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O virus respiratorio sincicial bovino (BRSV) causa infec¢do aguda do trato
respiratorio em bovinos e estd amplamente disseminado no mundo inteiro, provocando
grandes perdas econOmicas aos produtores. O presente projeto visou realizar a
caracterizacdo do virus respiratério sincicial bovino (BRSV), denominado BRSV-25-BR,
isolado de bezerro de dois meses de idade, proveniente de rebanho com sintomas de doenca
respiratdria do Estado do Rio Grande do Sul, comparando o mesmo com isolados de BRSV
de outros paises. O passo inicial foi adaptar os diferentes isolados virais em sistema celular e,
para tanto, foram utilizados cultivos de células CER ("Chicken Embryo Related”). A andlise
morfolégica do isolado brasileiro foi realizada através de microscopia eletronica por
contrastagdo negativa e o resultado dessa andlise indicou que o isolado estudado, BRSV-25-
BR, é um virion arredondado, pleomérfico, de tamanho aproximado de 100 a 300 nm, com
numerosas espiculas espalhadas na superficie. Foi realizada uma comparacdo do genoma
dos isolados virais utilizando a técnica de RT-PCR dupla. Foram utilizados os iniciadores B1,
B2A, B3 e B4A para a proteina F que resultou na amplificacdo do fragmento no tamanho
esperado, 481 pb. A andlise desta seqiiéncia revelou 97% de identidade de nucleotideos das
seqiiencias da proteina F do isolado BRSV-25-BR com as estirpes de BRSV armazenadas
no GeneBank. A RT-PCR dupla utilizando os iniciadores B5A, B6A, B7A e B8 para a
proteina G, amplificaram um fragmento do genoma viral do tamanho esperado, 371 pb. A
porcentagem de identidade entre a seqiiéncia do BRSV-25-BR e o fragmento equivalente
das estirpes armazenadas no GeneBank encontrada foram entre 92 e 95%. A seqiiéncia dos
aminoécidos derivados da proteina G do isolado brasileiro comparado com as seqii€ncias
dos isolados registrados no GeneBank sugere sua associacdo ao subgrupo B. A informagao
obtida nesta pesquisa a partir da seqiiéncia da proteina G permite afirmar que o isolado do
Brasil € uma estirpe de BRSV diferente daquelas atualmente circulantes nas demais partes
do mundo. Esta informacdo contribui para uma maior compreensdo da epidemiologia e

para o desenvolvimento de vacinas adequadas para o nosso meio.
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O Brasil € um grande produtor de carne e possui o maior rebanho bovino
comercial do mundo, s6 perdendo para a India, pais que, por dogma religioso, nio explora
comercialmente seu rebanho. E esperado que em 5 anos, o Brasil seja o maior exportador
de carne do mundo. Atualmente sacrifica 28.483.700 cabegas por ano, 53% da producgdo da

América do Sul (FAO, 1999).

De uma forma geral, o principal obsticulo enfrentado para a exportacdo de
carne sdo as barreiras sanitdrias levantadas pelos governos estrangeiros. Para controlar essa
situacdo tem-se investido mais de 1 bilhdo de ddlares nos ultimos anos, tanto no combate a
febre aftosa como a tuberculose e brucelose no gado bovino. O panorama é otimista e
prevé-se a erradicacdo da febre aftosa para o ano 2005. Simultaneamente, espera-se o
aumento do consumo, dos atuais 36 quilos por ano até 45 quilos em 2010 (BRASIL,

Ministério de Agricultura e Abastecimento, 2000).

Uma vez controladas as infec¢des que impedem as exportagdes, a atengdo sera
voltada a outras infeccdes como a causada pelo virus respiratério sincicial dos bovinos
(Bovine Respiratory Syncytial Virus — BRSV). As doengas, causadas por virus como o
BRSV, estdo mundialmente disseminadas causando grandes perdas econdmicas na criacao
comercial do rebanho bovino, tanto por gastos em remédios e vacinas como por perda de
peso e, em casos extremos, por morte do animal. Esta doenca é considerada o principal
problema de saide em rebanhos de todo o mundo (LARSEN, 2000, VALARCHER et al.,
2001).

A situagdo dos rebanhos no Brasil, em relagdo ao BRSV, estd sendo elucidada
por trabalhos recentes, detectando-se uma alta soropositividade nas amostras vindas dos
Estados do Sul e Sudeste do pais (CAMPALANS & ARNS, 1997), surto da doenca no
Nordeste (PEIXOTO et al., 2000) e também a presenga de antigenos virais em tecidos de
animais doentes (DRIEMEIER et al., 1997; GONCALVES et al., 1993; FLORES et al.,

2000), o que sugere uma longa convivéncia dos rebanhos nacionais com a doenca.

O BRSV ¢ caracterizado por alta prevaléncia nos rebanhos bovinos, pelas
sucessivas reinfeccdes e pela imunidade incompleta conferida pelos anticorpos maternos.

As variacdes antigénicas do virus também podem contribuir para a sua capacidade de

Introdugdo
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evasdao dos mecanismos de defesa do sistema imune. Estas caracteristicas sugerem que,
similarmente ao virus respiratdrio sincicial humano (HRSV), possa co-existir mais de um
grupo viral. Desta maneira, o organismo adquiriria imunidade contra o virus homoélogo e
imunidade parcial para o virus heterélogo (LARSEN, 2000, VALARCHER et al., 2001,
PROZZI et al., 1997).

Para aumentar o entendimento sobre essas questdes € necessdria uma andlise
molecular do BRSV, o que ajudaria para uma maior compreensao da epidemiologia e para

o desenvolvimento de vacinas adequadas para 0 nosso meio.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o virus isolado de amostras de
secrecao nasal de bezerros no Brasil, tanto morfologicamente, por microscopia eletronica,

como através de analises moleculares.

Introdugdo
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2.1. HISTORICO

O Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) foi primeiramente isolado na
Suica em 1969, descrito por PACCAUD & JACQUIER (1970), na Bélgica em 1975 por
WELLEMANS & LEUNEN, no Japao por INABA et al. (1972) e nos Estados Unidos por
ROSENQUIST (1974) e ROSSI & KIESEL (1974). No Brasil, GONCALVES et al, (1993)
detectaram o BRSV através do teste de imunofluorescéncia direta a partir de amostras de
pulmido e traquéia de bovinos procedentes de matadouros no Rio Grande do Sul.
CAMPALANS & ARNS (1994) realizaram estudos sorolégicos de bovinos de diferentes
Estados brasileiros através dos testes de ELISA e soroneutralizacdo, detectando alta

prevaléncia nas amostras estudadas.

2.2. ESTRUTURA VIRAL

O BRSV ¢ um virus RNA de fita simples de sentido negativo, pertencente ao
género Pneumovirus, membro da familia Paramyxoviridae. Morfologicamente o BRSV ¢é
um virion pleomorfico, geralmente filamentoso, medindo 80 a 500 nm com didmetro médio
de 200 nm. Possui uma membrana lipidica de 7 — 15 nm de espessura, derivada da célula
hospedeira e coberta de projecdes de 7 — 19 nm (Figura 1) (HALL, 2001). A maioria das
particulas virais € incompleta e provavelmente nao infecciosa (MALLIPEDDI, SAMAL,
MOHANTY, 1990).

N

Quanto a composicdo gendmica do virus, sabemos que o virus respiratorio
sincicial bovino possui 15.140 nucleotideos no seu genoma e que codificam dez proteinas,
oito estruturais e duas ndo estruturais (BUCHHOLZ, FINKE, CONZELMANN, 1999).
Existem duas glicoproteinas maiores (G e F), fosfoproteinas (P), proteinas do
nucleocdpsideo (N), proteinas matrizes (M e M?2), proteinas maiores (L) e proteinas
menores (BAKER & VELICER, 1991). Recentemente foi seqiienciada a ultima das
proteinas deste virus, a proteina L (YUNUS, COLLINS, SAMAL, 1998; BUCHHOLZ et

al., 1999) completando assim a seqiiéncia do BRSV.
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Todos os peptideos virais identificados no BRSV s@o muito similares aos
descritos para HRSV (LARSEN, 2000, FURZE et al, 1997) e muitas proteinas do BRSV
reagem cruzadamente com suas homodlogas do HRSV, principalmente as proteinas
estruturais F, P, M e N (FURZE et al, 1997, LERCH, STOTT, WERTZ, 1989). A proteina
G, no entanto, nio reage cruzadamente com o antisoro a proteina G do HRSV (LERCH

et al, 1989).

As quatro protefnas virais que parecem induzir a maior resposta de anticorpos
estdo associadas com o envelope viral (G, F, M, M2) e sdo encontradas nas membranas
plasmaéticas das células durante a infec¢do. A glicoproteina F (fusdo) é mais imunogénica
que a glicoproteina G (“‘attachment”) e os anticorpos encontrados em infec¢des adquiridas
naturalmente sdo principalmente contra a proteina F. Entretanto a proteina G tem se
revelado como a proteina que determina a especificidade ao virus e existem evidéncias da

existéncia de subgrupos de BRSV baseados nessa glicoproteina.

— Proteina g

i .— ProteinaF
bicarnada ;
lipidica _"\.\‘

.— Protaina 5H

Figura 1: Estrutura do virus respiratério sincicial (HALL, 2001).
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2.3. SUBGRUPOS DE BRSV

O BRSV pode ser dividido em subgrupos antigénicos baseados na reatividade
de anticorpos monoclonais (AcM) a proteina G (FURZE et al, 1994, FURZE et al, 1997,
SCHRIJVER et al, 1996, LARSEN et al, 1998) e por sequenciamento de nucleotideos da
mesma proteina (FURZE et al, 1997, MALLIPEDDI & SAMAL, 1993, PROZZI et al,
1997, STINE et al, 1997, LARSEN et al, 1998).

Baseado nessa reatividade antigénica os isolados de BRSV sdo divididos em trés
subgrupos, designados A, B e AB. Esses subgrupos exibem considerdveis diferencas na
reatividade com AcM, mas uma variabilidade de seqiiéncia relativamente pequena (até 15%)
(LARSEN, 2000). Mesmo sendo pequena a variacdo antigénica responsavel de determinar a
classificacdo em subgrupos, as diferencas de aminoédcidos que existem tem um profundo efeito
no reconhecimento antigénico (FURZE et al, 1997). Assim, um tinico aminodcido trocado em
certa posicdo dentro do né de cisteina (na regidao entre os aminodcidos 174 e 210) tem
considerdveis conseqiiéncias estruturais e funcionais, determinando o subgrupo (LARSEN,

2000).

O significado bioldgico dos diferentes subgrupos de BRSV ndo tem sido
determinado, mas € evidente a existéncia de algum grau de protecdo cruzada (LARSEN,

2000).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

O BRSYV esté distribuido mundialmente, sendo endémico em alguns paises. A
infec¢do € um evento muito comum indicado pela alta prevaléncia soroldgica nos paises, a
saber: Canada 79%, Estados Unidos entre 65 a 81% da populagdo bovina, Inglaterra e Pais de
Gales 100%, Uruguai 95% (AMES, 1993, PATON et al., 1998; COSTA et al., 2000).

