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"Néo basta ter belos sonhos para realiza-los. Mas
ninguém realiza grandes obras se nio for capaz de
sonhar grande. Podemos mudar o nosso destino, se
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nosso sonho; de examinar com aten¢o a vida real;
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de realizar escrupulosamente nossa fantasia.
Sonhos, acredite neles!" ( Lenin )
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ABSTRACT

D'Arce, R.C.F. (2000) Estudo das diferengas gendmicas entre amostras de Herpesvirus Bovino
tipo 1 e tipo 5 isoladas no Brasil pela andlise enzimas de restricdo. Tese de Mestrado,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Republica
Federativa do Brasil.

Keywords: virology, bovine herpesvirus, restriction analysis, subtypes, molecular biology.

Ten Brazilian isolates and two standard strains of bovine herpesviruses (BHV) were
examined by restriction endonuclease analysis (REA). Isolates were multiplied in MDBK cells
and viral DNA was extracted and cleaved with the enzymes BamHI, BstEll, EcoRI, Hindlll
and PstI. DNA fragments were examined in agarose gels and visualized by ethidium bromide
staining. One isolate from a case of rhinotracheitis could be assigned to type 1.2a, usually
associated to cases of pustular vulvovaginitis. Another Brazilian respiratory isolate could be
assigned to type 1.1, like Los Angeles standard strain. An isolate from semen of a clinically
healthy bull displayed a 1.2b profile. Preliminary results suggest that the relationship between
REA profiles and clinical picture be not clear-cut. On the other hand, all isolates obtained
from cases of encephalitis displayed REA profiles similar to BHV-5 patterns described
previously. However, BHV-5 isolates differed in their BstEll profile, where five out seven
Brazilian samples were similar to the Australian BHV-5 strain (BHV-5a) than to the
Argentinean A663 (BHV-5b). Curiously, two encephalitogenic autochthonous samples
showed a BstEIl profile different of both standards strains of BHV-5. Restriction enzyme
profiles obtained with the enzymes BstEIl and HindIll were sufficient for the differentiation
between BHV-1 and BHV-S subtypes.



RESUMO

Através da analise gendmica com endonucleases de restricio objetivou-se a comparagédo de
amostras brasileiras de Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1), virus da Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (IBR)/ Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV), e de Herpesvirus Bovino tipo 5
(BHV-5), causador da Encefalite Herpética em bovinos, frente as cepas de referéncia
encontradas na literatura. Todas as amostras virais foram multiplicadas em células da
linhagem MDBK (Madin-Darby bovine kidney). O DNA genOmico viral de cada cepa foi
extraido e clivado pelas endonucleases de restricdo BamHI, BstETl, EcoRI, Hindlll e Pstl. Os
fragmentos obtidos foram visualizados apés eletroforese em gel de agarose e coloragdo por
brometo de etidio, sob transiluminagdo ultravioleta. O perfil gendmico da amostra de BHV-1,
isolada de um caso de IBR, obtido com a enzima HindlIIl indicou a similaridade dessa amostra
com o subtipo 1.2a, comumente relacionado a casos de IPV. J4 a amostra isolada de sémen
apresentou um perﬁl compativel ao subtipo 1.2b, quando clivada com essa mesma enzima. A
amostra respiratoria de BHV-1 teve seu perfil similar ao subtipo 1.1, como da amostra de
referéncia Los Angeles. Para as cepas encefalitogénicas, todos os perfis de restrigdo enzimatica
encontrados se mostraram compativeis com os perfis de BHV-5 descritos na literatura, exceto
os obtidos com a enzima BstEIl. Cinco amostras encefalitogénicas, quando clivadas com a
enzima BstEIl apresentaram perfil similar 4 cepa australiana N569, tida como referéncia de
BHV-5a, diferindo da amostra padrio argentina 4663, considerada BHV-5b. Entretanto, duas
amostras de BHV-5 apresentaram um perfil que difere desses dois subtipos. Os perfis de
restricio enzimdtica obtidos com as enzimas BstENl e Hindlll foram suficientes para a
diferenciagdo entre os tipos e subtipos de BHV-1 ¢ BHV-5.
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1. INTRODUCAO

Os Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) e Herpesvirus Bovino tipo 5 (BHV-5),
pertencem & familia Herpesviridae, sub-familia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus
(Fenner et al., 1993). O BHV-1 € o agente etiolégico da rinotraqueite infecciosa bovina e
vulvovaginite pustular infecciosa (IBR /IPV), enquanto que o BHV-5 ¢ responsavel pela
encefalite herpética dos bovinos (Studdert, 1990; Roizman et al., 1992).

Os herpesvirus apresentam seus virions envelopados, com capsideo icosaédrico, com
130 a 200 nm de didmetro. S#o sensiveis ao éter e outros solventes lipidicos, devido a
composigdo lipoproteica de seu envelope, como também a extremos de pH (Porterfield, 1989).
Seu genoma corresponde a uma Gnica molécula linear em dupla fita de DNA de cerca de 140
Kb, com uma composi¢do de G+C de 72%, confirmando sua estabilidade. Este DNA pode ser
dividido em um segmento unico longo (UL) de 102 a 104 Kb, e um segmento tnico curto
(US) de aproximadamente 11 Kb. O segmento US possui duas regides repetidas em suas
extremidades, de cerca de 24 Kb, denominadas regifo repetida interna (IR) e regifio repetida
terminal (TR). Essa estrutura gendmica ¢ comum aos integrantes do grupo D dos herpesvirus,
entre eles 0 BHV-1 e BHV-5 (Roizman et al., 1992).
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1.1. Patogenia e sinais clinicos

A infecgdo natural pelo BHV-1 ocorre através da entrada do virus na mucosa do trato
respiratério, geralmente por aerosséis ou por contato direto com as secreg0es nasais
infectadas. J4 a infecg@io genital invariavelmente ocorre pelo contato direto ou através do
sémen contaminado. A transmissdo indireta pode ocorrer via fomites contaminados, como
equipamentos de ordenha mecénica, dgua e alimentos (Tikoo er al, 1995; Engels &
Ackermann, 1996).

As infecgdes pelos herpesvirus bovinos podem se apresentar desde formas subclinicas
até severas, culminando no 6bito do animal. A infec¢do pode se restringir a 4reas do trato
genital ou respiratério superior, bem como se disseminar por viremia (Engels & Ackermann,
1996).

Os membros da sub-familia Alphaherpesvirinae caracterizam-se pela rapida replicagdo
nos sitios de entrada, levando a lise das cé€lulas infectadas. Apés 2-3 dias de exposi¢do ao
agente, os animais desenvolvem febre com subsequente taquipnéia, inapeténcia € queda na
produgdo leiteira (Kahrs, 1977; Tikoo et al, 1995). Altos titulos virais sio produzidos e
excretados nesse estagio inicial da infecgdo. Observa-se evidentes placas de necrose focal na
mucosa nasal, geralmente acompanhadas de corrimento seroso nasal e ocular, e
frequentemente conjuntivite (Gibbs & Rweyemamu, 1977). A severidade da doenga clinica
parece estar associada com a cepa viral, estado imunoldgico e idade do animal e fatores de
stress ambiental. Esses fatores podem culminar em complicagdes por infec¢do bacteriana
secundaria, levando & pneumonia (Babiuk et al., 1988). O BHV-1 ¢ considerado um dos mais
importantes agentes iniciadores do complexo respiratério bovino, também chamado de "febre
dos transportes” (Yates, 1982).

O BHV-1 tem a capacidade de infectar mondcitos e se adsorver a linfécitos, assim

como outros alfaherpesvirus, o que corresponde a um valioso mecanismo na disseminagio



16

sistémica (Forman & Babiuk, 1982; Nyaga & MacKecher, 1979). Essa disseminagdo pode
levar ao aborto, que aparece tanto em infe¢des clinicas como subclinicas, bem como o
aparecimento de quadros digestivos, como enterite (Engels & Ackermann, 1996; Tikoo et al.,
1995).

O BHV-1 é considerado a causa mais importante de abortos a virus nos bovinos,
comumente ocorrendo sob a forma epidémica (Ackermann et al, 1990). Em condi¢bes
naturais a campo, a taxa de abortos situa-se em cerca de 25% (Kahrs, 1977; Weiblen, 1992).
Quando as fémeas bovinas sdo infectadas no inicio da gestagdo, o virus pode levar & morte
embrionaria, aumentando o intervalo entre partos nos rebanhos bovinos, o que reflete em
prejuizos econdmicos (Miller, 1991).

Nos machos, as infecgdes pelo BHV-1 podem acarretar o aparecimento de
balanopostite pustular, sendo o virus eliminado pelo sémen, fator esse de suma importéncia na
disseminag3o da enfermidade (Ackermann et al., 1990; Gibbs & Rweyemamu, 1977). No
entanto, o virus é frequentemente encontrado em sémen de touros clinicamente normais,
podendo ser transmitido por monta natural ou inseminagéo artificial (Ackermann et al., 1990;
Chung et al., 1993; Masri et al., 1996; Van Oirschot et al., 1993; Wagter et al., 1996; Xia et
al., 1995; Yason et al., 1995).

