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XAVIER, Ana Aparecida Correa. Ocorréncia do virus da febre catarral maligna em
bovinos do estado do Parand, sul do Brasil: um estudo imuno-histoquimico
retrospectivo. 2021. 91 f. Dissertacado (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca infecciosa viral causada por diversos
agentes do grupo do complexo de virus da febre catarral maligna (VFCM). No Brasil,
gammabherpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2), até o0 momento, é 0 Unico agente desse
complexo associado ao desenvolvimento de FCM em ruminantes. O objetivo desse
estudo foi determinar a prevaléncia do VFCM nos bovinos do estado do Parana entre
2010 a 2019, demonstrar a distribuicdo geografica da ocorréncia do VFCM,
caracterizar os achados histopatolégicos nos rins dos bovinos infectados pelo VFCM,
além de associar as lesdes histoldgicas encontradas com a presenca intralesional do
virus identificado por ensaios imuno-histoquimicos. O diagnostico da infeccao foi
determinado pela imunorreatividade positiva para os antigenos intralesionais nos
tecidos renais de bovinos através de ensaios imuno-histoquimicos utilizando um
anticorpo monoclonal que detecta todos os membros do grupo de VFCM. Os
antigenos intracitoplasmaticos de VFCM foram identificados em 39,6% (n=44) dos 111
rins de bovinos avaliados durante o periodo de 10 anos. As taxas de morbidade,
mortalidade e letalidade foram 5,2%, 3,6% e 86,5%, respectivamente, com a
predominancia de casos na mesorregiao Norte Central. Nao foram identificados
predominancia sexual, racial e sazonalidade significativas, porém, bovinos com idade
igual ou menor de 12 meses foram mais frequentemente acometidos. Nefrite
intersticial linfocitica (93,2%; 41/44), degeneracdo vascular renal (84,1%; 37/44) e
degeneracdo balonosa dos tubulos renais (81,8%; 36/44) foram os achados
histopatoldégicos mais frequentemente observados em associacdo a infeccéo
imunorreatividade positiva pelo VFCM. Os resultados sugerem que os bovinos foram
infectados pelo VFCM, provavelmente OvHV-2, sendo endémico no estado do
Parana. A utilizacdo de um diagndstico in situ resultou numa quantidade maior de
casos de infeccdo do que foi anteriormente descrito e o rim deve ser coletado quando
houver suspeita de infeccdo por OvHV-2 em bovinos. Adicionalmente, alteracdes
degenerativas renais devem ser consideradas no diagndstico histolégico da infecgéo
pelo VFCM em bovinos.

Palavras-chave: epidemiologia; anticorpo monoclonal MAb-15A; histopatologia;
doenca renal.



XAVIER, Ana Aparecida Correa. Occurrence of malignant cattle fever virus in
cattle from Parana state, southern Brazil: a retrospective immunohistochemical
study. 2021. 91 p. Dissertation (Master's Science degree in Health Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Malignant Catarrhal Fever (FCM) is a viral infectious disease caused by several agents
of the Malignant Catarrhal Fever Virus (MCFV) complex group. In Brazil,
gammaherpesvirus ovine-2 (OvHV-2), is the only agent of this complex associated with
the development of MCF in ruminants. The objectives of this study were to determine
the prevalence of MCFV in cattle in the state of Parand between 2010 and 2019, to
demonstrate the geographic distribution of the occurrence of MCFV, to characterize
the histopathological findings in the kidneys of bovines infected with MCFV, and to
associating the histological lesions found with the intralesional identification of MCFV
antigens by immunohistochemistry. The diagnosis of the infection was determined by
positive immunoreactivity for intralesional antigens in renal tissues of cattle using an
immunohistochemical assay with a monoclonal antibody that detects all members of
the MCFV. Intracytoplasmic MCFV antigens were identified on 39.6% (n = 44) of the
111 bovine kidneys evaluated athwart the 10-year period. The morbidity, mortality and
lethality rates were 5.2%, 3.6% and 86.5%, respectively, with the predominance of
cases in the North Central Paranaense mesoregion. Significant differences in sexual,
cattle breeds, and seasonal predominance were not identified; however, calves with
12 months of age or younger were more frequently affected. Lymphocytic interstitial
nephritis (93.2%; 41/44), renal vascular degeneration (84.1%; 37/44) and ballooning
degeneration of the renal tubules (81.8%; 36/44) were principal histopathological
findings in association with positive immunoreactivity to MCFV. The results suggest
that the cattle were infected with a MCFV, probably OvHV-2, and MCFV is endemic in
state of Parana. The usage of in situ diagnosis has resulted in a greater number of
cases of MCF than previously described and the kidney should be collected in cases
of suspected infection with OvHV-2 in cattle. Additionally, renal degenerative changes
should be considered in the histological diagnosis of MCFV-induced infections in cattle.

Key-words: epidemiology; monoclonal antibody MAb-15A; histopathology; renal
disease.
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1 INTRODUCAO

A producdo pecuaria no Brasil tem grande importancia
econdmica, pois somente no primeiro semestre de 2020, a quantidade total de
bovinos abatidos, inspecionados pelos servicos de inspec¢do sanitaria, foi de 14,5
milhdes de cabecas (IBGE, 2020). Além disso, de janeiro a mar¢o de 2018 foram
exportadas aproximadamente 490 mil toneladas de produtos derivados de carne
bovina (ABIEC, 2018). O estado do Parana abateu cerca de 810 mil cabecas de
gado no ano de 2020 (IBGE, 2020). O Produto Interno Bruto (PIB) da pecuaria
corresponde a 31% do PIB do agronegécio brasileiro e apresenta um
faturamento de bilhdes de reais (ABIEC, 2018). Estes sdo numeros significativos
para a economia nacional e, portanto, doencas que acometem esses animais
tornam-se um problema do ponto de vista econdmico, existindo uma
preocupacao na prevencgao e controle de doencas, que possam trazer possiveis
perdas de animais e na producéao, acarretando prejuizos na bovinocultura (Rech

et al., 2005).

A Febre Catarral Maligna (FCM) € uma doenca infecciosa de
origem viral, pansistémica, linfoproliferativa, que acomete principalmente
bovinos e outros animais biungulados com ocorréncia esporadica (O'Toole and
Li, 2014). Apesar de altas taxas de letalidade em bovinos, estimam-se baixas
perdas financeiras relacionadas com a FCM, quando considera-se média de
morbidade de 5,6% no Brasil (Headley et al., 2020b). Entretanto, a média dessa
taxa foi calculada baseada nos estudos brasileiros, que descreveram a doenca
somente na forma de surtos esporadicos e estudos experimentais. Ainda, alguns

autores sugerem que a FCM seja subnotificada e subdiagnosticada (O'Toole and
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Li, 2014). Portanto, ha especula¢gdes sobre maiores taxas de infec¢cdo e, com
iISS0, 0s aspectos econOmicos referentes aos gastos com a FCM poderiam ser
diferentes.

A FCM é uma enfermidade causada por varios agentes do grupo
de virus pertencentes a subfamilia Gammaherpesviridae, sendo dois destes
mais amplamente estudados: o alcelaphine gammaherpesvirus tipo-1 (AIHV-1)
e 0 gammaherpesvirus ovino tipo-2 (OvHV-2) que, respectivamente,
caracterizam duas sindromes de importancia epidemiolégica: a FCM gnu-
associada (FCM-GA) e a FCM ovino-associada (FCM-OA) (O'Toole and Li,
2014). AFCM-GA tem Connochaetes spp., conhecido popularmente como gnus,
como portadores assintomaticos do AIHV-1 e causa a doenca nos ruminantes da
Africa e nos ruminantes selvagens no mundo todo. A FCM-OA tem 0s ovinos
como hospedeiros reservatérios do OvHV-2, e acomete espécies suscetiveis,
como bovinos, bisdes e cervideos em todo o mundo (O'Toole and Li, 2014). No
Brasil somente OvHV-2 foi descrito até o momento com distribuicdo em todas as
regides do pais (Headley et al., 2020b).

As manifestacdes clinicas induzidas por ambos 0s virus nos
hospedeiros susceptiveis sdo semelhantes (Plowright, 1990), podendo
apresentar diferentes formas clinicas (OIE, 2013), dentre elas, sindrome
neurolégica (Martins et al., 2017). Além disso, a proximidade e o contato com
ovinos sdo considerados importantes fatores de risco no desenvolvimento da
FCM-OA nos ruminantes (Berezowski et al., 2005; Li et al., 2008b). No estado
do Parana, ha presenca de rebanhos de ovinos (IBGE, 2020) em areas com
ocorréncia de sindromes neuroldgicas nos bovinos (Queiroz et al., 2018). Tendo

em conta essa interacao entre os rebanhos das diferentes espécies especula-se
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gue a FCM-AO possa ser uma importante doenca endémica no estado.

O diagnéstico presuntivo da FCM pode ser feito associando as
manifestacdes clinicas ao historico de proximidade com o hospedeiro
reservatério (O'Toole and Li, 2014). No Brasil, 0 uso de ensaios moleculares,
como a reacgéao de polimerase em cadeia (PCR) juntamente com a histopatologia
sdo frequentemente usados para diagndstico definitivo da OvHV-2 (Headley et
al., 2020b). O exame histopatolégico identifica achados indicativos/sugestivos da
doenca (O'Toole and Li, 2014), sendo o rim importante érgdo de escolha para
essa avaliacdo, pois, a nefrite intersticial linfocitica com vasculite € um achado
histolégico comumente encontrado em casos de FCM de estudos brasileiros
(Headley et al., 2020b). Ainda, lesdes vasculares e degeneracdo balonosa do
epitélio tubular renal e uroepitélio também foram achados histopatologicos em
rins de ruminantes infectados pelo OvHV-2 (O'Toole et al., 2002; O'Toole et al.,
2007). Alem disso, a imunorreatividade positiva para o virus da febre catarral
maligna (VFCM) foi encontrada nesses locais utilizando um anticorpo
monoclonal (MAb-15A) padronizado para ensaios imuno-histoquimicos (Headley
et al., 2020c), sendo um interessante método de diagndéstico in situ para a
investigacao da participacao do sistema urinario na doenca.