O rebanho bovino é o principal hospedeiro do virus, sendo que anticorpos
contra 0 BRSV tém sido encontrados também em ovelhas, cabras, suinos e cavalos, sendo o
papel do virus nestas espécies ainda pouco claro (ALLAN et al., 1998, FROLICH &
FLACH, 1998, LARSEN, 2000).
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O BRSV ¢ muito semelhante ao Virus Respiratério Sincicial Humano (HRSV)
que causa bronqueolite viral e pneumonia em criancas. As proteinas do BRSV estio
antigenicamente relacionadas as do HRSV, exceto a proteina ‘“attachment” (G)
(MALLIPEDDI, et al, 1990, MALLIPEDDI & SAMAL, 1993). Assim como em bezerros, as
infeccoes com o HRSV s@ao comuns na infancia, principalmente em menores de um ano de
1dade, causando doenca aguda. J4 em adultos, os sintomas sao de intensidade média. Repetidas
infeccdes podem ocorrer, mas logo apds a infeccdo inicial os sintomas posteriores que
ocorrem nas reinfeccdes sdo menos graves (STINE, HOPPE, CLAYTON, 1997). Em ambos
virus, os anticorpos maternos nao conseguem prevenir as infec¢des, além disso, os anticorpos
contra BRSV proporcionados pelo colostro t€m titulos menores durante os meses de
inverno (VAN DER POEL ez al., 1999). O HRSV pode reproduzir a doenga causada pelo
BRSV em bezerros infectados experimentalmente, com sintomas brandos, mas ndo ha relatos

de infeccdo em humanos associada ao BRSV (LARSEN, 2000).

A transmissdo ocorre principalmente por contato direto, jA que o virus € muito
labil. A particula pode dispersar-se em secre¢des pulverizadas, por distancias de até 2 metros e
entrar nas vias respiratdrias superiores de animais susceptiveis. Existem também evidéncias de
transmissdo aérea em condi¢Oes experimentais (MARS et al., 1999). A doenca pode ser
diagnosticada em qualquer época do ano, mas a ocorréncia € maior no outono e inverno (VAN
DER POEL, et al., 1993, VALARCHER et al., 2001). A mudanca de temperatura parece ser
fator que predispde a infeccdo por BRSV (LARSEN, 2000).

A morbidade durante o surto é usualmente alta, mas varia dependendo da
exposi¢do prévia do rebanho. A forma mais grave de doenca respiratéria aparece em
bezerros de 2 a 5 meses e a maior parte das infec¢cdes acontece em bezerros de até 18 meses
de idade. O curto periodo de incubacdo (3-5 dias) facilita a rdpida dispersdo do virus no
rebanho. O virus permanece no organismo de 2 a 11 dias apds a infec¢do, com o dpice de

multiplicacdo entre os dias 4 a 7 (LARSEN, 2000).

O quadro clinico da doenca € muitas vezes acompanhado de pneumonias e
freqiientemente  seguido por infeccdes bacterianas secunddrias (SHARMA &
WOLDEHIWET, 1990, 1992, LARSEN, 2000) incluindo Pasteurella haemolytica, P.

multocida e Haemophilus somnus (BELKNAP, 1993). Isto ocorre provavelmente, porque a
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infeccdo com o BRSV altera as subpopulacdes de linfécitos e também a resposta destas
células frente a outros antigenos, (VERHOEFF, WIERDA, BOON, 1988, McINNES et al.,
1999). Observou-se que o BRSV inoculado altera fungdes fagociticas e bactericidas
associadas a macréfagos alveolares (OLCHOWY, AMES, MOLITOR, 1994, SCHRIVER,
1998).

As reinfecgdes sdo comuns e acometem o gado com menor intensidade que a
infeccdo primaria. No entanto, estas reinfec¢des podem ser assintomdticas e resultar tanto
da replicacdo viral apds uma re-exposi¢do ao virus ou pela reativagdo de uma infecgdo

persistente (VALARCHER et al., 2001).

Outro ponto importante no combate a doenca, € a deteccdo de animais
portadores. A persisténcia do virus numa populacdo pode ser baseada na manutencio de um
reservatdrio do virus com uma baixa taxa de reinfec¢do durante o ano, ou em virus alojados
em animais portadores. Estudos in vitro indicam que BRSV foi capaz de replicar em linhas
celulares de linfécitos B até seis meses depois da infec¢cdo (VALARCHER et al., 2001). No
caso do BRSV e do HRSV, até agora nao t€m sido encontrados individuos naturalmente
infectados portadores do virus. Um estudo prévio mostrou que reinfecgdes subclinicas
ocorrem ha primavera € no verao, isto pode ser indicativo que tais infec¢des sdo reativadas
no outono ou inverno e atuam como fonte de um novo surto. (VAN der POEL et al., 1997).

Essa deteccao se torna mais facil com métodos altamente sensiveis.

2.5. SINTOMAS CLINICOS

Os sintomas clinicos desta enfermidade sdo semelhantes aos causados por outras
doengas respiratorias, tais como o aumento da temperatura, apatia, inapeténcia, pneumonia
intersticial, podendo evoluir para uma broncopneumonia, rinite e tosse. Devido a esses
sintomas € dificil detectar a infeccdo no inicio, onde a doenca produz uma sintomatologia de
forma mais aguda e menos persistente (KIMMAN et al., 1988; JACOBS & EDINGTON,
1975). Na forma aguda, o animal afetado apresenta tosse seca e dispnéia grave devido a edema
e enfisema pulmonar, sendo notdvel a expiracdo abdominal (BELKNAP, 1993; WOOLUMS
etal., 1999).
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A infeccdo pode durar de 3 a 10 dias, dependendo das infec¢des secunddrias.
Bezerros com infec¢do simultinea de BRSV e diarréia viral bovina (BVDV) desenvolvem
sintomas mais graves da doenga, como leucopenia, mantendo os virus em maior concentracao
e por maior tempo nas secregdes nasais, o que indica um efeito sinérgico entre esses virus
(BRODERSSEN & KELLING, 1999; ELVANDER et al., 1998a). Nos casos acompanhados
de broncopneumonia, a mortalidade é elevada (PIRIE e al., 1981). Aos exames de necrdpsia,
os tecidos se caracterizam por apresentarem areas com falta de dilatacdo nos bronquiolos
necrosados. As complicagdes incluem edema intersticial, enfisema intersticial e uma
pneumonia catarral ou fibrinosa causada por uma invasdo bacteriana secundaria. A quantidade
de gés presente no sangue indica uma intensa hipéxia em bezerros afetados (SHARMA &

WOLDEHIWET, 1990a, 1992).

2.6. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da infeccdo pelo BRSV estd baseado nos sintomas clinicos,
achados de necrdpsia e andlises de laboratério convencionais (sorologia, detec¢do de
antigenos virais, isolamento viral) e, recentemente, por testes moleculares como a Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) (BELAK & BALLAGI PORDANI, 1993, VILCEK, et al.,
1994).

O teste soroldgico padrdo para anticorpos especificos contra BRSV € o teste de
soroneutralizacdo em cultura de células (SN), realizado em microplacas e leva em média de 5
a 7 dias (DUBOVI, 1993). Outros testes, como a fixagdo de complemento, imunofluorescéncia
(IF) para a detec¢do de anticorpos e a imunodifusdo t€m sido desenvolvidos, porém com

pouca utilizagdo (DUBOVI, 1993).

A boa sensibilidade, aliada a rapidez no diagndstico, indica que os testes de
ELISA e PCR sdao mais adequados para aplicagdes clinicas que o isolamento viral (WEST
et al., 1998; GRAHAM et al., 1998). O isolamento ndo € um procedimento recomendado
para diagnéstico clinico do BRSV visto que amostras contendo altas concentracdes de

antigeno viral raramente permitem a replicacio viral in vitro mesmo em sistemas celulares
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sensiveis. Além disso, o transporte das amostras clinicas reduz notavelmente a
sensibilidade do isolamento viral (WEST et al., 1998). Na maioria dos casos, o isolamento
do BRSV ¢ obtido com sucesso durante procedimentos de isolamento para outros

patégenos e ndo especificamente para BRSV (DUBOVI, 1993).

Diferentes ensaios imunoenzimaticos tem sido desenvolvidos para a detec¢dao do
BRSV, mas a confiabilidade e seguranca nos resultados do ensaio dependem dos reagentes,
especialmente da sensibilidade e especificidade do anticorpo anti-BRSV usado (LARSEN,
2000). O uso de ELISAs especificos a um isotipo proporciona uma alternativa de diagndstico
interessante, ja que os anticorpos maternos em bezerros sao sempre do isotipo IgG1, portanto a
presenca de outros isotipos, pode ser um indicativo de uma infeccdo ativa de BRSV

(LARSEN, 2000).

Os métodos de SN e ELISA para diagnéstico de BRSV sdo sensiveis, mas no
caso da SN a limitacdo é a demora para a obtencdo do resultado, o que ndo ocorre no
ELISA que € um método sensivel e rdpido. O maior problema ocorre na obtencdo do
antigeno, pois, pelos baixos titulos, sdo necessdrias grandes quantidades de virus para a
sensibilizacdo das placas e a realizagdo do teste, tornando muitas vezes o procedimento
dificil de ser realizado. Futuramente, com os avancos nos estudos sobre o BRSV e
conhecimentos das estirpes em circulagdo, serd interessante a utilizagao de peptideos como
antigenos no diagndstico soroldgico de infeccgdes, técnica que viria solucionar os problemas
de obtencdo de antigeno em condi¢des adequadas, pois os peptideos sdo relativamente
baratos e faceis de produzir, facilitando a padronizacdo e reprodutividade da técnica. Até
agora, métodos moleculares estdo sendo uma boa alternativa para o diagndstico presuntivo
da doenga, pois além de serem rdpidos, ndo necessitam do virus vidvel para obter-se

resultados positivos (LANGEDIJK et al., 1996).

Se o diagnéstico ndo foi realizado durante o periodo de vida do animal, a
informacdo obtida apés a necrdpsia através do exame histopatoldégico pode ser ttil. Os
achados de necrdpsia indicam uma pneumonia intersticial difusa com enfisema e edema
intersticial. Em muitos casos a patologia viral € associada a areas de infeccdes bacterianas
secunddrias. Os pulmdes podem conter numerosas dreas hemorrdgicas e com necrose celular
epitelial. Inclusdes intracitoplasmaticas estdo presentes nas células infectadas (DUBOVI,

1993).
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2.7. TRATAMENTO E CONTROLE DA INFECCAO

O tratamento indicado apds o diagndstico da doenga € tratamento sintomaético e
pode ser realizado por terapias antimicrobianas (para tratamento de infeccdo bacteriana
secunddria), aplicacdo de anti-histaminicos e terapia antiinflamatdria. Futuramente poderao
ser uteis a terapia anti-viral, terapia imunomoduladora e imunizagdo passiva. A prevencao é
baseada em vacinas, em particular para esse virus ou em combinacdo com outros virus

respiratorios (KELLING, 1993).

A imunidade adquirida por infec¢des naturais ndo previne a reinfeccao, razao pela
qual a meta da vacinacdo € prevenir a expressao clinica da enfermidade. Embora ndo seja
possivel prevenir a infeccio e reinfec¢do por vacinagdo, é possivel diminuir a gravidade da
doenca. (BAKER & VELICER, 1991). Existem vacinas produzidas com virus atenuados
(VA) e virus inativados. As vacinas com VA produzem uma maior resposta de anticorpos
neutralizantes e com duracdo mais longa do que vacinas inativadas, mas t€ém o potencial de
reverter a uma forma virulenta e causar a doenga clinica (KELLING, 1993; ELLIS et al.,
1992). A vacina inativada geralmente tem capacidade limitada para produzir a resposta das
células T citotoxicas, as quais t€ém um importante papel na recuperacdo e resisténcia a
reinfec¢do. Por outro lado, vacinas VA nao sdo efetivas em bezerros com anticorpos maternos,
porque estes interferem a resposta imune e limitam a replicacdo do virus vacinal no
hospedeiro. Esta interferéncia pode ser evitada, vacinando os animais proximo aos seis meses
de idade, quando os anticorpos maternos declinam (KELLING, 1993). Porém, é muito
importante desenvolver um tipo de vacina que induza imunidade ativa na presenca de
imunidade passiva, devido a maior gravidade da doenca associada ao BRSV na faixa etdria
precoce (BAKER & VELICER, 1991). Vacinas apropriadas devem proteger na presenca de
anticorpos maternos e contra todos os subtipos (LARSEN, 2000). Vacinas baseadas em DNA

podem ser Uteis no futuro, mas estdo ainda na fase experimental (SCHRIJVER et al, 1997).
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3.1.