Quanto & patogenia do BHV-5 muitos pontos permanecem nfo esclarecidos, uma vez
que o esse tipo viral deixou de ser considerado um subtipo do BHV-1 a relativamente pouco
tempo (Roizman et al., 1992). Sabe-se que o BHV-5 € capaz de replicar-se em neurdnios €
células da glia, invadindo o sistema nervoso central e causando meningoencefalites e/ou
desordens neurolégicas (Engels & Ackermann, 1996).

O BHV-5 & responsavel por meningoencefalites fatais em bovinos de até 8 meses de
idade (Bulach & Studdert, 1990; French, 1962b) e, ocasionalmente, até 60 meses de idade
(Salvador et al., 1998). Os sinais clinicos da enfermidade incluem febre, depresséo, tremores,

bruxismo, nistagmo, andar em circulos, opistotono, incoordenagdo, perda do equilibrio,
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convulsdes e movimentos de pedalagem (Bagust & Clark, 1972; Carrillo ef al., 1983; Eugster
et al, 1974; Johnston & McGavin, 1962; Schudel et al, 1986). A mortalidade ocorre
potencialmente em 100% dos casos (Eugster et al., 1974, Carrillo et al., 1983).

A neuropatogenicidade do BHV-5 tem sido estudada utilizando como modelos
experimentais coelhos (Chowdhury et al., 2000; Meyer et al., 1996; Silva et al., 1999), ¢
ovinos (Silva et al., 1998). Estes modelos experimentais mostraram a reprodutibilidade da
doenga clinica dos bovinos, desenvolvendo meningoencefalite apés inoculagdio do BHV-5 por
via intranasal. Os animais também eliminaram o virus através de secregSes nasais, sendo fonte
de contaminacdo para animais sentinela (Silva er al, 1998). Recentemente, infecgSes
experimentais t€ém confirmado a susceptibilidade de ovinos & infec¢do aguda e latente pelo
BHV-1 (Guliani & Sharma, 1995; Hage et al., 1997; Shankar & Yadav, 1987). Este fato
chama a atengdo para a possivel participagdo dos ovinos como reservatérios das enfermidades

a campo (Silva ef al., 1998).
O BHV-1 também j4 foi isolado de casos de encefalite em bovinos (d'Offay et al.,

1993; Horiuchi et al., 1995). Contudo, em um estudo comparativo de inoculagiio do BHV-1 e
BHV-5 em coelhos, somente obteve-se reprodutibilidade da doenga nervosa nos animais

moculados com BHV-5 (Meyer et al., 1996).

1.2. Laténcia

Todos os alfaherpesvirus sdo capazes de se manter latentes em ginglios nervosos,
sendo reativados principalmente em situagSes de estresse (Engels et al., 1986; Fenner et al.,
1993). Durante sua replicagdo inicial na porta de entrada, os herpesvirus podem penetrar nos
axonios das células nervosas locais. Entfo, através do transporte intra-axonal, os virus

alcangam o corpo celular dos neurdnios nos ganglios regionais, onde a laténcia € estabelecida



18
(Engels & Ackermann, 1996). Podem ser detectadas cerca de 20 a 100 c6pias do genoma viral

nos nicleos neuronais, onde permanecem de forma epissomal (Fenner ef al., 1993).

O mecanismo de laténcia do BHV-1 foi confirmado por Ackermann et al. (1982),
através da detecgdo do DNA viral por hibridizagdo in situ no ginglio trigémeo, em bovinos
infectados por via respiratoria. A reativagdo da infecgiio foi obtida com a indugdo de
imunossupressdo apds a administragéo de dexametazona aos animais. Em um estudo realizado
por Ackermann & Wyler (1984), a partir de animais infectados por via intravaginal com uma
cepa de BHV-1 isolada de um caso de IPV, foi possivel a detecgdo do DNA viral no ganglio
sacral, bem como a recrudescéncia da disseminagdio viral apdés o tratamento com
dexametazona.

A capacidade do BHV-5 de estabelecer laténcia e reativagdo foi demonstrada por Silva
et al. (1998), através da inoculagio em ovinos, € detecgdo do virus em secre¢Oes nasais apos
tratamento com dexametazona. Ashbaugh er al. (1997) detectaram BHV-1 ¢ BHV-5 no
ganglio trigémeo de bovinos inoculados experimentalmente, em estudos paralelos, através da
técnica de nested PCR.

Esse mecanismo de laténcia e reativagio do virus se torna, em grande parte,
responsavel pela perpetuagdio e transmissdo do agente na populagdo bovina (Tikoo et al,

1995).

1.3. Epidemiologia
O BHV-1 encontra-se difundido em praticamente todo o mundo (Kahrs, 1977; Weiblen

et al., 1992b). A IPV foi pela primeira vez descrita na Europa em 1841, em um caso de
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exantema coital (Greig et al., 1958). Ja a IBR teve seu primeiro relato nos EUA em 1950
(Miller, 1955).

O primeiro caso de IBR na Europa foi descrito em 1960, sendo provavelmente
originado nos EUA (Rijsewijk et al, 1999). Na Holanda e na Bélgica, 60-90% das
propriedades acusam pelo menos um animal soropositivo (Boelaert et al., 2000). J4 na Franca,
detectou-se uma prevaléncia de 20%, variando entre 30-50% na Alemanha, e 50% na
Inglaterra. Paises como Suica, Austria, Dinamarca, Noruega, Suécia e Finlandia sdo
considerados livres ou potencialmente livres do agente. As perdas econdmicas associadas com
infecgbes pelo BHV-1 foram estimadas em 27 milhdes de délares por ano na Holanda (Van
Oirschot, 1998).

Na Africa, mais especificamente na Argélia, encontrou-se uma prevaléncia para o
BHV-1 de 39,8% (Achour, 1996). Quanto aos paises da América do Sul, na Argentina os
inquéritos sorolégicos tiveram uma positividade variando de 15-75% (Galarza & Periolo,
1983), sendo de 41% no Chile (Riedmann ef al., 1996), 14% na Venezuela (Obando e? al.,
1999), 13-50% na Colémbia (Griffiths er al., 1982) e entre 45-48% no Uruguai
(Maisonnave,1998).

No Brasil, a prevaléncia da infecgdo pelo BHV-1 nos rebanhos bovinos encontra-se em
torno de 30% e estima-se que 50 a 70% das propriedades apresentam animais sorologicamente
positivos (Anunciagio et al.,, 1989; Ravazzolo et al.,, 1989; Rosa et al., 1992; Pituco et al,
1993; De Stefano et al., 1993; Lovato et al., 1995; Vidor et al., 1995).

O BHV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1978, na Bahia (Alice, 1978) ¢
também no Estado de S&o Paulo (Mueller et al., 1978). Posteriormente também foi obtido o

isolamento de amostras em Minas Gerais (Galvio ef al., 1986), Rio de Janeiro (Nogueira et
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al., 1986), Rio Grande do Sul (Weiblen et al., 1996) e Mato Grosso do Sul (Salvador et al.,

1998).

Quanto ao BHV-5, sua prevaléncia na Europa ainda nfio est4 bem definida, visto que a
enfermidade neurolégica severa nio é frequentemente relatada (Van Oirschot, 1998). O
mesmo ocorre nos EUA, onde uma possivel explicagfio para esse fato seriam os programas de
vacinagdo rotineiros contra o BHV-1 aplicados nesses paises, 0 que poderia mascarar a
expressio clinica das infecgdes pelo BHV-5 (Osdrio, 1998). Essa protegdo cruzada
provavelmente ocorre devido a grande proporgido de epitopos comuns (soroneutralizagio
cruzada) que pode ser observada entre esses dois tipos virais (Bratanich et al., 1991).

Apesar disso, casos de encefalite pelo BHV ja foram observados em bovinos nos EUA
(Eugster et al.,, 1974; d'Offay et al., 1993), Argentina (Carrillo et al, 1983; Pidone et al.,
1999), Australia (French, 1962a; Studdert, 1990), Italia (Moreti et al., 1964), Hungria (Bartha
et al., 1969; Magyar et al., 1993) e Japdo (Horiuchi et al., 1995), confirmado pelo isolamento
viral e analise com enzimas de restrigdo, na maioria desses paises.