A evolucdo da biologia molecular permitiu a progressao nos
conhecimentos relacionados a infeccao, eliminacao, transmissao e identificacéo
dos VFCM (O'Toole and Li, 2014). Mas, ainda assim, na literatura ha escassez
de estudos epidemioldgicos da FCM-OA. Consequentemente, estudos
epidemiologicos associados aos métodos de diagndstico in situ sdo oportunos
para a identificacdo de casos de FCM, podendo fornecer informacodes

relacionadas a patogénese, prevaléncia/ocorréncia, e distribuicdo da doenca.
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Os objetivos deste estudo foram: determinar a prevaléncia do
VFCM em bovinos e a distribuicdo geogréafica da ocorréncia no estado do
Parana; caracterizar os achados histopatologicos nos rins de bovinos infectados
pelo VFCM; e associar as lesfes histoldgicas encontradas com a presenca

intralesional do VFCM identificado por ensaios imuno-histoquimicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ETIOLOGIA DA FEBRE CATARRAL MALIGNA

A FCM é uma doenca pansistémica que afeta principalmente
bovinos e outros ruminantes (Li et al., 2014; O'Toole and Li, 2014). A doenca é
causada por véarios agentes da subfamilia Gammaherpesvirinae, género
Macavirus, os quais foram reorganizados recentemente. Atualmente, ha dez
membros pertencentes ao grupo do complexo de virus associados a Febre
Catarral Maligna (VFCM) (Coulter et al.,, 2001; O'Toole and Li, 2014). As
principais espécies patogénicas, relacionadas ao desenvolvimento da doencga
clinica sao: o alcelaphine gammaherpesvirus tipo 1 (AIHV-1), gammaherpesvirus
ovino tipo 2 (OvHV-2) e herpesvirus caprino tipo-2 (CpHV-2) (O'Toole and Li,
2014).

AlHV-1 tem maior importancia nos paises onde ha populacoes
de Connochaetes spp (gnus), frequentemente nos paises da Africa e nos
parques zoologicos (Russell, 2018; Russell et al., 2009). OvHV-2 tem distribuic&o
mundial e, no Brasil, € 0 Unico agente etiolégico descrito. Os ovinos sdo um
importante fator na propagacdao do virus, sendo considerados portadores

assintomaticos (O'Toole and Li, 2014; Russell, 2018; Russell et al., 2009).

2.2 TRANSMISSAO DA FEBRE CATARRAL MALIGNA ASSOCIADA AOS OVINOS

Animais clinicamente infectados ndo transmitem o virus a
hospedeiros suscetiveis (Constable et al., 2016). A transmissao da febre catarral
maligna ovino-associada (FCM-OA) nos bovinos ocorre, principalmente, por

aerossois, secrecdes oculares e nasais de ovinos (Baxter et al., 1997; Li et al.,
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2004). A proximidade de bovinos com ovelhas na época de pari¢cdo e cordeiros
entre 6 a 9 meses sao considerados fatores de maior risco para o0
desenvolvimento da doenca (Li et al., 2008b; Li et al., 1998). Apesar de néo
encontrar relatos ou estudos da transmissdo através da urina em animais
naturalmente infectados, existe a confirmacdo da presenca do DNA viral do
OvHV-2 na bexiga de coelhos experimentalmente infectados (Li et al., 2011).
Além disso, altos titulos de OvHV-2 foram detectados no trato gastrointestinal de
ovelhas naturalmente infectadas e no trato genital de carneiros (Hussy et al.,
2002). Ainda, existem evidéncias da transmissédo transplacentaria da FCM em
hospedeiros suscetiveis (O'Toole et al., 1997; Plowright, 1965), sendo que um
dos estudos relata a presenca do DNA do OvHV-2 nos tecidos com lesbes
histopatoldgicas tipicas da FCM de uma vaca e seu feto (Headley et al., 2015a).
Coletivamente, esses dados sugerem outras possiveis vias de eliminacéo e/ou
transmissao do virus, como a urinaria e entérica, mas ainda parecem ter pouca

influéncia na epidemiologia da FCM.

2.3 FORMAS CLINICAS DA FEBRE CATARRAL MALIGNA

A manifestacao “cabeca-e-olho” é a forma clinica da FCM mais
frequentemente observada no Brasil e em outros paises, sendo facilmente
diagnosticada clinicamente (Headley et al., 2020b; O'Toole and Li, 2014).
Entretanto, ha varias formas clinicas como manifestac6es agudas (Liggitt et al.,
1978; Schultheiss et al., 1998) e crbnicas (O'Toole et al., 1997; O'Toole et al.,
1995). A Organizacdo Mundial para a Saude Animal (OIE, 2013) caracteriza
outras formas clinicas em: hiperaguda, alimentar, neurologica e cutanea, termos

arraigados (O'Toole and Li, 2014). Na forma “cabecga-e-olho”, os bovinos podem
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apresentar febre alta, les6es oculares, depresséo, linfadenopatia, dispneia, e
secrecOes profusas nasais e oculares variando entre serosa e mucopurulenta
(O'Toole and Li, 2014). As lesGes frequentemente encontradas sao a opacidade
de cérnea e ulceracbes nasais e orais (Headley et al., 2020b), além de sinais
clinicos como cegueira, apatia e salivagdo excessiva; essa Ultima possivelmente
ocorre por consequéncia das lesdes orais. Les0Oes de pele, quando presentes,
podem ser ajudar na suspeita de FCM (O'Toole and Li, 2014) e sé&o
caracterizadas por areas extensas ou restritas de ulceracdes e necrose da pele,
alopecia, espessamento, crostas e hiperqueratose nas regides de escroto,
perineo, vulva, Ubere, tetos e parte interna dos membros (Li et al., 2003;
Plowright, 1990).

Nos casos de FCM aguda pode haver febre, dispneia e diarreia
com duracao de dois a trés dias (Constable et al., 2016). Nestes casos, 0s sinais
clinicos da forma “cabega-e-olho” sdo ausentes ou menos evidentes (Plowright,
1990). As manifestacbes crbnicas sao clinicamente caracterizadas por
emagrecimento progressivo, salivacdo, distirbios neurolégicos, cegueira,
opacidade de coOrnea, epifora, ulceracéo e secrecao nasal e blefaroespasmo que
foram observados por 40 dias, trés meses e até trés anos (Lemos et al., 2005;
Macédo et al., 2007; O'Toole et al., 1997; O'Toole et al., 1995). Na sindrome
neurolégica podem ser observados tremores musculares, incoordenacéo,
pressdo e desvio de cabeca, opistétono, nistagmo, andar em circulos,
movimentos de pedalagem, agressividade, decubito esternal evoluindo para
decubito lateral e depressédo (Headley SA et al., 2013; Lemos et al., 2005;

Plowright, 1990) .
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2.4 ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS DA FEBRE CATARRAL MALIGNA

2.4.1 Lesdes Macroscopicas

Em uma comparacao entre estudos de casos de FCM no Brasil
foi observado que as lesdes macroscopicas mais importantes encontradas nos
bovinos doentes foram: linfadenopatia generalizada, nefrite intersticial cronica e
opacidade de cornea (Headley et al., 2020b). A nefrite intersticial pode ser vista
como mudltiplos focos esbranquicados no parénquima renal devido ao acumulo
intersticial de células inflamatérias (Baptista and Guidi, 1988; Headley et al.,
2012; O'Toole et al., 1995). A opacidade de cOrnea ocorre por acumulo de células
inflamatorias, podendo ser confundida com ceratoconjuntivite contagiosa (Van
Metre D, 2008). Outras lesbes identificadas com muita frequéncia foram:
abomasite ulcerativa, glossite, estomatite e esofagite (Headley et al., 2020b;
O'Toole et al., 2002); alteracdes na cavidade oral principalmente acompanhadas
de ulceracdes podem ser prontamente confundidas com outras doencas
infeciosas mais comuns, como rinotraqueite infecciosa (IBR), diarreia viral
bovina (BVD) e febre aftosa (Headley et al.,, 2020b). Outras alteracdes
encontradas foram: conjuntivite, pneumonia intersticial e traqueite ulcerativa
(Headley et al., 2020b). Embora a pneumonia intersticial seja frequentemente
observada na FCM (Baptista and Guidi, 1988; Headley et al., 2012; Li et al.,
2008a), a participacdo do OvHV-2 no desenvolvimento da doenca respiratéria

bovina (DRB) néo esta totalmente esclarecida.
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2.4.2 Lesdes Microscopicas