3.2,

3.3.

3.4.

Caracterizagcdo morfoldgica da estirpe brasileira do BRSV, utilizando

técnica de contrastacdo negativa em microscopio eletronico de transmissao.

Padronizar as condi¢cdes de execucdo da técnica de RT-PCR dupla para um
fragmento do genoma da proteina de fusdo F e da proteina de adesao G dos

isolados de BRSV.

Andlise do fragmento da proteina F das estirpes de BRSV, amplificado pela
RT-PCR dupla, e posterior andlise deste através do emprego da enzima de

restri¢ao Sca I

Seqiienciamento parcial e andlise dos fragmentos amplificados do genoma da

proteina G da estirpe de BRSV brasileira.
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O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Virologia Animal do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia e no Laboratério de
Diagnéstico de Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular do Departamento de

Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP, Campinas-SP.

4.1. CELULAS, VIRUS E MEIO DE CULTURA
Foram utilizados trés isolados de virus respiratorio sincicial bovino a saber:

— BRSV-25-BR (isolado no Brasil), este isolado foi obtido de amostras de
secrecOes nasotraqueiais coletadas de animais vivos, procedentes de rebanhos dos Estados
do Sul e Sudeste do Brasil. O isolado BRSV-25-BR foi tomado de um bezerro Holstein de
dois meses de idade, no Estado de Rio Grande do Sul, préximo da fronteira da Argentina e

Uruguai. O animal apresentava tosse, secrecao nasal e dispnéia grave.
— BRSV-88, procedente da Alemanha e
— Lehmkuhl 375, procedente dos Estados Unidos da América.

As duas ultimas estirpes isoladas de secre¢des nasais provenientes de bovinos.
Como controle negativo foi utilizada uma amostra de pneumovirus avidrio, SHS-121-BR,
virus do mesmo género que o BRSV, isolado de aves com doenca respiratéria (ARNS &

HAFEZ, 1995).

Os isolados virais foram propagados em monocamadas de células CER
(“Chicken Embryo Related”), as quais foram cultivadas em garrafas de 125 cm’
(“Corning”) com 2x10° células/mL (concentragio inicial) em meio minimo essencial Eagle
(MMEE-Cultilab) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (SIGMA®) ou soro eqiiino

(Nutricell®) por 24 h a 37°C.

Apés o tempo necessdrio para o desenvolvimento do efeito citopdtico viral
caracteristico do BRSV, ou seja, a formagdo de sincicios e degeneracdao das monocamadas,

as garrafas foram congeladas a -70° C (aproximadamente 5 dias pds-inoculagio).
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4.2. PURIFICACAO VIRAL

A suspensdo viral obtida como foi descrito no item 4.1, foi tratada seguindo os
procedimentos descritos por GOUGH & COLLINS, (1989), ou seja, foi centrifugada a
30.000 x g por uma hora a 4° C (Centrifuga Beckmann modelo L 2-21) e o sedimento obtido
foi ressuspenso em aproximadamente 2% do volume inicial para cada amostra viral, em
tampao TRIS-Calcio (0,01 M, pH 7,2). O concentrado viral foi cuidadosamente adicionado
sobre um gradiente descontinuo de sacarose (Merck®). Para o gradiente foram utilizados 7mL
de sacarose em concentracdo de 30% (p/p) e 2mL em concentragdo de 55% (p/p), preparadas a

partir de uma solug@o estoque de 66% em tampao 0,01 M TRIS-Cdlcio.

O virus foi sedimentado a 53.000 x g por uma hora e meia a 4° C (Ultra-centrifuga
Beckmann modelo L 8-80 M, rotor SW41). Em seguida, com o auxilio de uma seringa de

3mlL, foi retirada a banda viral localizada na jun¢do entre as concentragdes de 30% e 55%.

A fracdo colhida foi novamente sedimentada por centrifugacao a 30.000 x g por
uma hora a 4° C e o sedimento ressuspenso em tampao TRIS-Célcio, aproximadamente em

0,5 % do volume inicial, e armazenado a -70° C em aliquotas de 100uL.

Além desse método foi também usado o método da precipitagdo por
polietilenoglicol (MAYR et al, 1977), o método do cloreto de césio (MAYR et al, 1989) e o

método da dupla centrifugacao desenvolvido em nosso laboratério.

O método da dupla centrifugacao foi eleito pois o virus foi mais bem detectado
no sobrenadante da amostra, depois da primeira centrifugacao a 30.000 x g. Para concentrar
o virus e eliminar a maior parte dos contaminantes celulares, realizou-se a centrifugacdo em
duas etapas, ou seja: uma primeira a 30.000 x g durante 30 minutos, fundamentalmente
para eliminar restos (debris) celulares; posteriormente, o sobrenadante foi novamente
centrifugado na mesma velocidade porém, durante duas horas para a sedimentagdo viral. Os
resultados foram conferidos mediante avaliacdo da concentracdo protéica pela técnica de
LOWRY et al, (1951) utilizando soroalbumina bovina como padrao (Sigma®) e usando um
espectrofotometro (Espectrophotometer Beckman DU-65), por titulagdo viral e microscopia

eletronica.
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4.3. TITULACAO VIRAL

Foram utilizadas monocamadas de células com 24 horas de crescimento a 37 °C,
em microplacas de 96 cavidades (Corning®). O in6culo constou de 0,05 mL de cada diluigdo
(logio de 10" a 10®) da amostra viral em MMEE com oito repeticoes. Apos duas horas de
adsorsdo viral a 37 °C, o inéculo foi eliminado, as monocamadas lavadas com PBS (NaCl 8g;
KCI 0,2g; Na2HPO4 12H20 2,9g; KH2PO4 0,2g; H20 desmin./bidest. g.s.p. 1000 mL; pH
7.2) e em seguida, adicionou-se 0,05 mL. de MMEE com 2% de SFB a cada cavidade. A
incubagdo foi realizada em estufa de atmosfera timida de CO, a 37 °C (Forma Scientific)

durante 5 dias. O DICCsy foi calculado pelo método de REED & MUENCH, (1938).

4.4. MICROSCOPIA ELETRONICA

Foi utilizado o método descrito por BARTH, 1984, utilizaram-se grades de
cobre revestidas com formvar a 4% (Sigma®), da seguinte maneira: foram depositados
200uL de formvar 4% num colchdo de dgua, as grades foram colocadas em cima do
formvar pelo lado opaco do material, retiradas cuidadosamente com a ajuda de parafilme, o
qual adere-se nas grades sem alterar a pelicula depositada nelas, submetidas a secagem em
temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, foi depositada uma aliquota de
20uL da amostra viral numa superficie de parafilme. A grade, previamente sensibilizada foi
colocada em contato com a gota da amostra durante 2 minutos, e posteriormente secada
durante 10 minutos para, em seguida, ser acrescentado o contrastante. Todas as amostras
foram feitas em duplicata para testar dois contrastantes diferentes, a saber: 4cido
fosfotiingstico (AFT) a 2% e molibdato de amodnia a 2%, os quais foram impregnados na
grade pelo método descrito acima. As grades foram tratadas num banho de carbono e
guardadas a temperatura ambiente até o momento de uso. As preparacdes foram observadas
em microscopio de transmissdo (Zeiss EM modelo 900), no Centro de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biologia/UNICAMP, Campinas (SP).
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4.5. RT-PCR DUPLA ("NESTED")
4.5.1. Extracao do RNA

A suspensdo viral foi obtida de cultura de células CER que apresentavam
aproximadamente 50 % de efeito citopético, ao redor do 4° dia apGs inoculagdo do virus. A
camada celular foi raspada e essa suspensdo foi centrifugada a 3000 rpm durante 12
minutos. O sedimento foi dissolvido com tiocianato de guanidina-fenol (Trizol LS,
Invitrogen®) no volume de 1 mL para 5 x 10° células. A mistura foi transferida para tubos
de microcentrifuga esterilizados e livres de RNAses que foram mantidos 5 minutos a
temperatura ambiente. Depois foram acrescentados 200uL. de cloroférmio gelado para cada
mililitro de trizol usado. As amostras foram agitadas vigorosamente durante 15 segundos e
deixadas repousar por 3 minutos a temperatura ambiente. Depois de centrifuga-las por 15
minutos a 12.000 x g a 4° C, a fase transparente resultante, contendo o RNA total, foi
transferida para outro tubo de microcentrifuga esterilizado e livre de RNAses. Foram
acrescentados 500ul. de isopropanol gelado para precipitar o RNA. Depois de
homogeneizada, a mistura foi deixada por 10 minutos a temperatura ambiente € novamente
centrifugada por 10 minutos a 12.000 x g a 4° C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e
o sedimento lavado com 1mL de etanol 70° em dgua contendo 0,1% de dietilpirocarbonato
(DEPC). Logo apds, as amostras foram centrifugadas por cinco minutos a 11.600 rpm a 4°
C. O sobrenadante foi descartado e depois de secar, o sedimento foi diluido em 25ul de

dgua com DEPC e mantido 10 minutos a 55° C para inibir qualquer RNAse residuall.

4.5.2. Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, foram seguidas as instrucdes do fabricante do “kit”
utilizado (Superscript IT para RT-PCR, Invitrogen®), a saber: para 20uL de volume de
reacdo foram usados Spul. do RNA total, obtido no item anterior. Em um tubo de
microcentrifuga esterilizado e livre de RNAses, foram depositados SuLL do RNA total, 1pL
do iniciador B2A para a proteina F (Tabela 1) ou B6A para a proteina G (Tabela 2) e dgua

destilada esterilizada com 0,1% de DEPC até completar 12uL. A mistura foi aquecida a 70°
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C por 10 minutos e esfriada em gelo. Logo apds, foram acrescentados 4ul. de tampao 5X
[250mM Tris-HCl (pH 8,3), 375mM KCl, 15mM MgCl2], 2uL de ditiotreitol (DTT) 0,1 M,
1uL de ANTP 10nM (10mM de cada dATP, dGTP, dCTP e dTTP) e a mistura foi incubada
a 42° C durante dois minutos. Em seguida, foi acrescentado 1uL da enzima transcriptase
reversa (Superscript II, 200 unidades, Invitrogen®), a mistura foi incubada 50 minutos a 42°
C e a reacdo inativada a 72° C durante 15 minutos. O ¢cDNA assim obtido, foi usado como

molde para a amplificagdo por PCR.

4.5.3. Reacao da RT-PCR para a proteina F

Para um volume final de 50ulL, foram acrescentados num tubo de
microcentrifuga esterilizado, os seguintes reagentes: Sul. tampao PCR 10X [200mM
Tris-HCI (pH 8,4), 500mM KClJ; 2 uL dNTP 10mM; 1 pL iniciador B1 (10uM); 1uL
iniciador B2A; 0,3uL da enzima Taqg DNA polimerase [5U/ul (Invitrogen®)]; 2uL ¢cDNA e
dgua destilada esterilizada com DEPC até alcancar o volume final. A mistura foi coberta
com uma gota de 6leo mineral e aquecida por 3 minutos a 94° C para desnaturar. A
amplificacao foi realizada num termociclador PTC-100 (MJ Research®, Inc.). Cada ciclo de
amplificag¢do consistiu em denaturagdo a 94° C por 45 segundos, anelamento a 55° C por 30

segundos e alongamento a 72° C por 1 e 1/2 minutos, com 35 ciclos de amplificagéo.