A prevaléncia das infecgdes pelo BHV-5 no Brasil ainda € uma incégnita, uma vez que
ndo existem testes sorolégicos capazes de diferenciar entre infec¢es por BHV-5 ou BHV-1, ¢
ndo ¢ possivel chegar a um diagndstico conclusivo baseado apenas na sintomatologia clinica.
E bastante provivel que uma proporgdo ainda desconhecida dos animais positivos para
BHV-5, tenham seu diagnéstico clinico confundido com outras enfermidades de
acometimento neuroldgico, como raiva, botulismo, polioencefalomaldcea ou intoxicagdo por
NaCl (Salvador et al., 1998). Foram observados casos de encefalite herpética em bovinos no
Brasil, nos Estados de S3o Paulo, Para, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro ¢ Mato Grosso do
Sul, com isolamento do BHV-5 a partir do cérebro, apds necrépsia dos animais acometidos
(Pituco, comunicagd@o pessoal, 1998; Salvador et al., 1998; Roehe et al., 1997; Weiblen et al.,
1989, 1996).
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1.4. Analise do genoma viral com enzimas de restri¢io (REA)

As enzimas de restricdo correspondem a ferramentas essenciais utilizadas na biologia
molecular para a manipulago do DNA (Sambrook et al., 1989). Essas enzimas s3o produzidas
por procariotos € atuam reconhecendo e clivando destruindo moléculas de DNA em sitios com
sequéncias especificas, gerando fragmentos de DNA dupla fita de diferentes tamanhos
(Madigan et al, 2000). Esses fragmentos podem ser separados através de eletroforese
horizontal em gel de agarose, obtendo-se um perfil de restriciio enzimética, com bandas em
diferentes posi¢des, de acordo com o tamanho dos fragmentos gerados (Sambrook et al., 1989;
Zaha, 2000). Como essas enzimas reconhecem sequéncias especificas de 4 a 8 nucleotidios,
variagdes na sequéncia do DNA analisado podem ser posteriormente detectadas, com a
obtencdo de diferengas nos perfis de restrigdo enzimatica, como ganho ou perda de sitios de
restri¢do, ou ainda diferengas 1o tamanho dos fragmentos gerados (Madigan ef al., 2000).

Em vista disso, embora os isolados de BHV-1 e BHV-5 sejam indistinguiveis por
analises sorolégicas convencionais, variagGes significativas em seus perfis genémicos tém
sido detectadas pela técnica denominada polimorfismo do comprimento dos fragmentos de
restri¢io (RFLP) ou simplesmente analise com enzimas de restrigdo (REA) (Crandell et al.,
1988; Kataria & Rai, 1992; Mayfield et al., 1983; Osorio et al., 1985; Rimstad ef al., 1992;
Seal ef al., 1985; Smith et al., 1995; Studdert et al., 1987; Varady et al., 1994). Essa técnica
tém sido amplamente utilizada no estudo dos herpesvirus, possibilitando sua identificagdo e
classificagdo em tipos e subtipos (Pignatti et al, 1979; Engels et al., 1986; Burlach &
Studdert, 1990; Bratanich et al., 1991; Edwards et al., 1991; d’Offay et al., 1993; Magyar et
al., 1993; Whetstone et al., 1993).

A REA dos genomas do BHV-1 e do BHV-5 tém sido utilizada como uma técnica
diagnostica para a identificagdo e classificagiio de isolados de campo em tipos e subtipos

virais. Apesar da importancia epidemiolégica das diferengas genémicas das amostras de BHV-
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1 ser ainda um tanto quanto questionada, a REA corresponde a um método seguro para a
caracterizagdo das cepas isoladas, bem como para a detecgdo de cepas vacinais do BHV-1,
especialmente quando estas podem estar associadas com a enfermidade (Horiuchi et al., 1995;
Kennedy et al., 1986; d'Offay et al., 1993; Whetstone et al., 1986).

1.5. Subtipos do BHV-1 e BHV-5

Devido a associagdo das diferentes amostras de BHV a quadros clinicos especificos,
vérios autores propuseram sua divisdo em tipos e subtipos (Quadro 1). Originalmente, esses
virus eram divididos levando-se em conta apenas critérios clinicos e sorolégicos (Engels ef al.,
1981; Straub, 1978). A primeira subdivisdio proposta foi embasada nas diferengas clinicas
existentes, permitindo a distingdo das amostras associadas & IBR, como “IBR-like” e as
associadas a IPV, como “TPV-like” (Ludwig, 1983, 1984).

Com a adogdo da REA, a caracterizagio dos isolados de BHV-1 se tornou mais precisa,
e alguns autores sugeriram que certos padrdes de migragdo dos fragmentos de restrigio do
DNA viral poderiam estar associados a algumas sindromes clinicas em particular, como IBR,
IPV e abortos (Engels er al., 1981; Ludwig, 1983, 1984; Misra et al., 1983; Nettleton et al.,
1984; Pauli et al., 1984). As primeiras amostras isoladas, tidas hoje como referéncia, foram
associadas a sintomatologia clinica, de acordo com o perfil de restricio enzimatica
apresentado. Em vista disso, criou-se o termo "Cooper-type" para designar as amostras
respiratérias de BHV-1 que tinham o perfil de restri¢io semelhante ao da amostra Cooper,
isolada por York et al., 1957, e "K22-type" para designar as amostras genitais de BHV-1, com
perfil correspondente ao da amostra K22, isolada por Kendrik et al., 1958 (Nettleton er al.,
1984).

Posteriormente, através de andlises dos mapas gendmicos por meio de enzimas de

restricdo, Misra et al. (1983) denominaram as amostras de BHV-1 como subtipo I (associadas
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a IBR ou abortos), subtipo II (associadas a IBR, abortos e IPV) e subtipo I (associadas a
IPV). Subsequentemente, Metzler et al. (1985) propuseram a denominagdo de Herpesvirus
Bovino tipo 1 subtipos 1, 2a e 2b para os subtipos I, II e III respectivamente, através dos
mapas gendmicos analisados com o uso de enzimas de restrigdo e anticorpos monoclonais
(AcMs) e as denominagdes "IBR-like" e "IPV-like" correspondem aos subtipos BHV-1.1 e
BHV-1.2, respectivamente. Seguindo a denominagdo de Metzler, a amostra de referéncia Los
Angeles (LA), isolada por Madin ef al. (1956) em um surto de IBR, teve o perfil de restrigéo
enzimatica classificado como BHV-1.1 (Engels et al., 1986).

Ainda através da anilise genOmica, glicoproteica e polipeptidica de amostras
encefalitogénicas, classificou-se o0 Herpesvirus Bovino tipo 1 subtipo 3 (BHV-1.3), distinto
dos demais subtipos (Metzler et al,, 1986). Através da andlise do perfil de proteinas e de
restricdo enzimética do DNA de duas amostras isoladas de casos de encefalite, a australiana
N569 (French, 1962ab) e a érgentina A663 (Carrillo et al., 1983), Metzler et al. (1986)
propuseram uma subdivisdo dessas amostras em BHV-1.3a e BHV-1.3b, respectivamente.

No entanto, as amostras encefalitogénicas foram ainda consideradas como um subtipo
do BHV-1 (Metzler et al., 1985, 1986). Devido a caracteristicas gendmicas unicas, aliado aos
comportamentos clinico-epidemiologicos distintos apresentados, Studdert (1990) sugeriu que
as amostras neurovirulentas fossem denominadas Herpesvirus da Encefalite Bovina (BEHV).
Atualmente, o Grupo de Estudos dos Herpesvirus no Comité Internacional de Taxonomia dos
Virus (ICTV) classifica 0 BEHV como um novo tipo, denominando-o Herpesvirus Bovino
tipo 5 ou BHV-5 (Roizman et al., 1992). As classificagbes propostas para o BHV-1 e BHV-5

estdo resumidas no quadro 1.



24

QUADRO 1: Classificagdes propostas na literatura para o BHV-1 ¢ BHV-5 ¢ os

sinais clinicos a elas relacionados.

Ludwig Nettleton e | Misra etal. | Metzler et al. | Roizman et Sinais
(1983) al. (1984) (1983) (1985, 1986) al. (1992) clinicos
IBR-like Cooper-type BHV-11 BHV-1.1 BHV-1 IBR e abortos
IPV-like K22-type BHV-11I BHV-1.2a IBR, abortos e IPV
BHV-11I BHV-1.2b PV
- - - BHV-1.3a BHV-5 encefalite
- - - BHV-1.3b

Engels et al. (1987) encontraram uma similaridade de aproximadamente 95% nas
seqiiéncias genOmicas do BHV-I.I e BHV-1.2, pelo mapeamento dos sitios de restri¢do e
hibridizagdo cruzada. Esses dados condizem com os achados de Mayfield ef al. (1983) e Seal
et al. (1985), que encontraram o mesmo grau de similaridade entre esses dois subtipos. Entre
os genomas do BHV-1 e BHV-5, o grau de similaridade encontrado foi de 85% (Engels e? al.,
1987). As diferencgas entre os subtipos BHV-1.1 e 1.2, caracterizadas por perda ou ganho de
sitios de restrigdo, sdo restritas a duas regides internas do genoma (Engels et al., 1987), a
regido interna repetida e a porgdo terminal esquerda da regido tnica longa (Whetstone et al.,
1993). Ja entre 0 BHV-1 e BHV-5, as alterages nos sitios de restrigdo estfo distribuidas por
todo o genoma (Engels er al,, 1987), sendo determinadas por Whetstone et al. (1993) sua

maior variagdo nas regides repetidas interna e terminal direita.