Nos casos da FCM associados ao OvHV-2 e AIHV-1 é comum
observar a “triade” de achados histopatoldgicos: vasculite, proliferagédo linfoide
(linfadenopatia hiperplasica) e necrose do epitélio do trato gastrointestinal
(O'Toole and Li, 2014). A alteracdo morfoldgica microscépica caracteristica da
FCM nos bovinos € a vasculite linfocitica necrotizante disseminada (Headley et
al., 2020b; O'Toole and Li, 2014). Na FCM aguda, as arteriopatias proliferativas
concéntricas geralmente estdo ausentes, sendo a vasculite a leséo
predominante, e o contrario ocorre com bovinos afetados pela FCM aguda que
se recuperaram (O'Toole et al., 1995). Esses dados sugerem que os efeitos do
dano vascular ocorram progressivamente (Headley et al., 2020b). As alteracbes
vasculares sdo consistentes no diagnostico histopatologico da FCM e variam de
alteracoes fibrinoides, vasculite, arteriopatia, hipertrofia endotelial e obliteracado
vascular presentes em diversos 6rgédos como os pulmdes, baco, linfonodos, rins,
olho e rete mirabile carotidea (Headley et al., 2020b; Liggitt and DeMatrtini, 1980;
O'Toole et al, 1997). A alteracdo fibrinoide (antes denominada de
degeneracao/necrose fibrinoide) é uma lesdo circunferencial e transmural
afetando a parede dos vasos, sendo substituida por um material eosinofilico
guando corado com hematoxilina-eosina (H&E) (Brown CC, 2007). Na vasculite
observa-se o infiltrado inflamatorio na camada intima, média e/ou adventicia dos
vasos, frequentemente composto por linfocitos e plasmdcitos, e ocasionalmente
por macrofagos, neutréfilos e mastocitos (Liggitt and DeMartini, 1980). A
arteriopatia € caracterizada por quatro caracteristicas distintas: espessamento
concéntrico marcado da camada intima devido a proliferacdo subendotelial de

células fusiformes; matriz intercelular abundante na camada intima; atenuacéo
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segmentar ou perda completa da tanica meédia; ruptura multifocal da lamina
elastica interna (O'Toole et al., 1995). A obliteracéo vascular é caracterizada pelo
espessamento da parede de artérias, principalmente de médio calibre, por
hiperplasia da camada intima, resultando em obliteracdo do lumen vascular
(O'Toole et al., 1997).

A nefrite intersticial linfocitica é uma alteracdo histologica
frequentemente diagnosticada nos casos de FCM no Brasil (Headley et al.
(2020b), sendo essa lesdo comumente associada a infec¢do pelo VFCM. Ainda,
antigenos de OvHV-2 identificados por imuno-histoquimica (IHQ) ja foram
detectados nas células epiteliais tubulares renais e endotélio de capilares renais
de bovinos naturalmente infectados (Headley et al., 2020c). Lesfes no sistema
urinario sdo constantemente descritas nos estudos sobre a FCM, como por
exemplo em bisbes e outros ruminantes selvagens. Uma caracteristica
diagndstica consistentemente utilizada é a degeneracao do uroepitélio na pelve
renal, ureteres, bexiga e uretra (O'Toole and Li, 2014). No estado do Espirito
Santo, um bezerro apresentou areas multifocais de necrose do epitélio tubular
renal, essas lesdes foram associadas a arterite linfoplasmocitaria observada nos
rins (Carmo et al., 2011). Entretanto, um surto de FCM na Nova Zelandia
identificou necrose do epitélio transicional da bexiga dos bovinos sem a
observacdo da necrose nas paredes dos vasos renais (James et al., 1975).
Coletivamente, esses dados corroboram que o sistema urinario frequentemente
apresente lesdes histoldgicas associadas a infec¢do por VFCM. Portanto, o rim
€ um 6rgdo necessario na avaliacdo microscopica.

Outra lesdo histologica associada ao OvHV-2 identificada com

muita frequéncia foi a meningoencefalite ndo supurativa (Headley et al., 2020b).
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Com isso, a FCM tem um importante papel como diferencial nas doencas
neuroldgicas dos bovinos, dentre elas, a meningoencefalite por herpes virus
bovino tipo-5 (BoHV-5) frequente causa infecciosa de distarbios neurolégicos
nos bovinos (Queiroz et al., 2018). Ambas as doencas podem gerar inflamagéo
no sistema nervoso central observados na histologia (Headley et al., 2020b; Rissi
et al., 2006).

Alteracdes inflamatérias no figado e pulméao e lesdes oculares
também foram frequentes nos bovinos do Brasil infectados pelo OvHV-2
(Headley et al., 2020b). Antigenos de OvHV-2 foram identificados nas células
epiteliais do ducto biliar no figado de bovinos naturalmente infectados (Headley
et al., 2020c). Provavelmente, a hepatite linfocitica portal tenha origem extra-
hepatica, na qual, possivelmente os leucocitos sejam provenientes do intestino
acometendo o figado via espaco portal (Headley et al., 2020b). Sabe-se que a
transmissado principal ocorre por aerossois e que o pulméo é o local inicial de
replicacéo viral (Cunha et al., 2012; Li et al., 2008a). Ainda, diversos padrdes de
pneumonia foram associados a infec¢des pelo OvHV-2 (Headley et al., 2020c; Li
et al.,, 2005), sugerindo que o VFCM possivelmente esteja associado ao
desenvolvimento de doencas respiratorias. Ja as lesdes oculares sdo diversas
como edema de cOrnea, uveite, ceratite, conjuntivite e trombose que ocorrem
por um conjunto de alteracbes vasculares e epiteliais, além da reacao

inflamatoria local (Van Metre D, 2008; Zemlji€ et al., 2012).
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2.5 DIAGNOSTICO DA FEBRE CATARRAL MALIGNA

Diversas doencas podem ser potenciais diagndsticos
diferenciais da FCM. Quando ha presenca de lesGes orais podem-se considerar
a BVD, peste bovina, febre aftosa e estomatite vesicular. Ja quando manifesta a
sindrome neurolégica devem-se considerar o BoHV-5, raiva e meningoencefalite
trombdtica (Russell, 2018).

As manifestac@es clinicas caracteristicas da doenca juntamente
com os dados epidemiol6gicos de proximidade com ovinos sao Uteis no
diagnostico presuntivo da FCM (O'Toole and Li, 2014). Os animais mortos
suspeitos devem ser submetidos aos exames necroscopico e histopatolégico
para identificar achados caracteristicos indicativos da doenca (O'Toole and Li,
2014). No entanto, a deteccao de anticorpos e/ou DNA viral sdo eficientes na
identificacdo dos VFCM e estdo se tornando meétodos de escolha para o
diagnostico comprobatorio (Russell, 2018). Os diagndsticos laboratoriais
geralmente sao feitos a partir de amostras de tecidos frescos ou congelados e
secrecdes ou sangue (Russell, 2018).

Trés anos depois do primeiro diagnostico molecular de FCM foi
desenvolvida uma técnica de PCR para detectar DNA de OvHV-2 de ruminantes
com manifestacdes clinicas (Baxter et al., 1993). Ensaios de PCR foram
desenvolvidos para distinguir entre AIHV-1 e OvHV-2 em hospedeiros naturais e
espécies suscetiveis (Flach et al., 2002). Um estudo elaborou uma analise
guantitativa (QPCR) para detectar e mensurar o numero de copias de DNA do
OvHV-2 em ovelhas (Hussy et al., 2001). Ainda, um ensaio de PCR multiplex foi
produzido para diferenciar entre cinco agentes virais associados a FCM (Cunha

et al., 2009). Recentemente, foi desenvolvido um PCR digital em gotas (ddPCR)
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detectando o DNA de OvHV-2 em secrec¢des nasais, oculares, leite e sangue de
bovinos e ovinos (Pinheiro de Oliveira et al., 2019). A hibridiza¢&o in situ, € uma
técnica recente que permitiu detectar, nos tecidos lesionados, sequéncias
especificas de DNA somente do OvHV-2, com alta especificidade e sem reacéo
cruzada com os outros VFCM (Pesavento et al., 2018).

Um teste ELISA foi desenvolvido para a detec¢do de um epitopo
comum em todos os VFCM e empregado no soro de ruminantes selvagens e
domésticos (Li et al., 2001; Li et al., 1994). A imunofluorescéncia demonstra
varios antigenos em células infectadas com AIHV-1; os anticorpos que reagem
no teste se desenvolvem em bovinos durante o periodo de incubacédo e,
posteriormente, no curso clinico da doenca (Russell et al., 2012). Uma
caracteristica marcante da FCM era a falta de um meétodo diagndstico que
detectasse antigenos virais nas lesdes, ou seja, um método diagndstico in situ
(Russell, 2018). Entretanto recentemente, Headley et al. (2020c) padronizaram
a técnica de imuno-histoquimica (IHQ) a partir de blocos de tecidos parafinados
usando o anticorpo monoclonal (MAb-15A); antes usados exclusivamente na
identificacdo dos VFCM em ensaios soroldgicos (Li et al., 1994). A deteccéo
eficiente de antigenos de VFCM no citoplasma de células em diferentes tecidos,
torna essa técnica valiosa para estudos retrospectivos de blocos arquivados e
identificacdo intralesional do VFCM.