A segunda PCR foi realizada utilizando 2plL do produto da primeira PCR,
substituindo os iniciadores por B3 e B4A. O ciclo de amplificacio foi o mesmo da primeira
reacdo de PCR e também foram realizados 35 ciclos de amplificacdo. O ultimo ciclo de
alongamento foi prolongado por 7 minutos em ambas reacdes de PCR. O produto resultante
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio 1%
usando 0,5 X de tampdo TBE [ 1M Tris base, 1M acido bérico e 20mM de EDTA (TBE 20
X)]. Aliquotas de 6uL. misturadas com 2pl. de azul de bromofenol, como indicador, foram
depositadas no gel junto com um padrao de fragmentos de 100 pares de bases(100 bp DNA
Ladder, Invitrogen®). As aliquotas foram corridas a 90 V durante 30 minutos. As bandas
coradas com brometo de etidio foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas com

uma camara Polaroid DS 34.
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Tabela 1: Descri¢do dos iniciadores utilizados para a proteina F (VILCEK et al., 1994).

Iniciador  Seqiiéncia (5°—>3’) Posicao Tamanho
(pb)

Bl AATCAACATGCAGTGCAGTTAG 114-135 711

B2A TTTGGTCATTCGTTATAGGCAT 824-803

B3 GTGCAGTTAGTAGAGGTTATCTTAGT 126-151 481

B4A TAGTTCTTTAGATCAAGTACTTTGCT 606-581

4.5.4. Reacao da RT-PCR para a Proteina G

A reacdo da RT-PCR para a proteina G foi realizada da mesma maneira,

utilizando-se os iniciadores BSA e B6A (Tabela 2) e o ciclo de amplificagdo consistiu em

denaturagio a 94° C por 1 minuto, anelamento a 55° C por 1 minuto e alongamento a 72° C

por 1 e 1/2 minutos. Foram realizados 35 ciclos de amplificacao.

A segunda PCR foi realizada utilizando 4pul. do produto da primeira PCR,

substituindo os iniciadores por B7A e B8 (Tabela 2). O ciclo de amplificagdo consistiu em

denaturagdo a 94° C durante 30 segundos, anelamento a 62° C por 45 segundos e

alongamento a 72° C por um minuto. Também foram realizados 35 ciclos de amplificac@o.

O produto resultante foi submetido a eletroforese em gel de agarose nas mesmas condicoes

que para o produto da PCR da proteina F.

Tabela 2: Descricdo dos iniciadores utilizados para proteina G (VILCEK et al., 1994).

Iniciador  Segqiiéncia (5°>3’) Posicao Tamanho
(pb)

B5SA CCACCCTAGCAATGATAACCTTGAC 110-134 603

B6A AAGAGAGGATGC(T/C)TTGCTGTGG 712-691

B7A CATCAATCCAAAGCACCACACTGTC 281-305 371

B8 GCTAGTTCTGTGGTGGATTGTTGTC 651-627
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4.6. CLIVAGEM DO PRODUTO DA RT-PCR COM ENZIMA DE RESTRICAO

O produto ndo purificado da RT-PCR dupla foi digerido, utilizando-se a enzima
de restricdo Sca 1. Tal enzima corta o DNA nas regides de seqiiencia AGT/ACT. O tampao
de clivagem (200mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI) suplementado com a enzima foi
utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante. Aproximadamente 0,5 a 1mg de DNA
foi digerido com 10U da enzima, a 37° C, durante 12 horas. O produto da RT-PCR com os
fragmentos clivados foi submetido a separagdo por eletroforese em gel de agarose a 2,5%
usando 0,5 x TBE (20 x TBE e 1M Tris base, 1M acido bérico e 20mM EDTA) como
tampao de corrida. Seis microlitros das amostras, acrescentadas de 2yl de azul de
bromofenol como indicador, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 90 V
durante 30 minutos. As bandas obtidas foram coradas com brometo de etidio, visualizadas

por luz ultravioleta e fotografadas com uma cdmara Polaroid DS 34.

4.7. SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DAS
PROTEINAS GEF

Realizou-se o seqiienciamento parcial da amostra brasileira BRSV-25-BR a
partir dos fragmentos amplificados pela RT-PCR dupla que apresentou o padrio
eletroforético esperado (481 pb para a proteina F e 371 pb para a proteina G). O produto da
RT-PCR foi purificado baseado nos métodos de SANGUER, NICKLEN, COULSON, 1977,

como indicado a seguir.

4.7.1. Purificaciao do produto da RT- PCR

Para a purificacio do produto da RT-PCR foram utilizadas duas enzimas
hidroliticas, a exonuclease e a fosfatase alcalina de camarao. A uma aliquota de Sul. de
reacdo da RT-PCR foram adicionadas 10 unidades da enzima exonuclease em tampao
20mM Tris-HCI1 pH 7,5, SmM 2-mercaptoetanol e 50% glicerol e 2 unidades de fosfatase
alcalina de camardo em tampao 25mM Tris-HCl, pH 7,6; ImM de MgCly; 0,1mM de ZnCl,
e 50% de glicerol. Esta mistura foi incubada a 37° C, para atuag¢@o das enzimas, e logo a 85°

C por 15 minutos, para a inativacdo das mesmas. Esta mistura foi distribuida em tubos
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contendo 2pulL do nucleotideo master mix (dITP) e 0,5ul. de dANTP (G, A, T, C) marcado

com fosforo 33 (Amershan®).

Em outro tubo, colocou-se 1uL da PCR tratada, 2ul. do tampao de reacdo
(260mM Tris-HCI, pH 9,5; 65mM MgCl,), 1uL do iniciador, 2pl. da enzima Thermo
Sequenase DNA polimerase e dgua para completar 17,5ul.. Foram transferidos 4ul. dessa
solucdo para quatro tubos contendo dideoxinucleotideo (G, A., T, C), homogeneizando-se
com os 2,5uLL da mistura de terminacdo. As reacdes foram colocadas em termociclador e
submetidas a uma pré-denaturacio de 5 minutos a 94° C e 35 ciclos envolvendo
denaturagdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72°
C por 1 minuto. A interrup¢do da reacdo foi levada a efeito pela adi¢ao de 4uL da solugao

“stop” (formamida a 95%, 20mM EDTA; 0,05 bromofenol azul; 0,05 xilenocianol).

4.7.2. Eletroforese em gel desnaturante (Seqiienciamento manual)

Foi realizada a eletroforese das amostras em gel de poliacrilamida a 6%
(acrilamida 5,7g; bisacrilamida 0,3g; uréia 42¢g, taurina 8X) em placas de 35 x 50cm e
0,4mm de espessura (aparato Bio Rad®) por 1 a 3 horas a 70 a 90 W. O tampdo de corrida
foi o mesmo utilizado na preparagdo do gel (taurina 1x). A auto-radiografia foi obtida apds
a exposi¢do do gel seco em filme de raios X por aproximadamente 24 a 72 horas a

temperatura ambiente (SAMBROOK, FRITSCH, MANIATIS, 1989).

4.7.3. Seqiienciamento automatico e analise de seqiiéncias

Os fragmentos amplificados também foram seqiienciados utilizando o
seqlienciador automdtico ABI PRISM 310 Genetic Analizer (Biosistems®). Os
procedimentos de purificagdo foram realizados com o uso do “kit” QIAquick PCR
Purification kit (Quiagen®) e o produto purificado foi seqiienciado em ambos sentidos com
os mesmos iniciadores do RT-PCR dupla, com o “kit” ABI PRISM BigDye Terminator
Cycle Sequencing kit (Amersham Biosciences®), segundo as instrucdes do fabricante. As
amostras assim seqiienciadas foram alinhadas com as seqiiéncias armazenadas no

GeneBank, usando-se o programa de busca de ALTSCHUL, et al. (1997).
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5.1. PURIFICACAO E MORFOLOGIA VIRAL

As caracteristicas morfoldgicas do isolado viral brasileiro utilizado neste estudo
foram determinadas por observacdes ao microscopio eletronico. Paralelamente foram
observadas as suspensdes virais resultantes de quatro técnicas de purificacdo viral
utilizadas. Utilizando a técnica de gradiente descontinuo de sacarose, as impurezas foram
retidas na camada superior e a fracdo de maior concentragdo de sacarose (inferior)
apresentava-se praticamente pura, comprovando-se a eficiéncia do método para eliminar
impurezas e concentrar as particulas virais na camada média. O método de purificacdo
utilizando as técnicas do polietilenoglicol (PEG) e do gradiente continuo de Cloreto de
Césio, mostraram também uma boa eliminacdo de restos celulares, mas ocorreu grande
destruicdo das particulas virais, justificando os resultados da titulacdo viral obtidos, os
quais indicavam uma queda no titulo viral apds a purificacdo do virus (Tabela 3). Usando o
método da dupla centrifugacdo, as amostras mostravam muitos restos celulares e baixo
titulo viral. Este método permitiu obter uma quantidade um pouco maior de proteinas por
mililitro de solu¢do quando comparado com os outros métodos descritos anteriormente.

Contudo, esta foi a técnica de purificagdo que melhor manteve a estrutura da particula viral.

Tabela 3: Titulo viral das amostras purificadas (DICT50/ml).

Amostra viral Sem purificar  Gradiente de PEG Cloreto de Dupla
sacarose Césio centrifugacio
BRSV-25 53 2,3 0 Nt 3,5
BRSV-88 4,8 2,3 0 Nt 3,1
Lehmkuhl 375 5,0 2,8 0 Nt 3.2

- Nt: ndo testado
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Na figura 2 podemos apreciar a estrutura viral arredondada, pleomérfica e de
tamanho aproximado de 100 a 300 nm, com numerosas espiculas espalhadas pela superficie
do virion, estrutura que estd de acordo com a morfologia esperada para uma amostra de
BRSV (MALLIPEDDI et al., 1990, LARSEN, 2000). Depois de analisadas ao microscopio
eletronico, todas as suspensdes virais obtidas nos diferentes métodos de purificacdo
testadas, comprovam que a amostra que apresentou os melhores resultados em relacdo a
concentragdo de virus e integridade do mesmo foi aquela purificada pelo método da dupla
centrifugacdo e contrastada com molibdato de amdnia. O método preservou grandemente a

estrutura das particulas virais o que se refletiu num maior titulo.

Figura 2: Microfotografia eletronica do virus BRSV-25-BR, purificado pelo método da
dupla centrifugacdo, sob contrastacdo negativa com molibdato de amonia,
aumento 77.500 x 2,5x. Pode-se apreciar a morfologia pleomérfica do virus e a

presenca de espiculas espalhadas por toda a superficie da particula viral.
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5.2. RT-PCR DUPLA
5.2.1. Proteina G

As trés amostras de virus BRSV, mais a amostra controle negativo, foram
propagadas em cultura de células CER. Todas as amostras foram submetidas a extracdo do

RNA e produgdo de cDNA, como foi indicado na se¢do material e métodos.

Posteriormente, foi realizado o primeiro PCR com os iniciadores B5SA e B6A
(Tabela 2) (VILCEK et al., 1994). O material amplificado foi novamente submetido a uma
segunda PCR (RT-PCR dupla) com os iniciadores B7A e B8, resultando numa ampliacao
do genoma viral de 371pb (Figura 3). A reagdo da RT-PCR mostra que os iniciadores
selecionados amplificaram um fragmento do mesmo tamanho nas trés amostras de BRSV e

os mesmos ndo foram capazes de amplificar qualquer segmento no virus controle negativo.