Utilizando metodologia tradicional, como testes de soroneutralizacdo frente a amostras
de BHV-1, a resposta sorolégica induzida pelo BHV-5 em animais infectados nfio pode ser

diferenciada daquela induzida pelo BHV-1. No entanto, as diferengas antigénicas entre ambos
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virus podem ser detectadas com relativa facilidade quando se utilizam anticorpos
monoclonais. Neste caso, painéis de AcMs s3o colocados a reagir frente a diferentes amostras
de virus e seu perfil de reatividade determinado por testes imunoquimicos ou por
radioimunoprecipitagdo (Friedli & Metzler, 1987; Collins er al, 1993; Silva, 1995;
Almeida,1997).

Os dados obtidos na literatura parecem ser ainda contraditérios no que se refere a
existéncia ou ndo de correlagdo entre perfil de restri¢cio enziméatica das amostras de BHV-1 e
BHV-5, assim como o quadro clinico por elas induzido. Dada a caréncia de informagées sobre
as amostras isoladas no Brasil, é de suma importincia estudos comparativos dos genomas
virais de amostras brasileiras de BHV-1 e BHV-5, para sua correlagéo com a sintomatologia
clinica apresentada pelos animais acometidos, bem como sua comparagéo com os perfis de

restri¢do enzimética obtidos de amostras isoladas em todo o mundo.
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2. OBJETIVOS

Dada a problemadtica j4 exposta, no que se refere a auséncia de informagdes com
relag@o a classificagdo das amostras de BHV-1 e BHV-5 isoladas no Brasil, bem como os
dados contraditérios na correlagio de sintomatologia clinica e perfil gendmico das cepas
destes virus, o presente estudo teve como objetivo:

e A avaliagdo das diferengas gendmicas pela andlise com enzimas de restrigdo (REA) das
amostras de BHV-1 e BHV-5, isoladas de bovinos de diversos Estados brasileiros, tanto de
casos de IBR, como também de IPV e encefalite;

e A determinagdo dos tipos e subtipos virais aos quais pertencem estas amostras, fornecendo

assim informag3es a respeito das cepas que circulam em nosso pais.



27

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo celular

As células utilizadas para a multiplicagdio e titulagio viral foram da linhagem MDBK',
provenientes do Central Veterinary Agency (Weybridge, UK), cultivadas em meio minimo
essencial de Eagle (MEM), acrescido de 6% de soro fetal bovino (SFB), e 1% de antibidticos,
Penicilina (1 x 10° UI/ml) e Estreptomicina (2mg/ml). O soro fetal bovino utilizado
(Cultilab®), inativado a 56°C/ 30 minutos, foi testado comercialmente para garantir a auséncia
de anticorpos especificos contra 0 BHV, ou ainda contaminagdes por bactérias, fungos,
micoplasmas e pestivirus. Os cultivos celulares foram mantidos em garrafas de poliestireno de
75 cm? (Costar®), com uma concentragio inicial de 2 x 10° células/ml, seguindo metodologia

usual (Paul, 1970).

3.2. Amostras virais

A procedéncia das amostras virais obtidas ¢ o caso clinico a elas relacionadas sdo
mostrados na tabela 1. A amostra Los Angeles (LA)" (Madin et al., 1956) é considerada
amostra respiratéria de referéncia para o BHV-1, sendo obtida do Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria (INTA), Castelar, Argentina.

* gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Paulo Roehe, do Centro de Pesquisas Veterindrias "Desidério Finamor"-RS
(CPVDF).
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Do mesmo instituto foi obtida a amostra de referéncia para BHV-5 4663, isolada por
Carrillo et al., (1983), de um caso de encefalite bovina ocorrido na regido central da

Argentina.
As amostras de campo SV 265/96 ¢ SV 136/88 foram isoladas no Laboratério de

Virologia Animal da Universidade Federal de Santa Maria-RS (UFSM-RS)™". A primeira foi
isolada de um caso de IBR ocorrido em S#o Borja-RS, enquanto que a segunda de um caso de
meningoencefalite em Ijui-RS. As amostras ISO 97/87, ISO 97/45, ISO 99/292 e P96/169
foram isoladas de casos de encefalite bovina no Instituto Biolégico—SP (IB-SP)™"". A amostra
ISO 97/87 foi isolada no municipio de Ibiraci - SP, a amostra ISO 99/292 no municipio de
Curionépolis - PA, e as amostras ISO 97/45 e P 96/169 do Estado do Rio de Janeiro.

As amostras de campo EVI 88/95 e EVI 123/98 foram obtidas do Centro de Pesquisas
Veterinarias “Desidério Finamor”-Eldorado do Sul-RS (CPVDF-RS)*; a primeira isolada de
um quadro de meningoencefalite bovina e a segunda de um caso de IBR, ambos ocorridos no
Estado do Mato Grosso do Sul. A amostra 44 05 foi isolada no Departamento de Medicina
Veterinria Preventiva, na Universidade Estadual de Londrina-PR (UEL-PR)™", de um
quadro clinico suspeito de raiva bovina. A amostra 009 foi isolada de s€men de um touro
clinicamente normal do Estado do Rio Grande do Sul, no Laboratério de Virologia da
Faculdade de Veterindria da UFRGS™" .

Todas as amostras foram selecionadas a partir de 20 amostras de BHV-1 ¢ BHV-5

estudadas.

*gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Paulo Roehe.

**gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rudi Weiblen.
***gentilmente cedidas pela Prof® Dr» Edviges Maristela Pituco.
****gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Amauri Alfieri.

***** gentilmente cedida pela Prof* Dr® Valéria Moojen.
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Todas as amostras utilizadas foram caracterizadas frente a um painel de anticorpos
monoclonais, em estudos prévios realizados no CPVDEF-RS (Silva, 1995; Almeida, 1997),

apresentando perfis compativeis com o0 BHV-1 ou BHV-5, como indicado na tabela 1.

TABELA 1: Amostras de BHV-1 ¢ BHV-5 utilizadas nos experimentos

Amostra Caso Procedéncia Perfil
Viral Clinico (isolamento) Compativel**
Los Angeles* IBR INTA-ARG BHV-1
SV 265/96 IBR UFSM-RS BHV-1
EVI123/98 IBR CPVDF-RS BHV-1
009 R UFRGS-RS BHV-1
A663* Encefalite INTA-ARG BHV-5
ISO 97/87 Encefalite IB-SP BHV-5
ISO 97/45 Encefalite IB-SP BHV-5
IS0 99/292 Encefalite IB-SP BHV-5
P 96/169 Encefalite IB-SP BHV-5
EVI88/95 Encefalite CPVDF-RS BHV-5
A4.05 Encefalite UEL-PR BHV-5
SV 136/88 Encefalite UFSM-RS BHV-5
* Amostras de referéncia

**Teste com anticorpos monoclonais (Silva, 1995; Almeida, 1997)
***Sem sinais clinicos
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3.3. Estoque viral
Os estoques de virus foram obtidos pela inoculagdo em cultivos celulares, com uma
multiplicidade de infecg@o entre 0,1 e 1,0 doses infectantes para 50% dos cultivos celulares
(DICCsgs). O indculo viral foi congelado a -70°C quando do aparecimento de efeito
citopatogénico (ECP) em aproximadamente 90% da monocamada. A suspensio foi entdo

aliquotada, titulada e estocada a -70°C até o0 momento do uso.

3.4. Determinacéo do titulo infectante viral

As titulagGes dos virus foram feitas de acordo com metodologias usuais. Dilui¢Ges na
base 10 do virus foram colocadas em volumes de 50 pl/ cavidade, em quadruplicata, em
microplacas de cultivos celulares (Costar®). Foi ent&io adicionado 50 pl de células MDBK com
uma concentragdo de 1,5 a 3,0 x 10* células/ cavidade. As microplacas foram incubadas em
estufa a 37°C com 5% de CO,. As leituras foram feitas 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo,
em busca do ECP caracteristico. Os titulos foram calculados com base no método de
Spearman & Karber (Lorenz & Bogel, 1973), e utilizados para o célculo da multiplicidade de

infecgdo.

3.5. Propagacio e concentraciio viral

Os virus foram propagados em garrafas tipo "roller" de 850 cm® (Costar®) segundo o
procedimento descrito no item 3.4. A suspensdo obtida foi centrifugada a 3.000 x g por 10
minutos para a separagdo dos debris celulares. Nesta etapa, foram testados dois protocolos, a

saber:
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1. ultracentrifugagdo (1.8-80M, Beckman®) do sobrenadante a 100.000 x g (rotor SW 28,

Beckman®), por 1 hora em colchfio de sacarose a 40%;
2. ultracentrifugacfio do sobrenadante a 100.000 x g por 1 hora sem colchio de sacarose.

Em ambos os casos, o sedimento foi posteriormente ressuspenso em tampdo TE (0,01

M de Tris e 0,01 M de EDTA, pH 7,6) e estocado a -70°C.

3.6. Extracio do DNA viral

O DNA viral foi extraido segundo Sambrook et al., 1989. Foram testadas variagdes da
técnica, na tentativa de aumentar o rendimento nas extragdes, e de evitar o aparecimento de
degradagdes no DNA viral obtido. No que diz respeito & incubagdo da amostra para a lise
proteica, foram testados dois protocolos, com duas amostras virais, segundo orientagdes de

Corgdo” (comunicagio pessoal, 1999).