O diagnostico definitivo da FCM comumente € feito pela
combinacdo de ensaios moleculares e/ou sorolégicos com a histopatologia e
suspeita clinica (O'Toole and Li, 2014). A combinacéo de técnicas modernas de
biologia molecular seria interessante, pois a gPCR demonstraria a quantidade

de DNA viral presente nos tecidos que, juntamente com o0s ensaios IHQ,



25

1 evidenciaria a existéncia do virus intralesional, podendo revelar informacdes

2 oportunas sobre a doenga, como o grau das les6es comparados com carga viral.
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4 HIPOTESE

O virus da febre catarral maligna ocorre de modo

endémico no Parand, sendo o rim um 6rgdo apropriado para estabelecer

diagnéstico associando exame histopatoldgico e imuno-histoquimico.
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5 OBJETIVO

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia do virus da febre catarral maligna em
bovinos autopsiados do estado do Parand por meio de exame imuno-
histoquimico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fornecer dados epidemioldgicos sobre a ocorréncia do virus da febre
catarral maligna em bovinos no estado do Parang;

e Caracterizar os achados histopatolégicos nos rins de bovinos infectados
pelo VFCM;

e Determinar se a técnica de imuno-histoquimica €é eficiente em estudos
retrospectivos utilizando blocos de tecidos parafinados para diagnosticar
VFCM nos tecidos de bovinos.

e Fazer associacdo entre as técnicas de diagnostico: histopatologia e

imuno-histoquimica.
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RESUMO

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenga infecciosa viral causada por diversos
agentes do grupo do complexo de virus da febre catarral maligna (VFCM). No Brasil,
gammaherpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2), até o momento, é o Unico agente desse
complexo associado ao desenvolvimento de FCM em ruminantes. O objetivo desse estudo
foi determinar a prevaléncia do VFCM nos bovinos do estado do Parana entre 2010 a
2019, demonstrar a distribuicdo geografica da ocorréncia do VFCM, caracterizar 0s
achados histopatoldgicos nos rins dos bovinos infectados pelo VFCM, além de associar
as lesbes histoldgicas encontradas com a presenca intralesional do virus identificado por
ensaios imuno-histoquimicos. O diagnostico da infeccdo foi determinado pela
imunorreatividade positiva para os antigenos intralesionais nos tecidos renais de bovinos
atraves de ensaios imuno-histoquimicos utilizando um anticorpo monoclonal que detecta
todos 0os membros do grupo de VFCM. Os antigenos intracitoplasmaticos de VFCM
foram identificados em 39,6% (n=44) dos 111 rins de bovinos avaliados durante o periodo
de 10 anos. As taxas de morbidade, mortalidade e letalidade foram 5,2%, 3,6% e 86,5%,
respectivamente, com a predominancia de casos na mesorregido Norte Central. Nao
foram identificados predominancia sexual, racial e sazonalidade significativas, porem,
bovinos com idade igual ou menor de 12 meses foram mais frequentemente acometidos.
Nefrite intersticial linfocitica (93,2%; 41/44), degeneracao vascular renal (84,1%; 37/44)
e degeneracdo balonosa dos tubulos renais (81,8%; 36/44) foram os achados
histopatoldgicos mais frequentemente observados em associagdo a infeccdo
imunorreatividade positiva pelo VFCM. Os resultados sugerem que os bovinos foram
infectados pelo VFCM, provavelmente OvHV-2, sendo endémico no estado do Parana.
A utilizacdo de um diagndstico in situ resultou numa quantidade maior de casos de
infeccdo do que foi anteriormente descrito e o rim deve ser coletado quando houver
suspeita de infeccdo por OvHV-2 em bovinos. Adicionalmente, alteracbes degenerativas
renais devem ser consideradas no diagnostico histoldgico da infec¢do pelo VFCM em

bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: anticorpo monoclonal MAb-15A; doenca renal; epidemiologia;

histopatologia.



© 00 N O O M WODN

N RN NN N NDNNRNDNERERPRRPR BRB R R RB R
© 0 ~N O OB W NP O © 0 ~NO© 00D WN R O

39

ABSTRACT

Malignant Catarrhal Fever (FCM) is a viral infectious disease caused by several agents
of the Malignant Catarrhal Fever Virus (MCFV) complex group. In Brazil,
gammaherpesvirus ovine-2 (OvHV-2), is the only agent of this complex associated with
the development of MCF in ruminants. The objectives of this study were to determine the
prevalence of MCFV in cattle in the state of Parana between 2010 and 2019, to
demonstrate the geographic distribution of the occurrence of MCFV, to characterize the
histopathological findings in the kidneys of bovines infected with MCFV, and to
associating the histological lesions found with the intralesional identification of MCFV
antigens by immunohistochemistry. The diagnosis of the infection was determined by
positive immunoreactivity for intralesional antigens in renal tissues of cattle using an
immunohistochemical assay with a monoclonal antibody that detects all members of the
MCEFV. Intracytoplasmic MCFV antigens were identified on 39.6% (n = 44) of the 111
bovine kidneys evaluated athwart the 10-year period. The morbidity, mortality and
lethality rates were 5.2%, 3.6% and 86.5%, respectively, with the predominance of cases
in the North Central Paranaense mesoregion. Significant differences in sexual, cattle
breeds, and seasonal predominance were not identified; however, calves with 12 months
of age or younger were more frequently affected. Lymphocytic interstitial nephritis
(93.2%; 41/44), renal vascular degeneration (84.1%; 37/44) and ballooning degeneration
of the renal tubules (81.8%; 36/44) were principal histopathological findings in
association with positive immunoreactivity to MCFV. The results suggest that the cattle
were infected with a MCFV, probably OvHV-2, and MCFV is endemic in state of Parana.
The usage of in situ diagnosis has resulted in a greater number of cases of MCF than
previously described and the kidney should be collected in cases of suspected infection
with OvHV-2 in cattle. Additionally, renal degenerative changes should be considered in

the histological diagnosis of MCFV-induced infections in cattle.

Kew words: epidemiology, MAb-15A monoclonal antibody, histopathology, renal

disease.
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INTRODUCAO

A Febre Catarral Maligna (FCM) é uma enfermidade infecciosa viral,
pansistémica, linfoproliferativa e frequentemente letal (Russell et al., 2009). Atualmente,
ha 10 virus que fazem parte do complexo de virus da febre catarral maligna (VFCM) da
subfamilia Gammaherpesvirinae, porém, somente dois destes sdo comuns e mais
amplamente estudados juntamente com seus respectivos hospedeiros reservatorios:
alcelaphine herpesvirus tipo 1 (AIHV-1) e gammaherpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2)
(O'Toole and Li, 2014). A infeccdo natural por OvHV-2 tem distribuicdo mundial e ocorre
principalmente nos hospedeiros suscetiveis como bovinos, bisdes e cervideos, sendo
conhecido como a forma da FCM-ovino associado (FCM-OA), em que 0s ovinos séo
hospedeiros reservatérios (Coulter et al., 2001; O'Toole and Li, 2014; Russell et al.,
2009).

A transmissdo da FCM-OA ocorre principalmente por aerossois, secrecdes
oculares e nasais de cordeiros jovens e também pode ser propagado atraves de fomites
e/ou ingestdo de pastagens ou agua contaminadas, sendo a proximidade com 0s ovinos
considerado um importante fator de risco para os bovinos (Baxter et al., 1997; Constable
etal., 2016; Li et al., 1998). No Brasil, somente OvHV-2 foi descrito até 0 momento com
distribuicdo em todas as regides do pais (Headley et al., 2020b).

Apesar de ndo encontrados relatos ou estudos da transmissao através da urina nos
animais naturalmente infectados, existe a confirmacdo da presenca do DNA viral em
bexiga de coelhos experimentalmente infectados (Li et al., 2011), sugerindo-se que 0
sistema urinario possa ser uma possivel via de eliminacdo do virus. Ainda, existem alguns
estudos demonstrando a possibilidade de transmissdo transplacentéaria (O'Toole et al.,
1997; Plowright, 1965; Rossiter, 1981), sendo corroborado por um estudo do nosso grupo

que encontrou lesdes histoldgicas tipicas da FCM e o0 DNA do OvHV-2 em uma vaca
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infectada e seu feto (Headley et al., 2015b).

Dados epidemioldgicos demonstraram que o rim é frequentemente afetado pelo
VFCM (Headley et al., 2020b), e portanto, um importante érgdo de escolha para a
caracterizacdo do agente, ja que frequentemente sdo encontrados nefrite intersticial
linfocitica e vasculite como achados microscépicos associados a infecgdo por VFCM
(Headley et al., 2020b). Recentemente, foi padronizado um método de diagndstico in situ
para a identificacdo de antigenos de OvHV-2 pela imuno-histoquimica (IHQ), utilizando
o0 anticorpo monoclonal MAb-15A (Headley et al. (2020c), que pode identificar todos o0s
tipos de VFCM (Li et al., 1994).

Uma revisdo que avaliou todos os estudos publicados sobre a FCM no Brasil
estimou uma taxa média de morbidade de 5,6% (Headley et al., 2020b). Taxas
semelhantes de FCM tém sido informadas em outras partes do mundo, incluindo no
distrito de Ngorongoro na Tanzania (5,6-6,2%) (Cleaveland et al., 2001) e no sul do
Quénia (3-7%) (Bedelian et al., 2007). Esse indice reduzido de FCM pode ser atribuido
ao fato de que ndo existe um sistema de notificacao obrigatoria da doenga, alem do sub-
diagnostico pela falta de testes sensiveis, especificos e acessiveis (O'Toole and Li, 2014).
Adicionalmente, a subnotificacdo poderia estar relacionada a ocorréncia de casos de
bovinos sobreviventes das infeccdes agudas que permanecem infectados (O'Toole et al.,
1997; O'Toole et al., 1995), podendo resultar em ndmero menor de casos publicados.
Dessa forma, talvez as taxas de morbidade e mortalidade sejam mais elevadas do que
descritas. Além disso, ndo foi encontrada investigacdo retrospectiva para avaliar a
ocorréncia de FCM e/ou infeccao pelo VFCM em bovinos. Consequentemente, o objetivo
deste estudo é determinar a ocorréncia de VFCM em bovinos e sua distribuicdo geogréafica

no estado do Parana.
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MATERIAL E METODO

ANIMAIS, LOCAL DE ESTUDO E CRITERIO DE INCLUSAO

Foi realizado um estudo retrospectivo entre janeiro de 2010 e dezembro de 2019
dos exames histopatolégicos e necroscépicos de bovinos, provenientes dos arquivos do
Laboratério de Patologia Animal, Universidade Estadual de Londrina (LAP-UEL).
Somente foram incluidos no estudo, bovinos que possuiam requisicdo dos exames e
blocos de tecidos parafinados dos rins, sendo o material relativo a esses casos recuperados
dos arquivos.