Mes 25 '8 375 C B

| -:—"_ 371 pb

Figura 3: Produto da reacdo RT-PCR dupla para a proteina G, usando os iniciadores B7A e
B8. Regido amplificada de 371pb do gene G do virus respiratério sincicial
bovino M: Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder, Invitrogen®); 25 :
BRSV-25-BR; 88: BRSV-88; 375: Lehmkuhl 375; C: Pneumovirus aviario SHS-

121-BR (controle negativo); B: Branco.
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5.2.2. Proteina F

A amplificacdo do segmento do genoma da proteina F foi feita segundo as
indicacdes dadas na se¢ao Material e Métodos, ou seja, depois de propagadas em células
CER, as amostras de BRSV e a amostra para controle negativo (SHS-121-BR) foram
raspadas da garrafa de cultura e centrifugadas a baixa velocidade. O sedimento foi utilizado
para a extracdo do RNA, produgdo de cDNA e as posteriores etapas da RT-PCR dupla, a
qual foi realizada com os respectivos iniciadores, B1 e B2A na primeira PCR e B3 e B4A
na segunda PCR (Tabela 1). Estes iniciadores amplificaram um fragmento da proteina F de
481pb (Figura 4) em todas as amostras do virus bovino. A amostra de controle nio

amplificou nenhum fragmento.

481pb

Figura 4: Produto da reacdo RT-PCR dupla para a proteina F, usando os iniciadores B3 e
B4A. Regidao amplificada de 481pb do gene F do virus respiratorio sincicial
bovino M: Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder, Invitrogen®); 25:
BRSV-25-BR; 88: BRSV-88; 375: Lehmkuhl 375; C: Pneumovirus avidrio
SHS-121-BR (controle negativo); B: Branco.
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5.3. CLIVAGEM DO PRODUTO DA RT-PCR COM ENZIMA DE RESTRICAO

Os produtos da RT-PCR dupla para a proteina F, ou seja, os fragmentos de 481pb
do gene F de cada amostra, foram digeridos com a enzima de restricdo Sca I. A digestdo
produziu dois fragmentos com tamanhos aproximados de 105 pb e 375 pb. Estes dois
fragmentos apareceram em todas as amostras testadas (Figura 5), mostrando que os trés

1solados possuem uma sequéncia de bases idéntica (AGT/ACT) e localizada no mesmo lugar.

376 pb

105 pb

Figura 5: Produto da Reacdo RT-PCR dupla para a Proteina F do virus respiratério
sincicial bovino, clivado com enzima Sca I. M: Marcador de peso molecular
(100bp DNA Iladder, Invitrogen®); 25: BRSV-25-BR; 88: BRSV-88; 375:
Lehmkuhl 375; B: Branco.

54. SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DAS
PROTEINAS G EF

Foram seqiienciados e analisados dois fragmentos gendmicos do isolado
BRSV-25-BR. Estes fragmentos pertenciam as proteinas F e G. Em ambos casos, para o
mesmo produto amplificado, foram aplicados a técnica de SANGUER et al. (1977) e a
técnica de seqiienciamento automdtico. As duas técnicas ndo apresentaram diferencas

marcantes, exceto pelo fato que o segmento seqiienciado manualmente foi um pouco menor
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pelas dificuldades em elucidar as seqiiéncias localizadas nos extremos do fragmento

amplificado. O seqiienciamento do segmento amplificado do gene G pode ser visualizado
na Figura 6.
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Figura 6: Seqiienciamento manual parcial do fragmento amplificado do gene G em gel de

poliacrilamida 6%, usando metodologia de SANGER et al., 1977.

Autoradiografia em filme de raios X com 72 horas de exposicao.
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5.4.1. Proteina F

O fragmento seqiienciado corresponde ao segmento da proteina F (fusdo) de
428 nucleotideos. A seqii€éncia obtida para o fragmento da proteina F de 428 pb amplificado
estd localizada entre as bases 177-605 do genoma da proteina F da amostra BRSV-25-BR
(Figura 7 e 8).

50 60 70 an 90 oo 11o0 1z0 130
GTAACAATAG AGT TGAGCAAAATAN NNA AL AATGTATGTAACHGTACTGAT T CAAAAGTGAAATTAATAAAG CAAG AACTAG AAAG ATACAACARL

**JH*“*“‘

mm“n hunuhmmmﬂ mmm hlmhllm lhthn.n i

Figura 7: Eletroferogramas do seqiienciamento do fragmento amplificado da proteina F do

isolado BRSV-25-BR com o iniciador B3, direto.
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177-CGT GGTAACAATA GAGTTGAGCA AAATACAAAA AAATGTATGT
AACCGTACTG ATTCAAAAGT GAAATTAATA AAGCAAGAAC TAGAAAGATA
CAACAATGCA GTAGTGGAAT TGCAATCACT TATGCAAAAT GAACCGACCT
CCTCTAGTAG AGCAAAAAGA GGGATACCAG AGTCGATACA TTATACAAGA
AACTCTACAA AAAAGTTTTA TGGACTAATG GGCAAAAAGA GAAAAAGGAG
ATTTTTAGGA TTCTTGCTAG GTATTGGATC TGCTATTGCA AGTGGTGTAG
CAGTGTCCAA AGTACTACAC TTGGAGGGAG AGGTGAACAA AATTAAAAAT
GCACTGCTAT CCACAAATAA AGCAGTGGTT ACGTCTGTCC AATGGAGTTA
GTGTCCTTAC TAGCAAAGTA CTTGATCTAA AGAAC-605

Figura 8: Seqiiéncia do fragmento do genoma da proteina F do virus respiratério sincicial
bovino (BRSV-25-BR) obtido no sequenciador automético ABI PRISM TM
310 Genetic Analyser.
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A seqiiéncia do fragmento da proteina F foi comparada com 30 seqiiéncias
armazenadas no GeneBank usando o programa de busca de ALTSCHUL et al. (1997),
(Figuras 9 e 10). Esta seqiiéncia apresentou a mais alta homologia com os isolados RB 94 e
AT 51908 (95% e 94%, respectivamente). A estirpe RB94 foi isolada da Bélgica e descrita
por WELLEMANS & LEUNEN (1975). Pela resposta aos anticorpos monoclonais, estd

associado ao subgrupo A/B. A estirpe AT51908 foi isolada e descrita por MOHANTY,
INGLING, LIE, (1975) e estd associada ao subgrupo B.

Color Key for Alignnent Scores
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Figura 9: Visualizacdo de alinhamentos da seqiiéncia de nucleotideos pesquisada da

proteina F do BRSV-25-BR com as seqiiéncias armazenadas no GeneBank. A

cor vermelha indica a maior semelhanca.
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25 H gtggtaacaatagagttgagcaaaatacnnnnnnntgtatgtaacggtactgattcaaaa 61

11246: 179 gtggtaacaatagagttgagcaaaatacaaaaaaatgtatgtaacggtactgattcaaaa 238

25 : 62 acaatgcagtagtggaattgcaatca 121

11246: 239 gtgaaattaataaagcaagaactagaaagatacaacaatgcagtagcggaattgcaatca 298

25 : 122 cttatgcaaaatgaaccgacctcctctagtagagcaaaaagagggataccagagtcgata 181

11246: 299 cttatgcaaaatgaaccgacctcctctagtagagcaaaaagagggataccagagtcgata 358

25 : 182 cattatacaagaaactctacaaaaaagttttatggactaatgggcaaaaagagaaaaagg 241

11246: 359 cattatacaagaaactctacaaaaaagttttatggactaatgggcaaaaagagaaaaagg 418

25 : 242 agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctattgcaagtggtgta gtgtcc 301
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

11246: 419 agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctattgcaagtggtgtagcagtgtce 478

25 : 302 aaagtactacacttggagggagaggtgaacaaaattaaaaatgcactgctatccacaaat 361

11246: 479 aaagtactacacttggagggagaggtgaacaaaattaaaaatgcactgctatccacaaat 538

25 : 362 aaagcagtggttacgtctgtccaatggagttagtgtccttactagcaaagtacttgatct 421

11246: 539 aaagcagtggtta—-gtctgtccaatggagttagtgtccttactagcaaagtacttgatct 597

25 : 422 aaagaac 428

11246: 598 aaagaac 604

Pontuacdo = 781 bits (394),
Identidade= 418/427 (97%).

Figura 10: Alinhamento de seqiiéncia entre o fragmento do genoma da proteina F do

BRSV-25-BR em estudo (25) e fragmento similar do BRSV estirpe 11246.

5.4.2. Proteina G

O segmento de 333 nucleotideos seqiienciado da proteina G do BRSV-25-BR
(Figuras 11 e 12), mostrou alta homologia com a maioria das amostras de proteina G,
registradas no GeneBank (Figuras 13 e 14). As maiores similaridades foram as encontradas

com as estirpes BovX, isolada na Suica e descrita por PACCAUD e JACQUIER, (1970) e
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AT 51908 isolada nos Estados Unidos em 1975 (95 %), ambas sdo estirpes associadas ao
subgrupo B.

50 60 70 a0 90 100 110 120 130
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Figura 11: Eletroferogramas do seqiienciamento do fragmento amplificado do gene da

proteina G do isolado BRSV-25-BR com o iniciador B7, direto.




280- CCTAAATCCA AAGCACCACA CTGTCCCAAC CACCAAACAT

AGACACTAGT GGAACTACAT ACGGTCACCC AATCAACAGA

ACCCAAAACA GAAAAATCAA AAGCCAATCT ACTCCTCTTG

CCACCCGAAAA CTACCAATCA ACCCACTGGA AAGCAACCCC

CCCGAAAACC ACCAAGACCA CAACAACTCC CAAACACTGC

CTCATGTGCC TGCAGCACAT GCGAAACGCA ATCCTGCCTG

TTCACCACTC TGCCAAATCGG GCTGGAGAGA GCACCAAGCA

GAGCTCCCAC AATCACCCTC AAAAAGGCTC CAAAACACAA AAC-

604

Figura 12: Seqiiéncia do fragmento do genoma da proteina G do BRSV-25-BR obtido no
seqiienciador automatico ABI PRISM TM 310 Genetic Analyser.
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Figura 13: Visualizacdo de alinhamentos da seqiiéncia de nucleotideos pesquisada da
proteina G do BRSV-25-BR com seqiiéncias armazenadas no GeneBank. A

cor vermelha indica a maior semelhanga
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25 : 10 ccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacataga—-——cactagtggaactacatacgg 66

Bov X: 291 ccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacatagacaccactagtggaactacatacgg 350

25 : 67 tcacccaatcaacagaacccaaaacagaaaaatcaaaagccaatctactcctcttgccac 126

Bov X: 351 tcacccaatcaacagaacccaaaacagaaaaatcaaaagccaatctactccacttgccac 410

25 : 127 ccgaaaactaccaatcaacccactggaaagcaannnnnnngaaaaccaccaagaccacaa 186

Bov X: 411 ccgaaaactaccaatcaacccactggaaagcaacccccccgaaaaccaccaagaccacaa 470

25 : 187 caactcccaaacactgcctcatgtg-cctgcagcacatgcgaaacgcaatcctgectgtt 245

Bov X: 471 caactcccaaacactccctcatgtgccctgcagcacatgcg-aaggcaatcctgectgtt 529

25 : 246 caccactctgccaaatcgggctggagagagcaccaagcagagctcccacaatcaccctca 305

Bov X: 530 caccactctgccaaatcgggctggagagagcaccaagcagagctcccacaatcaccctca 589

25 : 306 aaaaggctccaaaacacaaaac 327

Bov X: 590 aaaaggctccaaaacccaaaac 611

Pontuacdo = 505 bits (255),
Identidade= 306/322 (95%).

Figura 14: Alinhamento de seqiiéncias entre o fragmento do genoma da proteina G do

BRSV-25-BR em estudo (25) e similar fragmento do BRSV estirpe Bov X.