3.6.1. Protocolos1e?2

A suspensio de cada amostra adicionou-se 100ug/ ml de proteinase K e 0,5% de sodio
dodecil sulfato, para a digestdo das proteinas, com incubagdio a 37° C por 1 hora no protocolo
1, e a 56° C por 15 minutos no protocolo 2. Posteriormente, 0 DNA foi separado das proteinas
pela adi¢@io de igual volume de fenol/ cloroformio/ dlcool isoamilico, seguido de leve agitacéo
e centrifugacdo a 12.000 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado e
repetiu-se o procedimento anterior, seguido da adigfio de igual volume de cloroférmio/ alcool

isoamilico para a extragéo da proteina residual da amostra.

* Depto. de Microbiologia - ICBS - UFRGS.
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Em seguida o DNA foi precipitado adicionando-se 2 vezes do volume de etanol
absoluto € 0,1 volume de acetato de sédio 0,3 M, deixando por 4 horas a -20° C. A solugdo foi

entdo centrifugada, e o sedimento obtido ressuspenso em TE e estocado a -20°C.

3.6.2. Separagio de proteinas e DNA viral

Segundo orientagdes de Silveira® (1999, comunica¢do pessoal), foram testadas
variagdes nos protocolos para a separa¢do de proteinas € DNA viral, na tentativa de selecionar
o melhor método de obtengdo de DNA em quantidade e qualidade satisfatérias para posterior
clivagem. Com o objetivo de avaliar a influéncia do fenol como agente degradante do DNA
viral, foram testadas solugSes contendo fenol destilado e ndo destilado, juntamente com
cloroférmio e dlcool isoamilico, na proporgéo 25:24:1, conforme ja descrito nos protocolos 1 e
2. Testou-se também a extragéo utilizando apenas cloroférmio/ alcool isoamilico na proporcéo

24:1.

3.6.3. Protocolo ID-DLO

Foram testadas as variagdes propostas por Van Oirschot  (1995), cobsistindo
essencialmente na adi¢do de cloreto de sédio, até a concentragio final de 0,3 M, apos
incubagdo com o tampdo de lise por 1 hora a 37°C, seguido da adigio de solugdo de fenol/
cloroférmio/ élcool isoamilico (25:24:1), sob leve agitagio por 30 minutos. Em seguida

procedeu-se como ja descrito nos protocolos 1 e 2.

“Depto. de Microbiologia e Imunologia - IB - UNICAMP.
“ID-DLO - Institute for Animal Science and Health, Lelystad, Holanda
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3.6.4. Kits comerciais de extragio

Segundo orientagdes de Maia® (1999, comunicagdo pessoal), foram testados kits
comerciais de extragio, na tentativa de minimizacfo de erros ocorridos durante a padronizagdo
das técnicas, como no preparo de solugdes, temperatura e tempo de incubaggo.

O kit QIAamp DNA Mini Kit® e o protocolo de extragdo de DNA viral utilizando-se
DNAzol® foram utilizados segundo as instrugdes do fabricante (Qiagen® e Gibco BRL®,

respectivamente).

3.7. Visualizacio do DNA viral

O DNA foi visualizado ap6s eletroforese horizontal em gel de agarose 0,6%, a 80 V
por cerca de 30 minutos. A amostra foi preparada com 3ul de DNA, 5 pl de tampéo da
amostra (40% de sacarose e 0,25% de azul de bromofenol) e 6ul de agua destilada. Igual
procedimento foi realizado com o controle de células negativo, o qual foi submetido aos
mesmos protocolos de extragdo que as amostras virais. O gel foi posteriormente corado com
brometo de etidio (0,5 pg/ ml) por 30 minutos, visualizado e fotografado sob transiluminacio

ultravioleta (MacroVue UV-20, Hoefer®).

3.8. Anilise do DNA viral com enzimas de restri¢io (REA)

Os DNAs obtidos foram clivados pelas enzimas de restricdo BamHI, BstEIl, EcoRl,
Hindlll ¢ Psfl conforme Sambrook ez al. (1989), e instrugdes do fabricante (Gibco BRL®).

Em linhas gerais, a solugdo de reagdo foi preparada em tubos de microcentrifuga

“Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética - UNICAMP.
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(Eppendorf®), cada um contendo 3ul de DNA da amostra, 1ul da enzima (10U/pl), 1pl de

tampéo de reagdo (50mM Tris-HCl, 10mM MgCl, 50mM NaCl) e 4gua ultrapura (miliQ®)
autoclavada qsp. 10ul. Cada amostra foi incubada com cada enzima nas temperaturas
requeridas, ou seja, 37° C para Bam HI, EcoRl, Hindlll e Pstfl, e 60° C para BstEIl.

Com o objetivo de otimizar a reagfio, foram testados os tempos de incubagdo de 2, 4

e 6 horas nas temperaturas requeridas para a clivagem do DNA.

3.9. \Visualizacio dos resultados de REA

Os fragmentos obtidos na REA foram visualizados e fotografados apds eletroforese
em gel de agarose 0,6% a 30V por 12-24 horas, coloragio pelo brometo de etidio sob
transiluminagdo ultravioleta. Em seguida, os perfis de restricdo enzimatica obtidos de cada

amostra foi analisado e comparado com os perfis descritos na literatura.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencio e titulacio das amostras virais

Em virtude das dificuldades em se obter DNA viral em quantidade e qualidade
suficientes para a clivagem com enzimas de restri¢gdo, de apenas 12 amostras das 20 adquiridas
e analisadas de BHV-1 e BHV-5, foi possivel obter resultados satisfatérios em relagédo a REA,
as quais sdo listadas na tabela 1.

As amostras necessitaram de relativamente poucas passagens in vitro, entre 2 a 4

passagens, para aumentar seus titulos, que variaram entre 10%% a2 1072,

4.2. Concentragdo viral

Obteve-se resultados satisfatorios na extra¢do e clivagem dos produtos resultantes tanto
da ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose 40%, como daqueles que sofreram apenas
ultracentrifugagdo. Os resultados no que diz respeito ao rendimento e a qualidade dos DNAs
obtidos por ambos os protocolos foram semelhantes, visto que as bandas se mostraram
visivelmente nitidas no gel, sem sinais de degradacdo do &4cido nucleico viral. Portanto
podemos inferir que as duas técnicas utilizadas s@o apropriadas para a concentra¢do viral, sem

interferir na qualidade do DNA extraido.
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4.3. Extracao e visualizaciio do DNA viral

As variagdes na temperatura € tempo de incubagdo com o tampdo de lise foram
testadas com as amostras Los Angeles e SV 265/96. Os DNAs virais extraidos sfo
demonstrados na Figura 1. Ambos os protocolos testados apresentaram resultados que
tornaram possivel a utilizagdo do DNA viral obtido para posterior clivagem.

Quanto & separagio de proteinas € DNA viral, os protocolos em que se utilizou fenol
destilado e nfio destilado apresentaram melhores resultados, com a obtengdo de DNA integro
suficiente para a realizagdo das clivagens, ndo se observando diferenca no que diz respeito a
destilagdo do reagente. Em contrapartida, a utilizacdo de apenas cloroférmio e alcool
isoamilico na extragdo gerou produtos altamente degradados, os quais nfio puderam ser
aproveitados para a REA (figura 2).

Dentre os kits comerciais de extragdo testados, a utilizacio do DNAzol® ndo resultou
em DNA de boa qualidade, apresentando um baixo rendimento ¢ alta degradagio do produto,
0 que se observa na figura 2. J4 no caso da utiliza¢io do protocolo ID-DLO e do kit Qiagen®,
ambos apresentaram resultados satisfatérios, sendo que o primeiro apresentou um melhor
rendimento (figura 3). Apesar dessa diferenga de rendimento, foi possivel utilizar o DNA viral

obtido de ambos protocolos para as clivagens com enzimas de restri¢do.

4.4. Analise do DNA viral com enzimas de restricio (REA)

O tempo de incubagdo do DNA viral com enzimas de restricdo foi testado com a

amostra SV 136/88 frente a diferentes enzimas e diferentes tempos (Figura 4). Ndo houve
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diferenca visual das clivagens em relagdo as incubagdes realizadas, sendo que 2 horas foram
suficientes para a clivagem completa do DNA.

Os perfis de restrigdo enzimatica obtidos permitiram a sele¢do das enzimas necessarias
para a classificagdo das amostras virais deste experimento. Todas as enzimas utilizadas
geraram perfis que possibilitaram a diferenciagdo entre as amostras de BHV-1 e BHV-5
(figuras 5 e 6). Contudo, a diferenciagdo dos subtipos virais sé foi obtida de forma nitida com
a utilizacdo das enzimas HindIll e BstETl, como demonstrado no Esquema 1.