A partir dos blocos de tecido renal parafinado, laminas histolégicas foram
reprocessadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) para reavaliagdo. Os achados
histopatolégicos foram comparados com a imunorreatividade positiva para o VFCM,
sendo observada pelo menos uma ou mais alteragdes renais tipicas da infec¢do por OVHV-
2 (Headley et al., 2020b; Headley et al., 2020c; O'Toole and Li, 2014), incluindo a
alteracdo fibrinoide, vasculite, degeneracdo vascular, nefrite intersticial linfocitica,
degeneracdo balonosa dos tdbulos renais e/ou uroepitélio, oclusdo dos vasos e esclerose
glomerular.

As fichas clinicas dos animais foram recuperadas e os dados relacionados a
procedéncia, evolucdo clinica, idade, sexo e raca dos animais foram coletados e tabulados.
A determinacdo da faixa etaria dos animais foi realizada conforme descrito por Lucena et
al. (2010), sendo subdivididos em grupos: recém-nascido (até 1 dia ap6s o nascimento),
bezerro (2 dias até 12 meses), jovem (13 a 24 meses), adulto jovem (25 meses até 5 anos),
adulto (6 a 10 anos). Além disso, a data na qual o animal foi submetido a analise post-

mortem foi utilizada para determinar a estacdo do ano da infeccdo pelo VFCM.
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CARACTERIZACAO IHQ DE ANTIGENOS DE MCFV

Fragmentos em blocos parafinados dos tecidos renais de bovinos foram
submetidos a ensaios imuno-histoquimicos (IHQ) para detectar a presenca intralesional
de antigenos do VFCM. Os ensaios IHQ foram realizados conforme a técnica descrita por
Headley et al. (2020c) utilizando o anticorpo monoclonal MAb-15A (1: 400) que detecta
epitopos de todos os membros do complexo de VFCM (Li et al., 1994). Os controles
positivos consistiram de tecidos parafinados de uma vaca que apresentava 0s antigenos
da OvHV-2 identificados por IHQ e o DNA viral confirmado por PCR (Queiroz et al.,
2018). Os controles negativos, utilizados em todos os ensaios IHQ para avaliar a
qualidade, consistiam na substituicdo do anticorpo primario (MAb-15A) por diluente nos

cortes de tecido parafinado do mesmo animal descrito acima.

RESULTADOS

DADOS BIOLOGICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Entre 2010 a 2019, 111 amostras de rins de bovinos de diferentes idades foram
submetidas ao LAP/UEL. Desses, os rins de 39,6% (44/111) bovinos apresentaram
imunorreatividade positiva ao VFCM pela MAb-15A (Tabela 1). A faixa etaria dos
animais com imunorreatividade positiva para 0 VFCM variou de 1 dia a 8 anos, sendo
que 45,4% (20/44) eram terneiros (Figura 1). Quanto ao sexo dos bovinos infectados por
VFCM, 45,4% (20/44) eram fémeas, 50% (22/44) machos; em 4,5% (2/44) dos animais

ndo havia essa informacdo nos relatérios. Embora os dados de todos os animais ndo
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estivessem presentes, estimou-se que a mediana da taxa de morbidade foi de 5,2%,
mortalidade de 3,6% e letalidade média em 86,5% (Tabela 1).

Os bovinos de corte representaram 54,5% (24/44) dos animais infectados pelo
VFCM (Tabela 1); as ragas frequentes foram a Nelore (29,5%; 13/44) e a Angus (11,4%;
5/44); as demais foram: Senepol (6,8%; 3/44), Brahaman (2,3%; 1/44), Red Angus (2,3%);
1/44) e Tabapud (2,3%; 1/44). Os bovinos de leite contribuiram para 20,5% (9/44) dos
casos, sendo os mais frequentes da raca Holandesa (11,4%; 5/44) e Girolando (4,5%;
2/44). Adicionalmente, os antigenos de VFCM foram identificados em 25% (11/44) dos
bovinos mesticos.

Quando as estacdes do ano foram consideradas (Tabela 1) ndo teve associagdo
estatistica (p=0,4808) pelo Teste de Qui-quadrado com o percentual de infeccdo. A
quantidade de animais infectados pelo VFCM foi observada durante o outono foi de
34,1% (15/44), no inverno 31,8% (14/44), na primavera 22,7 % (10/44) e verdo 11,4%
(5/44).

A localizacdo geogréafica das origens dos bovinos pelas mesorregides do estado
do Parana esté apresentada na Figura 2. Observou-se que quase a metade (47,7%; 21/44)
dos casos diagnosticados foram oriundos da mesorregido Norte Central Paranaense,
sendo 40,9% (18/44) destes da regido de Londrina e municipios arredores (Tabela 1). As
outras mesorregides com maior frequéncia foram a Noroeste (15,9%; 7/44) seguida pela
Centro Ocidental Paranaense (11,4%; 5/44). Poucos casos foram oriundos do Norte
Pioneiro (9,1%; 4/44), Centro Oriental (2,3%; 1/44), e Centro-Sul Paranaense (2,3%;
1/44). Ainda, a origem de cinco animais ndo foi informada.

O contato de bovinos com ovinos foi relatado em apenas cinco das propriedades.
Entretanto, em trés propriedades encontravam-se equinos e em outras duas havia a criagdo

de suinos concomitantes na mesma propriedade em que ocorreram 0s casos de bovinos
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infectados pelo VFCM.

MANIFESTACOES CLINICAS DOS BOVINOS INFECTADOS PELO VFCM

A evolucdo clinica mediana descrita foi de 4 dias, com variagdo entre 1 e 30 dias
(Tabela 1). Dentre os 44 bovinos infectados pelo VFCM, as frequéncias das
manifestacdes clinicas estdo apresentadas na Tabela 2. Os sinais clinicos frequentemente
descritos foram o decubito (n=24), seguido por apatia, depressdo e paresia flacida de
membros (n=15), incoordenacdo motora (n=14), diarreia e febre (n=13), atonia ou
hipomotilidade ruminal (n=12) e cegueira (n=11). Manifestac¢Ges clinicas moderadamente
frequentes incluiram dispneia (n=7), fezes ressecadas, lesdes cutaneas, secrecdo nasal e
sialorreia (n=6). AlteracGes clinicas infrequentes consistiam em emagrecimento (n=5),

aborto (n=4) e opacidade da cornea (n=2) entre outras (Tabela 2).

ALTERAGOES MACROSCOPICAS ENCONTRADAS NOS BOVINOS INFECTADOS PELO VFCM

A frequéncia dos achados macroscopicos encontrados nos animais infectados pelo
VFCM (n=44) estd apresentada na Tabela 3, sendo que os frequentes foram enterite
(n=19), seguido por abomasite ou abomasite ulcerativa (n=14), palidez muscular (n=10),
edema pulmonar (n=10) e congestdo encefalica (n=8). Alteracdes moderadamente
frequentes incluiram pneumonia (n= 7), congestdo renal (n=6) e linfonodomegalia (n=5).
Algumas das lesdes macroscopicas infrequentes eram infarto renal, hemorragia e

consolidacdo pulmonar (n=4), encefalomalécia (n=2) e necrose esofagica (n=1).
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ALTERACOES HISTOLOGICAS E IMUNORREATIVIDADE PARA VFCM

Imunorreatividade intracitoplasmética positiva para o VFCM foi identificada
principalmente nas células epiteliais dos tUbulos renais de todos os bovinos infectados
(Figura 5 A-F), além de uroepitélio e capilares. Os achados histopatolégicos mais
frequentemente observados nos rins dos animais com imunorreatividade positiva para o
VFCM séo representados na Figura 3, sendo caracterizados predominantemente por
nefrite intersticial linfocitica (93,2%; 41/44; Figura 4-C e 4-D), degeneracdo vascular
(84,1%; 37/44; Figura 4-E) e degeneracdo balonosa dos tubulos renais (81,1%; 36/44;
Figura 4-A e 4-B) e uroepitélio (22,7%; 10/44; Figura 4-F). Vasculite (2,3%; 1/44),
esclerose glomerular (15,9%; 7/44) e oclusao dos vasos (9,1%; 4/44) foram as alteracoes
histologicas pouco frequentes, enquanto a alteracéo fibrinoide foi observada em apenas

4,5% (2/44) dos animais avaliados.

DISCUSSAO

Os dados desse estudo demonstraram que a técnica de IHQ foi eficiente para
identificar os antigenos intracitoplasmaticos e intralesionais do VFCM em tecidos renais
de bovinos. Atualmente, somente o0 OvHV-2 foi diagnosticado em ruminantes com FCM
no Brasil (Headley et al., 2020b; Headley et al., 2020c). Adicionalmente, o anticorpo
utilizado nos ensaios de IHQ durante esse estudo poderia identificar qualquer um dos
agentes pertencentes ao complexo do VFCM (Li et al., 1994) e foi confirmada sua
eficiéncia na identificacdo de antigenos intralesionais de OvHV-2 em bovinos com FCM
(Headley et al., 2020c). Entretanto, havera a necessidade de uma analise complementar,
possivelmente, molecular para identificar o virus associado a infec¢do pelo VFCM nos
bovinos infectados nesse estudo. No entanto, estudos ja identificaram antigenos

intralesionais por IHQ de um VFCM em bovino com doenca pulmonar (Headley et al.,
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2020a), e estudos em andamento tém demonstrado a participagdo de um VFCM,
provavelmente, OvHV-2, no desenvolvimento de pneumonia em bovinos (Oliveira et al,
artigo em preparacao). Considerando tudo isso, é altamente provavel que o virus

identificado nesses animais seja OvHV-2.