Para analisar a possivel associacdo do BRSV-25-BR aos subgrupos
estabelecidos (A, AB e B), foi utilizada como referéncia a anélise realizada por PROZZI
et al. (1997) e FURZE et al., (1997) que, utilizando varias estirpes de BRSV isoladas em
lugares e épocas diferentes, compararam a variagdo antigénica indicada pelos anticorpos
monoclonais, com a constitui¢io molecular destes isolados. A Tabela 4 resume os dados de
ano e pais no qual foram isoladas e os subgrupos associados as estirpes selecionadas para

este estudo.
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Tabela 4: Origem e classificacdo da estirpe viral de acordo a resposta aos anticorpos
monoclonais e a seqiiéncia da proteina G. (VALARCHER, SCHELCHER, BOURHY,
2000, FURZE et al., 1997, LARSEN et al, 1998).

Estirpe Subgrupo Ano Pais
AT51908 B 1975 Estados Unidos
Bov X B 1967 Suica
220-60 B - -

127 (prototipo) B 1973 Reino Unido
Lelystad AB 1974 Holanda
MVRS553 AB 1983 Bélgica
RB9% AB 1969 Bélgica
220-69 (prototipo) AB 1969 Bélgica
9314893 AB 1993 Dinamarca
9402020 AB 1994 Dinamarca
8307027 AB 1983 Dinamarca
9304899 AB 1993 Dinamarca
Dorset A 1971 Reino Unido
VC464 A 1974 Estados Unidos
NMK7 A 1970 Japao
391-2 (prototipo) A 1985 Estados Unidos
851330 A 1975 Estados Unidos
FS-1 A 1975 Estados Unidos
Lehmkuhl 375 A 1971 Estados Unidos

- Sem informag@o
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A andlise das relagdes entre os isolados, a partir das seqiiéncias do fragmento da
proteina G selecionado estd na Figura 15. Nesta figura podemos apreciar dois
agrupamentos entre os isolados, o primeiro estd formado por estirpes do subgrupo B e o
segundo estd formado pelos demais isolados. Este segundo agrupamento pode ser
subdividido também, as estirpes representantes do subgrupo AB formam um nicleo bem
diferenciado e as demais um pouco mais dispersas correspondem aos virus representantes

do subgrupo A.

Apesar das pequenas diferencas genéticas entre as estirpes estudadas,
observando o dendrograma construido das seqii€éncias de aminodcidos derivados da regiao
correspondente a posicao 281 a 651 do gene da proteina G do BRSV (figura 15), podem ser
estabelecidos dois agrupamentos bem definidos, o mais evidente retine os virus associados
ao subgrupo B (AT51908, BovX, 220-60 e 127) e outro que pode ser subdividido em um
nicleo bem definido que retine as estirpes associadas ao subgrupo intermedidrio AB
(Lelystad, MVR553, RB94, 220-69, 9314893, 9402020, 8307027, 9304899). As demais
estirpes, associadas ao subgrupo A, ndo formam um ntcleo bem definido como os
anteriores. Os isolados do subgrupo A separam-se em dois agrupamentos, um mais
disperso, apresenta so estirpes isoladas nos Estados Unidos (nos anos 1971-1985). O outro
agrupamento associado mais estreitamente, contem trés estirpes isoladas do Reino Unido,

Estados Unidos e Japao respectivamente, entre os anos 1970 e 1974 (Tabela 4).
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Figura 15: Dendrograma das relagdes entre os isolados de BRSV a partir da seqiiéncia de

aminodcidos derivados do fragmento do gene da proteina G.

Em resumo, a seqiiéncia do BRSV-25-BR tem maior similaridade com as
estirpes BovX, 220-60, 127 e AT51908 (95%) formando um nicleo junto com elas,
associadas antigenicamente ao subgrupo B. A divergéncia maior do BRSV-25-BR (15%) é

com a estirpe 391-2, representante do subgrupo A.
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As caracteristicas especificas do BRSV, tais como sua alta prevaléncia na
populacdo bovina, a baixa protecdo conferida pelos anticorpos maternos, o efeito sinérgico
com outras doengas virais comuns nos bovinos, a importancia das perdas ocasionadas na
producdo junto com o escasso conhecimento em relagdo aos subgrupos do virus que circulam
na populacdo bovina, fazem interessante o seu estudo para determinar as caracteristicas
particulares deste virus no Brasil. Este conhecimento ajudard nos estudos epidemioldgicos e
no melhor entendimento da doenga, permitindo assim, melhores metodologias para o combate
e erradicacdo da mesma, contribuindo indiretamente ao bem estar das populacdes de paises
produtores como 0 acesso a pre¢os mais acessiveis de proteina animal as grandes massas de

consumidores derivados dos menores custos de producio.

O virus isolado no Brasil foi estudado morfologicamente através da anélise de
imagens geradas ao microscopio eletronico, obtidas de virus purificado segundo método da
dupla centrifugacdo. Este método permitiu obter uma quantidade um pouco maior de

proteinas por mililitro de solu¢cdo quando comparado com os outros métodos aplicados.

A amostra colocada diretamente na grade, e observada ao microscépio
eletrobnico proporcionou imagens de um virus de caracteristicas pleomorficas, tamanho
aproximado de 100 a 300 nm, com presenga de espiculas. Notou-se grande quantidade de
particulas incompletas ou destruidas. As imagens observadas (Figura 2) estdo de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas do BRSV, permitindo afirmar que o virus isolado no

Brasil procedente de bovinos, trata-se de uma amostra brasileira deste virus.

O BRSYV apresenta muita semelhanca com o virus respiratério sincicial humano
(HRSV), tanto na seqiiéncia de nucleotideos como antigenicamente nas proteinas F, M, M2, N
e P, com a maior diferenca antigénica observada na proteina G, responsavel pela adsorcao da
particula viral a célula hospedeira (LEVINE, KLAIBER-FRANCO, PARADISO, 1987,
ELVANDER et al, 1998b, FURZE et al, 1997). Por estas razdes foi escolhido um

fragmento da proteina G e outro da proteina F para serem amplificados e analisados.

As estirpes de BRSV sdo divididas em subgrupos A, AB e B, baseados nas
diferencas antigénicas da proteina G. Essas diferencas poderiam, eventualmente, afetar a

viruléncia e estudos deverdo ser feitos com esses antecedentes epidemioldgicos para criar
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estratégias no controle das infecgdes, ja que as estirpes induziriam protecdo contra um virus
homologo e protecdo parcial contra um virus heter6logo. Conhecidas as caracteristicas do
virus e reconhecida sua presenca no territorio nacional, € imprescindivel desenvolver um bom
sistema de diagndstico para uma futura estratégia de erradicacdo. Usualmente o diagndstico de
infeccdo respiratdria tem sido centrado na técnica de cultivo de virus a partir de secre¢des
nasofaringeas. Porém, métodos de cultura de células sdo lentos, freqiientemente levam uma
semana antes de ter um resultado disponivel e a sensibilidade pode ser fortemente afetada pela

labilidade do virus (LARSEN, 2000).

Para evitar esse problema, foram desenvolvidos muitos testes baseados nas
interacoes de antigenos e anticorpos, para determinar a presenc¢a de antigenos ou anticorpos
nos organismos de interesse. Alguns destes testes estdo caindo em desuso por serem menos
sensiveis e precisar de pessoal altamente treinado para se ter uma boa interpretacdo dos
resultados, e evitar uma certa subjetividade no resultado final. Em outros casos, como o
radioimunoensaio, o teste ¢ altamente sensivel, mas requer estrutura e pessoal apropriados
para trabalhar com elementos radioativos o que €, freqiientemente, um impedimento para a

aplicacdo da técnica em testes de rotina (CHERNESKY & MAHONY, 1996).

Técnicas tais como soroneutralizacdo (SN) e ELISA continuam sendo muito
usadas porque sao altamente sensiveis. O ELISA tem a vantagem da rapidez, e alta
capacidade de automatizac@o. A técnica de SN, apesar de ser mais demorada, mostra ser as
vezes mais especifica que o ELISA nos primeiros estdgios da doengca (CAMPALANS &
ARNS,1997). Mas a necessidade de desenvolver outro tipo de testes de diagnéstico €
particularmente evidente em gado bovino, onde os rebanhos sdo vacinados extensivamente,
e portanto os testes baseados na medi¢do da presenca de anticorpos apresentam a
dificuldade de determinar a origem dos anticorpos, se estes sdo produzidos como resultado
de uma infeccdo natural o s@o anticorpos vacinais. Os procedimentos diretos para a
deteccdo de antigeno em virus como o BRSV, muitas vezes sdo menos sensiveis

considerando a sua labilidade e os baixos titulos.

Novas técnicas ndo imunoldgicas como a PCR estdo sendo aplicadas de maneira
experimental com o objetivo de obter resultados rdpidos e confidveis, adaptados a rotina de

grandes quantidades de amostras. No caso do BRSV, a finalidade serd sempre detectar
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precocemente os animais assintomaticos que presumivelmente mantém a infec¢ao persistente
e poderiam atuar como fonte de um novo surto no outono ou inverno seguinte (VAN der

POEL et al., 1997, VALARCHER et al., 2001).

A amplificacdo por PCR estd provando ser uma valiosa metodologia para
monitorizar infeccdes virais ou bacterianas. Os procedimentos convencionais de
diagndstico estdo baseados na capacidade de crescimento dos organismos em cultura ou de
detectar sua presenca em pacientes usando anticorpos especificos. O problema desses testes
€ requererem algumas semanas para o diagndstico final. O teste baseado em PCR € mais
sensivel e mais rdpido que os testes convencionais detectando as células infectadas entre

grande quantidade de células nao infectadas.

Na reacdo em cadeia da polimerase, a deteccdo de um patégeno baseia-se na
amplificacio de um segmento unico, relativamente pequeno, de DNA especifico do
organismo a ser estudado. No caso do BRSV, por se tratar de um virus RNA, o material
genético precisa ser inicialmente convertido em DNA complementar pela enzima

transcriptase reversa (RT-PCR) (MAHONY, 1996).

Em numerosos estudos, a RT-PCR esta se revelando um promissor método de
diagnodstico do BRSV. A grande vantagem do teste é ser muito sensivel e especifico e nao
precisar do virus em forma vidvel para obter resultados positivos, ampliando grandemente o
espectro de amostras uteis para o diagnostico. A rdpida deteccdo do BRSV € de grande
importancia clinica e epidemioldgica, visto que € provavelmente a mais comum causa de
doenca respiratdria nos bezerros menores de 18 meses e, pelo curto periodo de incubagao
(2-3 dias), a disseminacdo por todo o rebanho é bastante rdpida. Estudos soroldgicos
indicam que mais de 95% do gado com mais de 3 anos estd infectado e que 70% dos

bezerros sao infectados dentro do primeiro ano de vida (FURZE et al., 1997).

A reacdo em cadeia da polimerase reproduz exatamente cpias ilimitadas de
DNA, permitindo o acesso a uma informacdo gendmica fundamental no diagndstico de

doencas, principalmente aquelas de dificil diagndstico pelos métodos convencionais.
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No caso do BRSV, por ndo produzir sintomas patognomodnicos, a doenga
freqiientemente € confundida com outras doengas de sintomatologia semelhante como a
diarréia bovina viral (BVD) e a parainfluenza (P13), dificultando determinar a prevaléncia.
Os métodos de diagndstico na maior parte das vezes sdo indiretos, por determinagdo de
anticorpos. As possibilidades de encontrar o virus em amostras clinicas sdo escassas,
devido aos baixos titulos e a dificuldade para uma replicacdo em sistemas celulares. A RT-
PCR possibilita a producdo de intimeras cOpias a partir de uma unica coOpia viral na
amostra, sendo a informacdo genética assim gerada, fundamental para as medidas de

profilaxia e preven¢do nos rebanhos susceptiveis.