As variagdes entre os perfis gendmicos dos subtipos de BHV-1 mostraram-se muito
discretas com a utilizagdo da enzima EcoRI, e¢ por isso esta foi descartada. Segundo a
literatura, a enzima Pstl permite diferenciar os perfis dos subtipos de BHV-1 e 5. Porém os
fragmentos gerados com a clivagem por esta enzima sio muitos pequenos e de dificil
resolugdo no gel de agarose, e por isso ndo foi possivel utiliza-la (figura 5).

A enzima BstETI foi a unica capaz de demonstrar nitidamente as diferencas entre os
perfis de restri¢do dos subtipos de BHV-5 (figuras 5, 6, 8, 9 ¢ 10). Os subtipos de BHV-1
foram entdo classificados de acordo com as varia¢des nos perfis obtidos com a enzima HindlIIl
(figuras 5 e 7), enquanto que os perfis observados com as clivagens utilizando a enzima BstETl

possibilitaram a classificagio dos subtipos de BHV-5 (Esquema 1).
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Figura 1: Comparagio de dos protocolos 1 e 2 de extracdo do DNA viral, visualizados apés corrida em
gel de agarose 0,6%. 1: amostra .4 extraida pelo protocolo 1; 2: amostra .4 extraida pelo protocolo 2;
A: marcador de peso molecular A Hindlll: 3: amostra SV 265/96 extraida pelo protocolo 1; 4: amostra
SV 265/96 extraida pelo protocolo 2.

Figura 2 : Comparagdo dos protocolos de separagio de proteinas e DNA viral, visualizados apés
corrida em gel de agarose 0,6%. A: marcador de peso molecular A Hindlll; 1: fenol destilado/
cloroformio/ alcool iscamilico (25:24:1); 2: fenol/ cloroférmio/ alcool isoamilico (25:24:1); 3:
cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1); 4: DNAzol (Gibco BRL®).
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Figura 3 : Comparagdo dos protocolos ID-DLO e kit comercial Qiagen®de extracio do DNA viral,
visualizados ap6s corrida em gel de agarose 0,6%. A: marcador de peso molecular A Hindlll; 1:
amostra P 96/169 cortada com Hindlll e extraida segundo protocolo ID-DLO; 2: amostra P 96/169
cortada com Hindlll e extraida segundo kit comercial Qiagen®.

1 2 32 45 6 7 89

Figura 4: Determinagdo do tempo de incubagido da reacio de REA. A figura mostra a cepa SV /36/88
clivada com diferentes enzimas em diferentes tempos de incubagdo. 1: clivagem com BamHI por 2 horas;
2: clivagem com BamHI por 4 horas; 3: clivagem com BamHI por 6 horas; A: marcador de peso molecular
A Hindlll; 4: clivagem com FcoRI por 2 horas; 5: clivagem com EcoRI por 4 horas; 6: clivagem com
EcoRI por 6 horas; 7: clivagem com Hindlll por 2 horas; 8: clivagem com Hindlll por 4 horas; 9:
clivagem com Hindlll por 6 horas.
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Esquema 1: Diferengas entre os perfis de restrigdo enzimatica obtidos com as

enzimas Hindlll e BstEll, para os subtipos de BHV-1 ¢ BHV-5
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Figura 5: Perfis de restricdo enzimatica de amostras de BHV-1 e BHV-5 analisadas apos eletroforese em gel de
agarose 0,6%. A: marcador de peso molecular A Hindlll; 1: amostra padrao de BHV-1 Los Angeles; 2: amostra de
campo de BHV-1 SV265/96; 3: amostra padrao de BHV-5 4663; 4: Amostra de campo de BHV-5 SV/36/88. As
enzimas utilizadas sdo indicadas pelas chaves, em grupos de quatro amostras, nomeadas acima. As diferengas entre
os subtipos sao destacadas pelas setas.
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Figura 6: Perfis de restricdo enzimatica de amostras de BHV-5 analisadas apos eletroforese em gel de agarose
0,6%. A: marcador de peso molecular A Hindlll; 1: amostra padrao de BHV-5b 4663, 2: amostra de campo EVI
88/95 (BHV-5a); 3: amostra de campo 44 05 (BHV-5a). As enzimas utilizadas sdo indicadas pelas chaves, em
grupos de quatro amostras, nomeadas acima. As diferengas entre os subtipos sdo destacadas pelas setas.
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4.4.1. Andlise das amostras virais utilizadas no presente estudo

A amostra de referéncia para 0o BHV-1 Los Angeles (LA) manteve os mesmos perfis de
restrigdo enzimatica, tipicos de BHV-1.1, que os demonstrados na literatura (figura 7). Os
perfis obtidos para a amostra de referéncia 4663 para o BHV-5 também ndo sofreram
alteragdo alguma (figura §8).

Na tabela 2 estdo listadas as amostras analisadas neste estudo, distribuidas de acordo
com a classificag@o proposta por Metzler et al., (1985, 1986) ¢ modificada por Roizman et al.,
(1992). O perfil de restri¢io enzimética obtido com a amostra de BHV-1 SV 265/96, isolada de
um caso de IBR, utilizando a enzima Hindlll, indica uma similaridade dessa amostra com o
subtipo 1.2a, segundo a classificagdo proposta por Metzler et al. (1985, 1986). De acordo com
essa mesma classificagdo, a amostra respiratéria de BHV-1 EVI 123/98 apresentou um perfil
gendmico compativel ao subtii)o 1.1, como o da amostra padrdo Los Angeles. Ja a amostra de
BHV-1 009, isolada de sémen de um touro clinicamente sadio, apresentou um perfil similar ao
encontrado em amostras do subtipo 1.2b (figura 7, tabela 2).

Para as cepas encefalitogénicas 44 05, EVI 88/95, ISO 99/292, P 96/169 e SV 136/88,
todos os perfis de restricdo enzimatica encontrados se mostraram compativeis com os perfis de
BHV-5 descritos na literatura. O perfil dessas amostras, obtido com a enzima BstEIl revelou-
se compativel ao perfil da cepa australiana de referéncia N569 (French, 1962ab), diferindo da
amostra argentina 4663 (figuras 5, 6, 8, 9 e 10, tabela 2),classificadas como BHV-5a ¢ BHV-
5b, respectivamente.

As amostras IS097/45 e 1SO97/87, quando clivadas com a enzima Hindlll, apresentam

um perfil tipico de BHV-5, como as outras amostras encefalitogénicas analisadas (figura 9).
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Entretanto, quando clivadas com BstEIl, revelaram um perfil gendmico que difere tanto da

amostra de referéncia australiana como da argentina (figuras 9 e 10, tabela 2).

> 9,4 i

> 6,5 >

Figura 7: Diferengas encontradas nos perfis de restrigdo enzimatica das amostras de BHV-1 clivadas
com Hindlll analisadas apos eletroforese em gel de agarose 0,6%. A.: marcador de peso molecular A
HindIlIl; 1: amostra padrao de BHV-1.1 Los Angeles; 2: amostra de campo SV 265/96 (BHV-1.2a); 3:
amostra de campo 009 (BHV-1.2b). As diferengas entre os subtipos sdo destacadas pelas setas.

Figura 8: Diferencas encontradas nos perfis de restricdo enzimatica entre os subtipos de BHV-5b e

BHV-5a, respectivamente, quando clivados com a enzima BstEIl. A: marcador de peso molecular A
Hind 11I; 1: amostra de referéncia para o BHV-5 4663; 2: amostra de campo de BHV-5 SV 136/88.
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Figura §: Perfis de restricdo enzimatica de amostras de BHV-5 analisadas apos eletroforese em gel de
agarose 0,6%. As enzimas de restrigdo utilizadas estdo indicadas pelas chaves. A: marcador de peso
molecular A Hindlll; 1: amostra de campo /SO 97/87 (BHV-5¢) ; 2: amostra de campo P 96/169
(BHV-5a); 3: amostra de campo IS0 99/292 (BHV-5a). As diferengas entre os subtipos sdo destacadas
pelas setas. Notar que as diferengas somente aparecem na clivagem com a enzima Bs¢EIL.
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Figura 10: Perfis de restricdo enzimatica de amostras de BHV-5 quando clivadas com a enzima
BstEIl, analisadas apos eletroforese em gel de agarose 0,6%. A: marcador de peso molecular A HindIlII;
1: amostra de campo A4 05 (BHV-5a); 2: amostra de campo SV /36/88 (BHV-5a); 3: amostra de
campo IS0 97/45 (BHV-5c¢); 4: amostra de campo ISO 97/87 (BHV-5¢); 5: amostra de campo P96/169
(BHV-5a); 6: amostra de campo /S50 99/292 (BHV-5a). As diferengas entre os subtipos sdo destacadas
pelas setas.
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TABELA 2: Classificaciio das amostras de BHV-1 ¢ BHV-5, segundo os perfis de

restricio enzimatica apresentado

Amostra viral Caso clinico Classificag¢do por REA

Los Angeles* IBR BHV-1.1
EVI 123/98 IBR BHV-1.1

SV 265/96 IBR BHV-1.2a

009 sem sinais clinicos BHV-1.2b
A663* encefalite BHV-5b
SV 136/88 encefalite BHV-5a
EVI 88/95 encefalite BHV-5a
AA4 05 encefalite BHV-5a
180 99/292 encefalite BHV-5a
P 96/169 encefalite BHV-5a
ISO 97/45 encefalite BHV-5¢
180 97/87 encefalite BHV-5¢

*amostras de referéncia
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5. DISCUSSAO

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, possuindo atualmente
169,1 milhGes de cabegas, sendo superado apenas pela India que, por dogma religioso, ndo
explora comercialmente o seu rebanho. Em 1999, o consumo interno nacional de carne bovina
teve um crescimento em torno de 2,47%, e um aumento nas exportagdes, ao redor de 7,76%, o
que corresponde a aproximadamente 300 mil toneladas. Também € o quarto pais consumidor de
carne bovina e derivados (10% do total mundial), sendo o consumo per capita de 36,1 kg/ano
(Zaidan, 2000).