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados desse estudo demonstraram que a taxa de infec¢do pelo VFCM foi de
39,6% (44/111), sendo menor que taxa de infecgdo por OvHV-2 de 70% (21/30) detectado
por CI-ELISA ou PCR realizado em um rebanho de gado leiteiro sem sinais clinicos de
FCM no Colorado-EUA (Powers et al., 2005), assim como, em um estudo epidemiologico
utilizando diagnostico sorologico e molecular realizado no Quénia, que identificou taxas
de infeccéo de 94% por PCR e 63% por sorologia em bovinos com manifestagdes clinicas
da FCM (Orono et al., 2019). Entretanto, no oeste dos Estados unidos a taxa de infecgédo
pelo VFCM em bisbGes confinados foi de 36,3% (93/256), valor aproximado ao
encontrado nesse estudo (O'Toole et al., 2002). Enquanto no Brasil, a doenca tem a taxa
média de morbidade estimada em 5,6% (818/14.521) a partir de uma revisdao dos casos
de FCM publicados no pais e de 16,3% (60/367) atribuidos ao estado do Parana (Headley
et al., 2020b). E importante ressaltar que ha distin¢éo entre doenca e infec¢do, dado que
animais suscetiveis infectados pelo VFCM nem sempre apresentam as manifestacdes
clinicas da doenca. Considerando isso, a variacdo dessas taxas de ocorréncia em
diferentes partes do mundo seja em razdo dos estudos avaliarem as taxas da doenca ou
das infeccdes latentes e/ou subclinicas. Ainda, ha evidéncias de que niveis significativos
de infeccdo subclinica ou latente estdo presentes em bovinos e bisdes normais
(Cleaveland et al., 2001) e infec¢bes por FCM podem ser mantidas em rebanhos de gado

sem contato proximo com ovinos (Yeslbag, 2007). Além disso, a diferenca entre as taxas
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poderia estar relacionada ao método de diagnostico utilizado em cada estudo, pois em
muitos casos no Brasil o diagndstico foi baseado nas alteracdes histoldgicas tipicas da
infec¢do induzida por OVHV-2 somente nos bovinos sintomaticos. Entretanto, a diferenca
demonstra que o diagnostico in situ utilizado nesse estudo é preciso, resultando em uma
taxa de infeccdo mais elevada quando comparado com a taxa média de morbidade no
Brasil, sugerindo que a taxa real de infec¢do no rebanho bovino brasileiro seja maior do
que publicado, contribuindo assim para a subnotificagdo da FCM (O'Toole and Li, 2014).

Durante todos os 10 anos desse estudo, havia pelo menos dois bovinos infectados
anualmente com o VFCM, demonstrando que a doenca é endémica nos bovinos do estado
do Parana. Deve ser salientado ainda que apenas 6,8% (3/44) dos animais tinham o
diagnostico de FCM nos laudos arquivados e que 95,4% (42/44) dos animais infectados
pelo VFCM ndo apresentaram lesdes histologicas classicas da doenca, por exemplo, a
vasculite e alteracdo fibrinoide dos vasos (Liggitt and DeMartini, 1980; O'Toole and Li,
2014). Portanto, mais estudos sdo necessarios para a investigacdo da relacdo entre
infecc@o pelo VFCM subclinica e/ou latente e desenvolvimento de doenca clinica.

O mapeamento da distribuicdo da FCM no Parana, nunca feito anteriormente,
demonstrou que existem animais infectados pelo VFCM em diversas mesorregites do
estado. Contudo, a distribuicdo dos casos ndo foi uniforme, sendo um fator limitante
observado neste estudo retrospectivo, no qual, ndo havia a representatividade homogénea
de exames avaliados em todas as mesorregifes. NUmero expressivo de casos (21/44;
47,7%) foi oriundo do Norte Central Paranaense, com porcentagem elevada proveniente
da regido de Londrina e municipios arredores (18/44; 40,9%). Possivelmente, isso €
devida a localizacdo geografica do LAP-UEL na mesorregido Norte Central.
Adicionalmente, muitos dos bovinos com imunorreatividade positiva para o VFCM

foram oriundos de um estudo de doenca neuroldgica de bovinos que demonstrou que a
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maior porcentagem dos animais avaliados veio dessa mesorregido (Queiroz et al., 2018).
Finalmente, esses resultados sugerem que VFCM talvez seja uma das infeccbes mais
frequentes em bovinos no estado do Parand, porém, pouco diagnosticado.

Neste estudo ndo houve predilecdo sexual significativa nos bovinos infectados
pelo VFCM; dados semelhantes foram descritos (Constable et al., 2016; Garmatz et al.,
2004; Rech et al., 2005), sugerindo que ndo ha predisposicdo sexual relacionado a
infeccdo por VFCM. Entretanto, maior nimero de bovinos de corte foi infectado pelo
VFCM em relagdo aos bovinos leiteiros e mesticos nesse estudo. Dados semelhantes
foram identificados nos casos de FCM em bovinos nos relatos brasileiros (Headley et al.,
2020b); a maior ocorréncia de infeccdo em bovinos de corte em relacéo a leite talvez seja
diretamente relacionada a maior frequéncia de avaliacbes patologicas realizadas em
bovinos de corte. Adicionalmente, ja foi documentada que os bovinos séo igualmente
susceptiveis, independentemente da raca, a infec¢do por VFCM (Constable et al., 2016;
Moore et al., 2010). Ainda a predominancia de bovinos de corte infectados pelo VFCM
no Estado do Parana poderia estar relacionada com a bovinocultura paranaense, onde nas
mesorregides Noroeste, Norte Central e Norte Pioneiro concentram mais da metade
(52,3%) da populacdo de bovinos de corte do estado (Oliveira et al., 2015), enquanto que
nas mesorregides Oeste, Sudoeste e Centro Sul, hd predominancia bovinocultura leiteira
(IBGE, 2020). Consequentemente, a maior quantidade de resultados positivos em bovinos
de corte nesse estudo talvez seja diretamente relacionada a localizacdo geogréafica do
LAP-UEL.

A idade dos bovinos com imunorreatividade positiva variou de 1 dia a 8 anos,
porém a ocorréncia desta enfermidade foi maior em animais com até 12 meses, periodo
diferente daquele descrito no Rio Grande do Sul (Rech et al., 2005) em que 0s surtos

ocorreram predominantemente em animais de 18 meses a 4 anos, com predominio de
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animais com 2 anos de idade. Assim como, casos ocorridos do Mato Grosso, no qual os
bovinos tinham entre 8 meses a 4 anos, sendo um dos surtos com animais de 2 a 3 anos
(Mendonca et al., 2008). Em contrapartida, O'Toole and Li (2014) descrevem que a FCM
geralmente afeta bovinos jovens de 8 a 24 meses.

N&o houve predominéncia de bovinos infectados pelo VFCM em nenhuma
estacdo do ano. Entretanto, notou-se um maior nimero de animais infectados durante o
outono (15/44; 34,1%) e inverno (14/44; 31,8%); que contrasta com estudos anteriores
feitos no Brasil em que maior nimero de casos de FCM foram observados
predominantemente no verdo (8/14; 57%) (Mendonca et al., 2008) e na primavera
(133/222; 60%) (Rech et al., 2005). Adicionalmente, sdo diferentes da sazonalidade
descrita no verdo no Uruguai (18/38; 47%) (Preliasco et al., 2013) e Zimbabwe (Mlilo et
al., 2015). Talvez a sazonalidade da ocorréncia de FCM seja diretamente relacionada a
periodo gestacional do hospedeiro do VFCM em diferentes partes do mundo e ndo com
o fotoperiodo caracteristico das estacdes do ano. O maior pico das infec¢des por OVHV-
2 ocorre durante a estacdo de paricao de ovinos (O'Toole and Li, 2014), periodo em que
0s bovinos tém maior risco de se infectar devido ao contato com ovinos nessa época
(Baxter et al., 1997; Reid et al., 1984). Adicionalmente, os cordeiros de 6 a 9 meses de
idade sdo considerados como os principais disseminadores do virus (Li et al., 2008b; Li
et al., 1998) para bovinos suscetiveis. Além disso, em ambientes subtropicais, 0s ovinos
podem apresentar poliestro intermitente ou sazonalidade reprodutiva, podendo também
ter outros fatores moduladores da estacdo reprodutiva (Rosa and Bryant, 2003). No
entanto, autores descrevem que FCM-OA ocorre durante todo o ano (Barnard BJ, 1994).
Ainda, ha descricao da ocorréncia de casos de FCM sem a presenca de ovinos préximos
e que as infecgbes pelo VFCM podem ser mantidas em rebanhos de ruminantes

suscetiveis, portanto deve ser lembrado que a interacdo direta entre bovinos e ovinos nao
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é absolutamente necessaria para a disseminacdo do OvHV-2 (Li et al., 2008b; Yeslbag,

2007).

MANIFESTACOES CLINICAS

Durante esse estudo a mediana da evolucdo clinica dos animais com
imunorreatividade positiva para o0 VFCM foi 4 dias, sugerindo uma infeccdo aguda
(Ligqitt et al., 1978; Van Metre D, 2008); dados semelhantes foram descritos quando
todos os casos de FCM em bovinos no Brasil foram comparados (Headley et al., 2020b).
Coletivamente, esses resultados sugerem que bovinos no Brasil s&o mais frequentemente
acometidos pela manifestacdo aguda da FCM.