A utilidade de um teste de diagndstico de PCR depende da apropriada escolha
dos iniciadores, os que devem reconhecer especificamente todos os isolados de um
patégeno. Ensaios de RT-PCR em que as seqiiéncias alvo sdo regides conservadas dos
genes e comuns entre todos os isolados devem ser preferidas com fins de diagndstico, mas
ndo tem a capacidade para diferenciar o grupo antigénico ao qual o patégeno pertence.
Outros ensaios devem ser desenvolvidos para determinar o subgrupo envolvido em um
surto em particular e relacionar essa informag¢do com suas caracteristicas patogé€nicas e

epidemioldgicas.

As glicoproteinas do envelope do BRSV em que baseamos a caracterizagao viral,
F e G, sdo essenciais para a entrada do virus na célula hospedeira e sdao importantes alvos da
resposta imune como anticorpos neutralizantes do virus Essas proteinas foram analisadas
quanto a sua seqiiéncia e comparadas com as seqiiéncias armazenadas no GeneBank. A alta
homologia encontrada entre as seqiiéncias registradas de BRSV com o segmento da proteina F
do novo isolado e com amostras do mesmo segmento de HRSV (92 a 97%), reforca a idéia de
se tratar de uma proteina altamente conservada entre as amostras de pneumovirus. Essa
caracteristica, junto com o fato de ser também altamente imunogénica, a faz uma boa escolha

na hora de produzir vacinas contra a doenca (STINE et al., 1997).

A metodologia descrita para a amplificacio dos segmentos gendmico
escolhidos do isolado brasileiro (F e G), demonstrou-se adequada, pois reproduziu
quantidades suficientes de cDNA, o que permitiu a identificacdo da amostra e o posterior

sequenciamento dos fragmentos amplificados. A informagdo contida na sequéncia obtida
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deste isolado da a certeza que o ensaio RT-PCR, tanto do gene da proteina G quanto do

gene da proteina F foi efetivo em detectar o dcido nucléico viral.

A proteina G do BRSV, como a proteina G do HRSV, € conhecida por ser a
proteina mais varidvel no virus respiratério sincicial (VILCEK et al, 1994, LERCH, et al,
1989, LANGEDIIK et al., 1996). Esses autores encontraram uma conservacdo de
seqiiéncias de apenas 30% entre a proteina G de HRSV e BRSV. Entre isolados de BRSV,
no entanto, MALLIPPEDDI & SAMAL (1993), demonstraram alto grau de conservagao,
com 90 a 97% de identidade na seqiiéncia de nucleotideos e 84 a 95% na seqiiéncia de

aminoécidos da proteina G.

Neste estudo, também foi encontrada uma alta homologia entre a seqii€éncia do
BRSV-25-BR e as seqiiéncias registradas no GeneBank, tanto de nucleotideos (85 — 95%)
como de aminodcidos (77 — 92%). A andlise desta proteina em particular é de grande
importincia porque a variabilidade genética em regides funcionalmente relevantes do
genoma do BRSV, como a regido hidréfoba central (aminoacidos 174 — 188), que € um
importante sitio antigénico, poderia afetar a infectividade e viruléncia, por isso poderdo ser
usadas como marcadores para infectividade viral em estudos clinicos e para diferenciar as
linhagens, associd-las a patogé€nese viral e manifestacdo clinica no animal (LARSEN, 2000,

FURZE et al., 1997, STINE et al., 1997, LANGEDIJK et al., 1996).

A determinag¢do da seqiiéncia nucleotidica proporciona elementos para mapear
os epitopos envolvidos na resposta imune e contribuir para discussdo da existéncia ou ndao
de subgrupos definidos como acontece com a proteina G do HRSV e, portanto, testar sua
importancia como antigeno vacinal (FURZE et al., 1997, STINE et al., 1997, PROZZI etc.,
1997).

O ensaio RT-PCR baseado na regido que codifica a proteina G, neste virus,
pode ser usado para identificar isolados e associd-los ao subgrupo especifico, visto que o
fragmento amplificado pelos iniciadores B7A e B8 fornece informacao suficiente para esta
andlise. Esta regido deve ser considerada de muita utilidade para estudos filogenéticos, pois
contem regides conservadas e varidveis. A seqiiéncia determinada neste estudo, tanto para o

fragmento da proteina F como para o fragmento da proteina G, estabelece diferencas
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pequenas entre os isolados comparados (BRSV-25-BR, BRSV-88 e Lehmkuhl 375, dados
nao mostrados), limitando-se a mutagdes pontuais. Resta saber se esses nucleotideos sao
essenciais ou ndo para a patogenicidade e outras caracteristicas do virus. Apesar do alto
grau de identidade de aminodcidos encontrado entre as estirpes de BRSV, as diferencas
parecem ter um profundo efeito sobre o reconhecimento de anticorpos (FURZE et al., 1994,

STINE et al., 1997, LARSEN 2000).

Entre os isolados estudados, a identidade maior de nucleotideos da proteina G
foi de 95% sugerindo que esses isolados pertencem ao mesmo subgrupo. Em relagdo a
estirpe de referéncia L08410 (Lehmkuhl 375), a identidade de nucleotideos foi
consideravelmente menor, 85%. Com a proteina F, o resultado foi semelhante, onde foi
encontrado 97% de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos dos isolados estudados.
Faz-se necessdrio esclarecer se essas diferencas contribuem para uma mudanca nas

caracteristicas de patogenia viral ou da resposta imune do hospedeiro frente a doenca.

PROZZI et al.(1997) determinaram a variacdo antigénica de oito isolados de
BRSYV, usando anticorpos monoclonais especificos para essa proteina (G). Desta forma os
autores identificaram dois subgrupos maiores (A e B) e um subgrupo intermedidrio (A/B).
FURZE et al.(1997) acrescentaram outras 11 estirpes, classificando-as segundo as respostas
frente aos anticorpos monoclonais selecionados para tal objetivo (Tabela 3) Uma anélise
inicial destes isolados de BRSV, procedentes de diferentes regides geograficas demonstra
um alto grau de similaridade (85 - 97%) em suas seqiiéncias de RNA se comparados com o
primeiro isolado BovX em1969 (PACCAUD & JACQUIER, 1970). Nao existe uma clara
distribuicao de subgrupo e drea geografica, ou seja, ndo ha padrdes claros indicando regides
especificas dos subgrupos (Tabela 4), porém, pode-se indicar tendéncias que deverdo ser
confirmadas na medida em que ocorra um aumento da informagdo e dos isolamentos em
outros lugares do mundo, como na América do Sul, lugar em que existe uma ampla

exploracdo pecudria, mas pouca informagao em relacdo a este virus.

Comparando os aminoécidos derivados do isolado BRSV-25-BR com as
estirpes estudadas nesses trabalhos, pode-se sugerir que este isolado assemelha-se mais
estreitamente as estirpes BovX, 220-60, 127 e AT51908 (95%). Todos esses fatores

indicam que o virus corresponde a um virus respiratorio sincicial bovino e que pertence ao
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mesmo grupo antigénico que as estirpes BovX, 220-60, 127 e AT51908, ou seja, o
subgrupo B. Essa informacdo passa a ter uma relevincia maior ao considerar que o
subgrupo B ndo era isolado desde 1976 e, portanto, estimava-se que este subgrupo nao era
circulante (FURZE er al., 1997, STINE et al., 1997). Por esta razdo, as vacinas estdo sendo
desenvolvidas com outros antigenos, especificamente do subgrupo A (STINE et al., 1997)
utilizando a estirpe Lehmkuhl 375 (Bayovac®), o que explicaria, em parte, os fracos
resultados obtidos depois da sua aplicacdo nos rebanhos do pais. Na Europa sdo utilizadas
também, vacinas obtidas com as estirpes RB-94 (Rispoval®) e 220-69 (Vacores®), ambas

do subgrupo AB (VALARCHER et al., 2000).

A padronizacdo e uso extensivo de técnicas moleculares como a RT-PCR,
permitem a detec¢@o precoce da doenca e futuramente a eliminacdo de portadores, se for o
caso. A RT-PCR dupla apresenta vantagens evidentes. Esta técnica € especifica, sensivel e
rapida, detectando o 4cido nucléico viral onde outros métodos falham (VAN der POEL et
al., 1997). Assim, a infeccdo pode ser diagnosticada em amostras de "swab" nasais tomados
na fase aguda do surto suspeito. Porém, a técnica da PCR exige laboratérios com grande
infraestrutura, equipe treinada, procedimentos de laboratério rigidos e cuidadosos e de

controles positivos e negativos (POST & EHRLICH, 2000).

Analisando o dendrograma que compara entre si as estirpes selecionadas para
este estudo (Figura 15), foi observado que apesar das pequenas diferencas genéticas entre
as 20 estirpes, dois grupos evidentes podem ser estabelecidos. O primeiro grupo consiste de
estirpes que pertencem ao subgrupo B. A andlise filogenética apresentada aqui revela que o
BRSV-25-BR forma um grupo diferenciado junto com os outros representantes do
subgrupo B, distante dos membros do subgrupo AB, os que apresentam outro nicleo bem

diferenciado no dendrograma e também distante dos representantes do subgrupo A.

Pode-se perceber que uma grande pressao seletiva tem atuado em relacdo a
proteina G, estimulando a diferenciacdo desta proteina da superficie viral a diferenciar-se
nos trés grupos antigénicos até agora conhecidos, mantendo sua fun¢do de ligacdo com o
receptor da célula hospedeira. Provavelmente os membros do subgrupo B se diferenciaram

e separaram mais precocemente na evolu¢do deste virus se comparados aos outros
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subgrupos, o que estd de acordo com o fato de ser um subgrupo presente nos primeiros
1solamentos e nao ter sido isolado apos 1976, por esta razdo acreditava-se que ndo estava

mais circulando nos rebanhos.

E interessante notar que o nicleo das estirpes do subgrupo intermedidrio (AB)
contém aquelas isoladas num longo espaco de tempo, entre os anos 1969 e 1994, e numa
area limitada da Europa (Holanda, Bélgica e Dinamarca), sendo que até o momento ndo
tem sido detectado em outra drea geogréfica. As estirpes associadas ao subgrupo B, foram
isoladas entre os anos 1969 e 1975 e sdo principalmente isoladas em paises da Europa.
Podemos também apreciar que os representantes do subgrupo A estdo formados

principalmente por isolados procedentes dos Estados Unidos (Tabela 3).

O isolado brasileiro, associado ao subgrupo B, proporciona a primeira andlise
gendmica do BRSV no pais. Este estudo deve servir de base para futuras andlises da
variabilidade do BRSV no Brasil e na América do Sul, permitindo estabelecer a provével
origem geografica dos isolados e oferecendo um valioso instrumento para estudos

epidemioldgicos.

Neste estudo foi apresentada a RT-PCR dupla como um método ripido e
especifico para a deteccio de BRSV em amostras contendo o virus. Este ensaio foi
desenvolvido com virus replicando em cultura de células, porém, futuramente deverd ser
testado em amostras clinicas de bovinos. Os proximos passos serdo utilizar esses testes nao
s6 como diagnéstico de doengas, mas também para medidas de prevencdo, controlando
contaminagdes e dispersao de patdgenos. Estas acdes ainda sdo favorecidas pela rapidez na
obtencao dos resultados, possibilitando decisdes imediatas, com suas conseqiientes e
evidentes vantagens como economia de recursos e geracao de informacdo importante para o

controle definitivo da doenga.
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- A estrutura viral da amostra estudada, BRSV-25-BR € arredondada,
pleomoérfica e de tamanho aproximado de 100 a 300 nm, com numerosas

espiculas espalhadas pela superficie do virion.