O BHV-1 representa um importante agente infeccioso, que leva a elevadas perdas
econdmicas, prejudicando o desempenho da produgio e grandes danos a bovinocultura mundial
(Weiblen et al., 1996; Van Oirschot, 1998).

Pouco se conhece sobre a epidemiologia do BHV-5 e, consequentemente, sobre sua
importancia na pecudria mundial. Isso se deve principalmente ao fato desse agente ter sido
considerado um subtipo do BHV-1 até relativamente pouco tempo (Roizman et al., 1992).
Soma-se a isso a ocorréncia da maioria dos episddios e surtos de encefalite herpética em
rebanhos bovinos da Australia e América do Sul (Carrillo ef al., 1983; Schudel ez al., 1986;
Studdert, 1990, Weiblen et al., 1996), sendo esporadicos os casos relatados nos EUA e Europa

(Osério, 1998).
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O presente estudo foi desenvolvido visando fornecer subsidios para andlise de
infecgdes por BHV-1 e BHV-5 e das caracteristicas gendmicas desses dois herpesvirus
bovinos através da anilise com enzimas de restri¢do. Devido a essa falta de informagdes sobre
o BHV-5, e o crescente relato de epidemias de meningoencefalite por esse agente em varias
regides do Brasil (Weiblen et al., 1989; Weiblen et al., 1996; Salvador et al., 1998), foi dado
énfase neste estudo em se conhecer o perfil de restricio enzimatica principalmente das
amostras de BHV-5 isoladas em nosso pais, uma vez que, proporcionalmente, poucas amostras
de BHV-1 foram analisadas.

A analise com enzimas de restricdo (REA) t€m sido uma técnica amplamente
utilizada para a diferenciagdo gendmica dos herpesvirus bovinos em varios paises, como
Canada (Misra et al., 1983), Suica (Metzler et al., 1985, 1986; Engels et al., 1987), Australia
(Bulach & Studdert, 1990), Iﬁglaterra (Edwards et al., 1991), Ruissia (Morozov et al., 1991),
Hungria (Magyar et al., 1993), Estados Unidos (d'Offay et al.,, 1993), Chile (Celedon et al.,
1994), Japao (Horiuchi et al., 1995), Polonia (Rola & Zmudzinski, 1995), Argentina (Pidone
et al., 1999), dentre outros. No Brasil, Oliveira & Resende (1999) compararam uma amostra
de BHV-1 e outra de BHV-5, utilizando enzimas BamHI, EcoRl e Hindlll, porém sem
determinar seus possiveis subtipos.

Virios autores, baseados nas diferencas no perfil de restrigdo enzimadtica, tém
sugerido nomenclaturas para a classificagdo do BHV-1 e BHV-5 em subtipos (Ludwig, 1983;
Misra et al. 1983; Metzler et al. 1985, 1986). Apesar dessas designagdes ndo serem muitas
vezes reconhecidas, representam importantes ferramentas no estudo da epidemiologia

molecular do BHV-1 e BHV-5 (Meztler et al., 1986; Engels et al., 1987).
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Em contraste a relativa facilidade de se obter a propagac¢do do BHV-1 e BHV-5 em

cultivo celular, com titulos que variaram de 10%® a 10”® DICCsqo/ml, algumas amostras deste
estudo apresentaram um baixo rendimento em suas extragdes, nio se obtendo DNA integro
suficiente para as clivagens. Varias amostras tiveram seu processamento repetido imimeras
vezes, com o intuito de se conseguir DNA em quantidade e qualidade suficientes para as
clivagens. Portanto, nem todas as amostras processadas resultaram em clivagens satisfatorias,
sendo que das 20 amostras inicialmente obtidas, 8 destas foram excluidas de nosso estudo por
ndo apresentarem DNA integro suficiente para uma visualizagdo nitida dos perfis, sendo
possivel a utilizagdo de 12 amostras.

Com o objetivo de otimizar as técnicas para a obten¢do do DNA viral, foram testados
varios protocolos de concentragéo viral e de extragdo do DNA, com variagdes sugeridas pela
literatura. Quanto a propagac;éo e concentragdo viral, ndo se observou diferenca nos produtos
obtidos da ultracentrifugag¢@o com ou sem colchdo de sacarose. Resultados semelhantes foram
obtidos por Misra et al. (1983) e Horiuchi et al. (1995), utilizando apenas ultracentrifugagdo, e
por Osério et al. (1985), Whetstone et al. (1986, 1993), Magyar et al. (1993) e Rola &
Zmudzinski (1995), utilizando ultracentrifugagdo em colchio de sacarose.

No que diz respeito ao tempo de incubagdo com o tampdo de lise na extra¢do do
DNA viral, muitos trabalhos utilizam o protocolo de extragdo que corresponde a incubagdo a
37°C por uma hora (Osoério et al., 1985; Sambrook et al., 1989; Whetstone et al., 1989a e b;
Rola & Zmudzinski, 1995). Entretanto, em ambos os protocolos, 37°C por uma hora ¢ 56°C
por quinze minutos, obteve-se resultados satisfatorios, sendo que o método de concentragio

viral , através da ultracentrifugaco ndo influiu na qualidade do DNA extraido.
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A selecdo das enzimas a serem utilizadas para as clivagens das amostras foi feita
através de suas citagdes na literatura para a tipificagdo do BHV-1 ¢ BHV-5 (Engels et al.,
1981, 1986/87; Misra et al., 1983; Metzler et al.. 1985, 1986; d’Offay et al., 1993; Magyar et
al., 1993; Whetstone ef al., 1993). Como amostras de referéncia foram utilizadas as cepas Los
Angeles de BHV-1 e 4663 de BHV-5, as quais também estdo citadas na literatura em
experimentos similares (Suarez-Heilen ef al., 1993; Pidone et al., 1999).

A amostra Los Angeles foi isolada de um surto de IBR nos EUA no inicio dos anos
50, e ¢ considerada protétipo do BHV-1.1. Ja a classificagdo dos subtipos BHV-1.2a ¢ 1.2b
identificados no presente trabalho .foi baseada em dados publicados na literatura. (Engels et
al., 1981, 1986; Horiuchi et al., 1995; MetZler ef al., 1985; Magyar et al., 1993; Van Oirschot
et al., 1995).

A amostra de BHV -5 N569, isolada por French (1962a) de uma caso de encefalite
bovina, ¢ considerada o protétipo para o BHV-5. Juntamente com a amostra encefalitogénica
A663, estas correspondem as duas cepas bem caracterizadas do BHV-5 (d'Offay er al., 1993).
Em 1986, estas amostras foram caracterizadas por Metzler ef al. pela analise com enzimas de
restricdo, sendo denominadas BHV-1.3a e 1.3b, respectivamente. Seguindo as modificag¢Ges
propostas por Roizman ef al. (1992), utilizamos a nomenclatura de BHV-5a e 5b neste estudo,
para as amostras encefalitogénicas que apresentaram os perfis gendmicos correspondentes a
estes subtipos. Como ndo foi possivel adquirir a amostra N369 para ser analisada neste estudo,
os perfis de BHV-5a obtidos foram comparados com as caracteriza¢des citadas na literatura,
(Metzler et al., 1986; d'Offay et al., 1993).

Através dos perfis genémicos obtidos com as enzimas Hindlll e BstFIl foi possivel

determinar os tipos e subtipos aos quais pertencem as amostras de Herpesvirus Bovino
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utilizadas neste experimento, como demonstrado no Esquema 1. Os perfis de restrigio
enzimética obtidos com a enzima BamHI permitiram a anilise das diferengas gendmicas entre
BHV-1 e BHV-5, mas nfio das variagdes de seus subtipos (figuras 5 e 6). Tais variagdes, para
o BHV-1, mostraram-se muito discretas nos perfis obtidos com EcoRI (figura 5), e bastante
evidentes nas clivagens com HindllI (figuras 5 e 7), como também demonstrado por Engels et
al. (1981), Misra et al. (1983), Metzler ef al. (1985) Gregersen et al. (1985) e Kennedy et al.
(1986).

