido sanguinolento,
35 mL;
hemopericardio.
Epicardio e
endocardio, petéquias
€ purpura;
hemorragia/vasculite.
Baco: Tunica
esbranquicada,
inflamada, parénquima
com areas
esbranquicadas
pontuais difusos,
hipertrofia linfoide;
periesplenite,
esplenite.

Rim: Vermelho vivo,
cortical e medular,
hemorragicas;
hemorragia.

Vesicula urinaria:
Repleta, urina
sanguinolenta;
hemorragia.