Existem diversas apresentacGes clinicas associadas a FCM em bovinos como a
forma “cabeca-e-olho”, aguda e cronica (Headley et al., 2020b; O'Toole and Li, 2014).
No entanto, estudos corroboram que infeccBes ndo letais ou subclinicas ocorram em
ruminantes suscetiveis assintomaticos/normais (Cleaveland et al., 2001; Li et al., 1996;
Powers et al., 2005). Nesse estudo, as manifestacdes clinicas frequentemente descritas
foram decubito, apatia, depressdo, paresia flacida de membros, incoordenagcdo motora,
febre e cegueira, esses sinais clinicos podem ser observados em um amplo espectro de
doencas tornando dificil o diagndstico clinico, mas correspondem com as manifestaces
neuroldgicas observadas na FCM (Headley SA et al., 2013; Headley et al., 2020c; Lemos
et al., 2005; Martins et al., 2017; O'Toole and Li, 2014). Entretanto, lesdes oculares
(como a opacidade da cérnea) e secrecdes oculares e nasais que sdo frequentemente
observadas na FCM (O'Toole and Li, 2014) ndo foram frequentemente observadas nesse
estudo, que provavelmente poderia estar relacionada a reducdo do namero de casos
diagnosticados clinicamente. Alternativamente, quando ocorrem as manifestacdes

clinicas classicas da FCM em bovinos, ha correlacdo direta entre o diagndéstico clinico e
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laboratorial (Orono et al., 2019).

A diarreia e atonia ou hipomotilidade ruminal também foram manifestacdes
clinicas frequentes observadas durante esse estudo, podendo ser observadas em bovinos
com a forma alimentar da FCM (Plowright, 1990). Adicionalmente, bovinos com
manifestacdes clinicas de diarreia foram simultaneamente infetados pela BVDV e OvHV-
2 (Headley et al., 2020a) e diarreia foi uma manifestacdo muito frequente descrita em
bovinos com FCM no Brasil (Headley et al., 2020b). Ainda, 150 bisbes do oeste dos
Estados Unidos morreram por uma sindrome entérica fatal causada pelo OvHV-2
(O'Toole et al., 2002). Consequentemente, esses dados sugerem que a FCM deveria ser

incluida no diagnostico diferencial de doencas do trato digestdrio de bovinos.

ACHADOS PATOLOGICOS

As principais alteracbes macroscopicas observadas foram a enterite (19/44;
43,2%), abomasite/abomasite ulcerativa (14/44; 31,8%), entre outros achados afetando
principalmente trato digestorio, respiratorio, sistema nervoso central, urinario, linfatico e
musculoesquelético. Uma comparacdo de estudos brasileiros sobre FCM em bovinos
encontrou achados macroscopicos similares (Headley et al., 2020b); leses intestinais séo
frequentemente relatadas em bovinos infetados por OvHV-2 (Headley et al., 2020c;
Liggitt et al., 1978; O'Toole et al., 1997). Adicionalmente, os pré-estbmagos e abomaso
de bovinos com FCM comumente apresentam ulceracbes (O'Toole et al., 2002).
Complementando isso, altas quantidades de DNA de OvHV-2 foram amplificadas do
intestino (Pesavento et al., 2019) e abomaso (Hussy et al., 2002) de ovelhas, sugerindo
uma possivel transmissdo fecal-oral (Hussy et al., 2002). Existe a hip6tese de que haja
alguma participacdo do trato gastrointestinal na patogénese da FCM (Headley et al.,

2020c), portanto, estudos futuros ajudariam a elucidar o papel do intestino e abomaso na
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disseminacdo e/ou manutencdo do VFCM. Consequentemente, as alteracfes digestorias
macroscadpicas observadas em bovinos com FCM devem ser consideradas no diagndstico
diferencial para as doencas intestinais de bovinos, particularmente, a BVD.

A nefrite intersticial linfocitica foi a alteracdo histolégica mais frequentemente
observada durante esse estudo; resultados semelhantes foram descritos quando as
alteracOes histoldgicas de bovinos com FCM no Brasil foram comparadas (Headley et al.,
2020b). Adicionalmente, essas alteracdes renais sao frequentes em bovinos com FCM no
mundo todo (O'Toole and Li, 2014), com a amplificacdo do DNA do OvHV-2 (Garmatz
et al., 2004; Headley et al., 2012). Outros achados frequentes no rim foram as lesoes
degenerativas vasculares; as alteracdes vasculares associadas a infec¢do por OvHV-2 séo
variadas, incluindo hipertrofia endotelial, obliteracdo vascular, angiopatia e alteracdo
fibrinoide (Liggitt and DeMartini, 1980; O'Toole et al., 1997; O'Toole et al., 1995).
Adicionalmente, a degeneracdo balonosa dos tubulos renais e uroepitélio da papila renal
foram comumente vistas neste trabalho, um achado interessante também encontrado em
outros estudos nos rins (Headley et al., 2020c) e no epitélio do ureter e uretra (O'Toole et
al., 2002; O'Toole et al., 2007). Deve ser salientado que ndo houve padrdo na colheita dos
tecidos; portanto, alguns rins ndo tinham uroepitélio no corte histologico e,
consequentemente, as alteracfes degenerativas nesse local poderiam ter sido diferentes
do que as encontradas nesse estudo. Coletivamente esses dados sugerem que 0s rins sdo
Gteis no diagnostico da FCM nos bovinos naturalmente infectados atraves de ensaios IHQ
associados a lesdes inflamatorias e degenerativas.

Houve algumas limitacGes durante esse estudo retrospectivo que devem ser
considerados durante a interpretacdo dos resultados. Por ser um estudo retrospectivo, ndo
houve padronizacdo na coleta de 6rgdos na necropsia, como consequéncia nem sempre

os rins foram colhidos para o processamento histoldgico ou o rim coletado nédo continha
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o0 uroepitélio para avaliagdo. Assim, mais animais poderiam ter sido incluidos no estudo
e os resultados poderiam ter sido diferentes. Adicionalmente, ndo foi possivel a realiza¢éo
de analise molecular, pois na maioria das vezes, fragmentos do tecido renal ndo foram
armazenados adequadamente durante a avaliagdo post-mortem dos animais. Acreditamos
que o tutor do animal e/ou responsavel pela coleta dos dados epidemioldgicos, poderia
ter esquecido de fatos importantes para o estudo especifico, pois ndo houve padronizacao
do inquérito epidemioldgico. Entretanto, os dados apresentados representam os dados

encontrados durante o estudo retrospectivo.

CONCLUSAO

A utilizacdo de método de diagndstico in situ por meio de tecidos parafinados
possibilitou a identificacdo de um nimero maior de animais infectados pelo VFCM nos
rins de bovinos. Os dados demonstraram que o rim é um importante 6rgdo no diagnostico
patoldgico da VFCM por IHQ, com os principais achados histoldgicos sendo nefrite
intersticial linfocitica e alteragcdes degenerativas vasculares e tubulares. Adicionalmente,
a ocorréncia de VFCM dos bovinos acometidos no Parana é endémica, sem predisposi¢do

racial, sexual e sazonalidade.
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Figura 1 — Distribuicao por faixa etéaria dos bovinos infectados pelo VFCM (n=44).

25



19

20
21
22

67

Al Pa)

\
Ay {;2‘, < N
G " \Ronima Y~ Sy Ame P
= ‘ \ e
L:\ 1 Yol ;\ \ gf%‘# D
/ - 0 N NORTE PIONEIRO
/ 7R oS NORTE CENTRAL PARANAENSE
_#d > / NN PARANAENSE X
- Amazonas Pari VTS G (e, <E—— NOROESTE PARANAENSE (n=21) (n=4)
S ( /| § LY (n=7)
£ X P > ol
T ~ // \ f} \7 piaui )
Y Awe N — N ’/ R
2 T ﬂ — \‘j\ o CENTRO
- N e T ol OEIRENTAL: CENTRO ORIENTAL
N, e PAR?[’:E;%NSE PARANAENSE
)\ [ oitito D s O (n=1)
S /~ Fedenl i
\

N
"m ~ J Goias fl

// Mato Grosso ~__
4 do Sul 4

. /

OESTE PARANAENSE

\
Minas Gerais ¢
Espiito Santo
G o)
\E\ f~

" ? Y
= Sio Pado { __—Rioge Janeiro
Sog- 3L -

CENTRO-SUL PARANAENSE
(n=1) SUDESTE

PARANAENSE

— —~
v SUDOESTE
PARANAENSE

7T Catarina )
/" RioGrande 4"
P4 sosu _/

Nox /7 N
N [’//ﬂ 0 250 500 1.000 Km
LY A

Figura 2 - Distribuicdo geografica da ocorréncia de bovinos infectados pelo VFCM nas mesorregides do estado do Parana (n=44)32,

®A localizacao geografica da origem de cinco bovinos infectados pelo VFCM ndo foi informada nos relatorios.
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25  infectados pelo VFCM (n=44) do estado do Parana.
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Figura 4 - Achados histopatolégicos observados nos rins de bovinos infectados com o
VFCM. A: Observaram-se tabulos e ductos com degeneracdo balonosa (setas) na camada
medular renal; B: O maior aumento da imagem anterior demonstrando um tubulo renal
com ceélulas epiteliais (seta) exibindo degeneracdo balonosa. C: Observa-se a nefrite
linfocitica intersticial (asterisco) circundando uma arteriola (seta); D: Aumento maior
demonstrando a nefrite intersticial linfocitica (asteriscos) ao redor de tubulos contorcidos;
E: Artéria com endotélio exibindo degeneracdo (seta); F: Na papila renal, observa-se
degeneracgéo balonosa (setas) do uroepitélio ; Coloragdo de Hematoxilina e Eosina (A-F).
Bar, A 100 um; B 20 um; C-F 50 pm.
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Figura 5- Achados imuno-histoquimicos observados nos rins de bovinos infectados pelo
VFCM. A: Observam-se focos de nefrite intersticial linfocitica (asterisco) circundando
tibulos renais com imunorreatividade positiva (seta) ao VFCM; B: Observa-se
degeneracdo balonosa nos tubulos renais imunomarcados (setas); C: Na camada cortical
renal, nota-se imunorreatividade positiva nas células epiteliais (seta) de um tubulo renal;
D: Demonstracdo de uma artéria apresentando proeminéncia focal do endotélio para o
limen vascular (seta grossa) adjacente a células epiteliais tubulares renais com
imunorreatividade positiva (seta fina) para o VFCM; E: Em maior aumento, observam-
se thbulos renais com células epiteliais degeneradas exibindo imunorreatividade positiva
(setas finas) para o VFCM.; F: Na papila renal, uroepitélio apresentando degeneracao
balonosa (seta grossa) e imunorreatividade positiva para 0 VFCM (setas finas);