Para a determinagdo dos subtipos de BHV-5 a enzima BstEIl foi a tnica capaz de
demonstrar diferencgas entre os perfis de restricio das amostras encefalitogénicas (figuras 5, 6,
8, 9 e 10). Esses resuitados sdo similares aos obtidos por Metzler et al. (1986), Engels et al.
(1986/87), d’Offay et al. (1993) e Magyar et al. (1993). Whetstone et al. (1993) observaram
diferencas entre os perfis dos subtipos de BHV-1 e 5 utilizando a enzima PsfI. Todavia os
resultados alcangados no presente estudo com as clivagens por esta enzima nio foram
satisfatorios, tendo em vista que s3io gerados fragmentos muitos pequenos e de dificil
resolugdio no gel de agarose, o que impossibilita uma visualizagio nitida do perfil obtido
(Figura 5). Por isso, ndo foi possivel uma classificagdio segura baseando-se nas diferencgas
entre os perfis resultantes da clivagem com esta enzima.

A amostra de referéncia para 0 BHV-1 Los Angeles (LA) manteve os mesmos perfis de
restricio enzimadtica, tipicos de BHV-1.1, que os demonstrados por Engels er al. (1981,
1986/87), Metzler et al. (1985), Magyar et al. (1993), e Horiuchi et al. (1995). Os perfis
obtidos para a amostra de BHV-5 4663 também nZo sofreram alteragSes, quando analisadas
por diferentes autores (Metzler et al., 1986; Engels et al., 1986/87; Magyar et al., 1993). Estes

achados confirmam os relatos de que o genoma do BHV se mantém estavel, ndo originando



51

mudangas nos perfis de REA apds varias passagens in vitro em cultivo celular (Misra et al.,
1983; Whetstone et al., 1989; Horiuchi et al., 1995).

Na andlise das amostras autéctones, a cepa EVI 123/98, isolada de um caso de IBR,
apresentou um perfil de restrigdo compativel ao subtipo 1.1, ou seja, similar ao perfil da
amostra de referéncia L4. Esse achado condiz com vérios trabalhos que correlacionam o
subtipo BHV-1.1 a casos de sintomatologia respiratoria (Misra et al., 1983; Gregersen et al.,
1985; Metzler et al., 1985, Miller er al., 1988), sendo chamado de subtipo "IBR-like"
(Ludwig, 1983).

Todavia, outra amostra isolada de um caso de IBR, SV 265/96, apresentou um perfil
compativel ao subtipo 1.2a (figura 7), quando comparada a amostras desse mesmo subtipo
mostradas por Metzler et al. (1986) e Engels e al. (1986). O subtipo 1.2 é comumente
relacionado a casos de IPV (Engels et al., 1981, Whetstone ef al., 1989), tendo sido descrito
por Ludwig (1983, 1984) como tipo “IPV-like” (tabela 1). Entretanto, outros autores relataram
a associagdo desse subtipo (1.2a) também a outras enfermidades, como IBR e abortos,
sugerindo a auséncia de correlacdo estrita entre sintomatologia clinica e perfil genémico por
REA e assim condizendo com os achados preliminares deste estudo. (Misra et al., 1983;
Metzler et al., 1985, 1986; Kennedy et al., 1986, Morozov et al., 1991; Miller ez al,, 1991;
Magyar et al., 1993; Christensen et al., 1996).

Considerando o alto grau de similaridade encontrado nos genomas dos diferentes
subtipos de BHV-1 e 5, a razio para os diferentes sinais clinicos apresentados ainda parece
uma incognita. Alguns autores sugerem que o tipo de enfermidade gerada pelo BHV-1 ou
BHV-5 poderia estar relacionada muito mais com a rota de infecgdo e/ou outros fatores

ambientais envolvidos, do que com as diferencas encontradas no perfil gendmico dessas
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amostras, ou ainda uma combinagfio de todos esses fatores (Engels ef al., 1986; Misra et al.,
1983; Pidone ef al., 1999; Seal & Whetstone, 1994).

Com relagéo ao perfil gendmico da amostra de BHV-1 009, isolada de sémen de um
touro clinicamente sadio, foi encontrado similaridade dessa amostra com o subtipo 1.2b
(figura 7), compativel com o perfil da amostra de referéncia K22, demonstrada por Engels
(1986), e citada por Ludwig (1983) como "IPV-like". Esse achado condiz com os relatos
encontrados, que descrevem a detecgio no sémen tanto do BHV-1.1 como do BHV-1.2b, a
partir de touros com infec¢do subclinica e clinica de IBR ou IPB (Rola & Zmudzinski, 1995;
Van Oirschot et al, 1995). O BHV-1.2b é descrito como agente etiolégico de surtos
esporadicos de infecgbes genitais, bem como enfermidade respiratéria branda (Edwards et al.,
1991), todavia parece ndo estar associado a infecgGes abortivas (Miller ez al., 1991).

Para as cepas encefalitégénicas AA 05, EVI 88/95, 1SO 99/292, P 96/169 e SV 136/88,
todos os perfis de restri¢do enzimética encontrados se mostraram compativeis com os perfis de
BHV-5 descritos na literatura (Brake & Studdert, 1985; Seal ef al., 1985; Engels ef al., 1986;
Metzler et al., 1986; Bulach & Studdert, 1990; Magyar et al., 1989, 1993; d’Offay et al., 1993;
Seal & Whetstone, 1994; Pidone ef al., 1999). O perfil obtido dessas amostras utilizando-se a
enzima BstEIl indica a compatibilidade dessas ao perfil da cepa de referéncia australiana
N569, diferindo da amostra argentina 4663 (figuras 5, 6 e 8). Esses resultados confirmam os
achados de Suarez-Heinlein et al. (1993), que analisaram amostras de BHV-1 e 5 isoladas na
América do Sul. Nesta referéncia os pesquisadores também caracterizaram a amostra SV
136/88, a mesma utilizada em nosso estudo. Esses autores descrevem que a amostra SV
136/88 compartilha epitopos comuns com a cepa N569, demonstrado através da utilizaco de

anticorpos monoclonais.
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Adotando o critério de Metzler er al. (1985, 1986) modificado por Roizman et al.

(1992), sugerimos a adogdo da nomenclatura de "BHV-5a" para as amostras que apresentam o
mesmo perfil gendmico da cepa padrio australiana N569, e de "BHV-5b" as que
correspondem ao padréo argentino da cepa 4663 (tabela 2).

No caso das cepas encefalitogénicas ISO 97/45 e ISO 97/87, cujo perfil de restrigdo
enzimatica obtido com a enzima BstEIl se mostra inédito e diferente de todos os perfis de
BHV-5 descritos na literatura (esquema 1, figuras 9 e 10), poderiamos especular que se trata
de um novo subtipo de BHV-5. Seguindo a mesma linha de raciocinio proposta por Metzler et
al. (1985, 1986) e modificada por Roizman et al. (1992), poderiamos sugerir entdo a adogéo
da nomenclatura de "BHV-5¢" para as amostras que apresentarem este perfil de restrigio
enzimatica (tabela 2), mostrado pela primeira vez nessas duas amostras analisadas. Porém,
para confirmar as diferengas dés perfis encontrados nas duas amostras denominadas de "BHV-
5¢", necessita-se de estudos filogenéticos mais acurados, como o sequenciamento das
amostras, para verificar diversidades no genoma nfo expressas pela analise com enzimas de
restrigdo.

O presente estudo teve um carater pioneiro em relagdo a investigagdo molecular de
amostras de Herpesvirus Bovino isoladas no Brasil, utilizando a técnica de andlise com
enzimas de restricdo. Esta técnica, apesar de laboriosa, é segura e especifica para a
diferenciagdo de amostras de BHV-1 e BHV-5, bem como para a classificagio de seus
subtipos. Os resultados apresentados neste trabalho sdo no minimo instigantes, merecendo um
estudo mais abrangente quanto a distribui¢io dos subtipos de BHV-1 € 5 encontradas em

nosso pais.
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CONCLUSOES

A anélise dos perfis de restri¢do enzimatica obtidos com as enzimas HindIlI ¢ BstETl foi
suficiente para se determinar a quais tipos e subtipos pertencem as amostras autoctones
de BHV-1 e BHV-5 utilizadas neste estudo.

Todos os perfis de restrigio enzimética encontrados para as amostras brasileiras
mostraram-se compativeis com os perfis de¢ BHV-1 e BHV-5 descritos na literatura,
com excegdo dos perfis obtidos com a enzima BstEIl para duas amostras
encefalitogénicas.

Das sete amostras autoctones de BHV-5 analisadas, cinco apresentaram perfis de
restricio enzimatica similares ao da amostra australiana de referéncia N569, quando
clivadas com a enzima BstEIl, enquanto que as amostras ISO 97/45 e ISO 97/87
apresentaram um perfil gendmico nunca antes demonstrado na literatura.

Com base no esquema proposto por Metzler et al. (1985, 1986), e modificado por
Roizman et al. (1992), as amostras ISO 97/45 ¢ ISO 97/87 seriam de um subtipo de
BHV-5 distinto daqueles até o presente reconhecidos. Em consonincia com este
esquema, propde-se que estas amostras sejam classificadas dentro de um novo subtipo,

que seria denominado “BHV-5¢”.
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