- Os iniciadores selecionados neste estudo, B1, B2A, B3 e B4A, para a proteina

F, amplificaram o genoma viral no fragmento esperado, de 481 pb.

- As condicdes ideais para a amplificacdo do segmento F do genoma viral
foram as mesmas na primeira e segunda PCR, ou seja, 35 ciclos de
denaturagdo 94° C, durante 45 segundos, anelamento 55° C por 30 segundos e

extensdo 72° C por Iminuto e 30 segundos.

- Os iniciadores selecionados neste estudo, BSA, B6A, B7A e BS, para a

proteina G, amplificaram o genoma viral no fragmento esperado, de 371 pb.

- As condicdes ideais para a amplificagdo do segmento G do genoma viral
foram 35 ciclos de denaturagdo 94° C durante 1 minuto, anelamento 55° C por
1 minuto e extensdo 72° C por 1minuto e 30 segundos na primeira PCR e
denatura¢do 94° C durante 30 segundos, anelamento 55° C por 45 segundos e

extensdo 72° C por Iminuto na segunda PCR.

- O tratamento do produto amplificado do RT-PCR duplo para a proteina F,
com a enzima de restricdo Sca I, revelou dois segmentos de tamanhos

aproximados de 376 e 105 pb, nos trés isolados analisados.
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- A seqiiéncia do fragmento amplificado da proteina F revelou 97 % de
identidade de nucleotideos entre as amostras do BRSV-25-BR e as amostras

armazenadas no GeneBank.

- Menor porcentagem de identidade foi obtida para a seqiiéncia da proteina G,

comparada com as seqiiéncias armazenadas no GeneBank, entre 92 € 95 %.

- A comparagdo dos aminodcidos derivados da seqiiéncia da proteina G do
BRSV-25-BR com as seqiiéncias das estirpes registradas no "GeneBank"

sugerem que o isolado pertence ao subgrupo B.
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The bovine respiratory syncytial virus (BRSV) causes acute infection in the
respiratory tract of cattle and is wide spread in the world, causing significant economic
losses. The objective of this project was to characterize the BRSV, named BRSV-25-BR,
isolated from a 2 months calve from Rio Grande do Sul state cattle, which presented
respiratory disease symptoms. This sample was compared against BRSV strain isolates
from other countries. The initial step was to adapt the viral samples in cellular culture. To
achieve this purpose, a CER (Chicken Embryo Related) cell culture was used. The
morphologic analysis was done through electronic microscopy using a negative stain. A
genomic comparison to the viral isolates was carried out. The outcomes of the analyses
indicate that the analyzed sample, named BRSV-25-BR, is an rounded, pleomorphic virion,
between 100-300 nm in size and numerous spikes over the surface. The amplification of the
expected size fragment, which was 481 pb, was observed through a nested RT-PCR
technique, using the B1, B2A, B3 and B4A primers for the F protein. The analyses of this
sequence of nucleotides revealed 97% identity between the F protein sequence of the
isolated BRSV-25-BR and the strains of BRSV equivalent sequences stored in the
GeneBank. The amplification of the viral genome on an expected size fragment (371 pb)
was achieved using the nested RT-PCR, in which the B5A, B6A, B7A and B8 primers for
the G protein were used. The identity percentage between the BRSV-25-BR sequence and
the compensative fragment of the GeneBank stored strains was smaller, ranging between
92% and 95%. A probable association to the B subgroup is suggested from the deduzed
amminoacid sequence of the G protein of the Brazilian sample compared to the sample
sequences registered in the GeneBank. The information gathered from this research project
allows to affirm that the isolated Brazilian sample belongs to a kind of BRSV different

from those present in the world and contribute with a values to epidemiologic studies.
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Color Key for Alignnent Scores
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Figura 16: Visualizagdo de alinhamentos da seqiiéncia de aminodcidos derivados da
proteina F do BRSV-25-BR com as seqiiéncias de similar fragmento

armazenadas no GeneBank. A cor vermelha indica a maior semelhancga.
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25 2 tggtaacaatagagttgagcaaaatacnnnnnnntgtatgtaacggtactgattcaaaa 61
RN ERRR AR RN CECEEEEEEE FEEEEEET T

RB 94: 166 gtggtaacaatagagttgagcaaaatacaaaaaaatgtatgtaacagtactgattcaaac 225

25 : 62 tagtggaattgcaatca 121

RB 94: 226 gtgaaattaataaagcaagaactagaaagatacaacaatgcagtagtggaattgcagtca 285

25 : 122 gcaaaatgaaccgacctcctctagtagagcaaaaagagggataccagagtcgata 181

RB 94: 286 cttatgcaaaatgaaccggcctcctccagtagagcaaaaagagggataccagagttgata 345

25 : 182 cattatacaagaaactctacaaaaaagttttatggactaatgggcaaaaagagaaaaagg 241

RB 94: 346 cattataaaagaaactctacaaaaaagttttatgggctaatgggcaaaaagagaaaaagg 405

25 : 242 agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctattgcaagtggtgtagcagtgtce 301

RB 94: 406 agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctattgcaagtggtgtagcagtgtcc 465

25 : 302 aaagtactacacttggagggagaggtgaacaaaattaaaaatgcactgctatccacaaat 361

RB 94: 466 aaagtactacacctggagggagaggtgaataaaattaaaaatgcactgctatccacaaat 525

25 : 362 aaagcagtggttacgtctgtccaatggagttagtgtccttactagcaaagtacttgatct 421

RB 94: 526 aaagcagtagtta—-gtctatccaatggagttagtgtcctaactagcaaagtacttgatct 584

25 : 422 aaagaac 428

RB 94: 585 aaagaac 591

Pontuagcdo = 686 bits (346),
Identidade = 406/427 (95%).

Figura 17: Alinhamento de seqiiéncia de nucleotideos entre o fragmento do genoma da
proteina F do BRSV-25-BR em estudo (25) e similar fragmento do BRSV
estirpe RB 94.
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BRSV-25

AT51908:

BRSV-25

AT51908:

BRSV-25

AT51908:

BRSV-25-

AT51908:

BRSV-25-

AT51908:

BRSV-25

AT51908:

BRSV-25

AT51908:

BRSV-25

AT51908:

-BR: 2 gtggtaacaatagagttgagcaaaatacnnnnnnntgtatgtaacggtactgattcaaaa

5735 gtggtaacaatagagttgagcaaaatacaaaaaaatgtgtgtaaaagtactgattcaaaa

-BR: 62gtgaaattaataaagcaagaactagaaagatacaacaatgcagtagtggaattgcaatca

5795 gtgaaattaataaagcaagaactagaaagatacaacaatgcagtagtggaattgcagtca

-BR:122cttatgcaaaatgaaccgacctcctctagtagagcaaaaagagggataccagagtcgata

5855 cttatgcaaaatgaaccggcctccttcagtagagcaaaaagagggataccagagttgata

-BR:182cattatacaagaaactctacaaaaaagttttatggactaatgggcaaaaagagaaaaagg

5915 cattatacaagaaactctacaaaaaagttttatgggctaatgggcaagaagagaaaaagg

BR:242agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctattgcaagtggtgtagcagtgtcc

5975 agatttttaggattcttgctaggtattggatctgctgttgcaagtggtgtagcagtgtcce

-BR:302aaagtactacacttggagggagaggtgaacaaaattaaaaatgcactgctatccacaaat

6035 aaagtactacacctggagggagaggtgaataaaattaaaaatgcactgctatccacaaat

-BR:362aaagcagtggttacgtctgtccaatggagttagtgtccttactagcaaagtacttgatct

6095 aaagcagtagtta—-gtctatccaatggagttagtgtccttactagcaaagtacttgatct

—-BR:422aaagaac 428

6154 aaagaac 6160

Pontuagdo = 670 bits (338)
Identidade = 404/427 (94%)

61

5794
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241
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Figura 18: Alinhamento de seqiiéncia de nucleotideos entre o fragmento do genoma da

proteina F do BRSV-25-BR em estudo e similar fragmento do BRSV estirpe

ATS51908.
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Figura 19: Visualizagdo de alinhamentos da seqiiéncia de aminodcidos derivados da
proteina G do BRSV-25-BR com as seqiiéncias armazenadas no GeneBank. A

cor vermelha indica a maior semelhanca.
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25 : 10 ccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacataga—-——cactagtggaactacatacgg 66

220-60: 315 ccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacatagacaccactagtggaactacatacgg 374

25 : 67 agccaatctactcctcttgccac 126

220-60: 375 tcacccaatcaacagaacccaaaacagaaaaatcaaaagccaatctactccacttgccac 434

25 : 127 cactggaaagcaannnnnnngaaaaccaccaagaccacaa 186

220-60: 435 ccgaaaactaccaatcaacccactggaaagcaacccccccgaaaaccaccaagaccacaa 494

25 : 187 caactcccaaacactgcctcatgtg-cctgcagcacatgcgaaacgcaatcctgectgtt 245

220-60: 495 caactcccaaacactccctcatgtgccctgcagcacatgecg—aaggcaatcctgectgtt 553

25 : 246 caccactctgccaaatcgggctggagagagcaccaagcagagctcccacaatcaccctca 305

220-60: 554 caccactctgccaaatcgggctggagagagcaccaagcagagctcccacaatcaccctca 613

25 : 306 aaaaggctccaaaacacaaaac 327

220-60: 614 aaaaggctccaaaacccaaaac 635

Pontuagdo = 505 bits (255),
Identidade = 306/322 (95%).

Figura 20: Alinhamento de seqiiéncia de nucleotideos entre o fragmento do genoma da
proteina G do BRSV-25-BR em estudo (25) e similar fragmento do BRSV
estirpe 220-60, representante do subgrupo B.

Apéndice
84




25 HE aatccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacatagac———actagtggaactacata 63

4642 : 312 aatccaaagcaccacactgtcccaaccaccaaacatagacacaactagtggaaccacata 371
25 : 64 cggtcacccaatcaacagaacccaaaacagaaaaatcaaaagccaatctactcctcttge 123
CEEEEEEEEEE TECEEE e e e e e e e e Fer e e e e e e Frrr
4642 : 372 cggtcacccaaccaacagaacccaaaacagaaaaattaaaagccaatctactccacttge 431
25 : 124 cacccgaaaactaccaatcaacccactggaaagcaannnnnnngaaaaccaccaagacca 183
FECEEEEEEEE PEEEEEE e Ferrr ARNRERERARERARE
4642 : 432 cacccgaaaaccaccaatcaacccactgggaagcaacccccccgaaaaccaccaagacca 491
25 : 184 caactcccaaacactgcctcatgtg-cctgcagcacatgcgaaacgcaatcctgect 242
|||||||||||||||||| L TEEEEE TEEEEEEEEE e T TR
4642 : 492 caacaactcccaaacactcccccatgtgeccctgcagcacatgecg—aaggcaatcctgect 550
25 : 243 gttcaccactctgccaaatcgggctggagagagcaccaagcagagctcccacaatcacce 302

4642 : 551 gttcaccactctgccaaatcgagttggagagagcaccaagcagtgctcccacaatcacce 610

25 : 303 tcaaaaaggctccaaaacacaaaac 327

CEPEEEEEEETEE FEEE FEErT
4642 : 611 tcaaaaaggctccgaaacccaaaac 635
Pontuagdo = 432 bits (218),

Identidade = 299/325 (92%).

Figura 21: Alinhamento de seqiiéncia de nucleotideos entre o fragmento do genoma da
proteina G do BRSV-25-BR em estudo (25) e similar fragmento do BRSV
estirpe 4642, representante do subgrupo B.
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