Imunoperoxidase contra corado com hematoxilina (A-F). Bar, A-B 100um; C-F 50um.
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Tabela 1 - Dados epidemioldgicos dos bovinos infectados pelo VFCM (n=44) do Estado do Parané entre 2010 a 2019

Estacio Idade Evolugdo Tipo Animais
Cidade de origem do ano Sexo (anos) Raca clinica de
(dias) morte Doentes Mortos  Total® Morbidade  Mortalidade Letalidade

(%0) (%0) (%0)
Alto do Parana Outono F 1,25 Nelore 4 S 3 3 N.1. - - 100
Amapord Outono M  9dias Nelore** 8 S 2 2 700 0,3 0,3 100
Apucarana Outono F 4 Nelore 6 S 4 1 110 3,6 0,9 25
Arapongas Inverno F 6 Tabapud 1 N 3 2 81 3,7 2,5 66,7
Araruna Primavera M 1,5 Nelore® 1 N 45 41 156 28,8 26,3 91,1
Assai Primavera F 1 Angus® 30 S 5 3 120 4,2 2,5 60
Bandeirantes Verdo M 1,25 Nelore 3 S 1 1 73 1,4 1.4 100
Bela Vista do Paraiso Inverno F 10dias Girolando 9 N 1 1 12 8,3 8,3 100
Bela Vista do Paraiso’  Primavera F 40dias Girolando 15 N 2 1 N.I. - - 50
Cambé Inverno M 1 Red Angus 15 S 4 4 N.I. - - 100
Cambé Outono M 0,75 Mestico** 10 N 3 3 17 17,6 17,6 100
Cruzeiro do Oeste® Primavera M 0,8 Nelore 1 S 1 1 120 0,8 0,8 100
Goioeré Inverno F 5 Nelore 15 S 11 11 263 4,2 4,2 100
Cornélio Procopio Outono F 5 Nelore 2 S 7 7 231 3 3 100
Florai Inverno F 1,6 Mestico® 20 S 3 2 29 10,3 6,9 66,7
Guarapuava Primavera M 1 Angus 5 S 4 3 63 6,3 4,8 75
Ibipora Primavera M  1ldia Senepol 1 N N.I. 1 N.1I. - - -
Iguaracu Verdo F 3 Mestico 4 N 3 3 20 15 15 100
Iretama QOutono F 17 dias Angus 17 S 19 1 60 - 1,7 -
Loanda QOutono M 2 Nelore 2 N 4 4 300 1,3 1,3 100
Londrina Inverno F 6 Nelore 2 S 1 1 700 0,1 0,1 100
Londrina Verao F 45 Jersey 10 N 2 2 11 18,2 18,2 100
Londrina Primavera M 30 dias Holandés 20 N N.I. 1 N.I. - - -
Londrina Outono F 4dias Brahaman 2 N 4 4 12 33,3 33,3 100
Londrina Outono F 3,5 Mestico 2 N 1 1 4 25 25 100
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Londrina Outono F 0,36 Senepol 5 S 1¢ 1 N.I. - - -
Londrina Inverno M 12 dias Holandés 2 N N.1. 1 N.1. - - -
Londrina Outono M 1,6 Nelore 3 N 5 4 150 3,3 2,7 80
Marialva Inverno M 6 Gir 5 S 10 1 N.1. - - 10
Maringa Primavera M 1 Nelore 4 S 19 18 309 6,1 5,8 94,7
Moreira Sales Inverno F 8 Nelore 4 S 9 8 1500 0,6 0,5 88,9
Ortigueira Outono F 2 Nelore 15 S 2 2 152 1,3 1,3 100
Paranavai Inverno F 8 Nelore 3 S 18 N.1I. 200 9 - -
Paranavai Inverno M 0,75 Mestico 1 N N.I. 1 N.I. - - -
Rolandia Verédo M  8dias Holandés® 4 N N.1I. 1 N.I. - - -
Rolandia Outono M 16 dias Holandés® 10 S N.I. 1 N.I. - - -
Roncador Inverno F 6 Holandés® 5 S 4 4 35 11,4 11,4 100
S&o Jerbnimo da Serra  Primavera M 0,66 Nelore 3 S 19 19 30 63,3 63,3 100
Terra Rica Primavera M 1,25 Angus 1 N N.I. 1 N.1I. - - -
N.I. Inverno M 7 Mestico N.I. N N.1. 1 N.I. - - -
N.I. Inverno M  2dias Angus N.I. N N.I. 1 N.I. - - -
N.I. Outono M 3,3 Mestico N.I. N N.I. 1 N.I. - - -
N.I. Verdo N.I. 20 dias Senepol 20 N N.I. 1 N.I. - - -
N.I. Outono N.I. Adulto Mestico N.I. N N.I. 1 N.I. - - -
Total - - 202 171 5458 - - -
Mediana/Média 4 - - - - 5,2 3,6 86,5

Nota: ®Ovinos, "Equinos, °Suinos em contato com bovinos na mesma propriedade rural; *Varios animais doentes (quantidade indefinida); *NUmero total de
bovinos em risco; " Caso publicado em Microbial Pathogenseis. 2020; 149:104497.; ¢ Caso publicado em J. Comp. Path. 2020; 174:86-98.; N.1., ndo informado;
M, macho; F, fémea; S, sacrificio; N, natural.
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Tabela 2 - Frequéncia das manifestagdes clinicas observadas em bovinos infectados com o
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VFCM (n=44) do estado do Parana

Frequente

Razoavelmente frequente

Infrequente

Decubito (n=24)

Apatia (n=15)

Depresséo (n=15)

Paresia flacida (n=15)
Incoordenagdo motora (n=14)
Diarreia (n=13)

Febre (n=13)
Atonia/hipomotilidade ruminal
(n=12)

Cegueira (n=11)

Enoftalmia (n=11)

Diminuicdo ténus cauda (n=10)
Anorexia (n=9)

Tremores (n=9)

Dispneia (n=7)

Desvio de cabeca (n=6)

Fezes ressecadas (n=6)
Fraqueza muscular (n=6)

Lesdes cutaneas (n=6)

Secrecdo nasal (n=6)
Sialorreia (n=6)
Hipotermia (n=6)

Agressividade (n=5)
Emagrecimento (n=5)
Nasceu fraco (n=5)
Abortos (n=4)

Andar em circulos (n=4)
Lingua flacida (n=4)
Midriase (n=3)

Nistagmo (n=3)

Opistétono (n=3)
Taquipneia (n=3)
Vocalizagdo (n=3)
Aumento articular (n=2)
Claudicacéo (n=2)

Esclera hiperémica (n=2)
Movimentos de pedalagem (n=2)
Opacidade de cornea (n=2)
Timpanismo (n=2)

Trismo mandibular (n=2)
Urina escura (n=2)
Estomatite (n=1)

Hipdpio (n=1)

Odor fétido na boca (n=1)
Prolapso retal (n=1)
Tenesmo (n=1)

Ulcera da cornea (n=1)
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1 Tabela 3 - Frequéncia das alteragdes macroscépicas observadas em bovinos infectados pelo
2 VFCM (n=44) do estado do Parana

Frequente Razoavelmente frequente Infrequente

Enterite (n=19) Pneumonia (n=7) Infarto renal (n=4)

Abomasite/abomasite ulcerativa (n=14) Congestdo renal (n=6) Hemorragia pulmonar (n=4)

Palidez musculatura (n=10) Degeneracdo hepatica (n=6)  Consolidacao pulmonar (n=4)

Edema pulmonar (n=10) Hemorragia cardiaca (n=6) Figado alaranjado (n=3)

Congestdo encefalica (n=8) Congestdo hepatica (n=5) Hemorragia renal (n=3)
Linfonodomegalia (n=5) Hiperplasia esplénica (n=3)
Esplenomegalia (n=5) Miocardite (n=3)

Nefrite (n=3)

Hemorragia encefalica (n=3)
Ulcera ruminal (n=2)
Edema barbela (n=2)
Onfaloflebite (n=2)
Encefalomalécia (n=2)
Figado friavel (n=2)
Estomatite (n=2)
Linfadenite (n=2)
Ruminite fangica (n=2)
Cistite hemorragica (n=2)
Edema epiglote (n=1)
Uveite (n=1)

Rim edematoso (n=1)
Poliartrite (n=1)
Hepatomegalia (n=1)
Fibrose hepatica (n=1)
Gangrena seca pele (n=1)
Ictericia (n=1)

Palidez visceral (n=1)
Diminuicéo polpa branca baco (n=1)
Endocardiose (n=1)
Edema encefélico (n=1)
Rinite hemorragica (n=1)
Hemorragia hepatica (n=1)
Necrose esofagica (n=1)
Traqueite fungica (n=1)
Serosite hemorragica (n=1)
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8 CONCLUSAO

O Parana apresentou taxa de infeccdo pelo VFCM maior em
comparacgdo com a média de morbidade estimada no Brasil da FCM, mostrando que
0 virus é endémico no estado.

O método imuno-histoquimico foi efetivo na identificacdo de antigenos
de VFCM em rins com alteracdes histologicas tipicas de FCM.

Os bovinos provavelmente foram infectados pelo OvHV-2.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados desse estudo demonstram que VFCM é endémico em
algumas mesorregides do estado do Parand, principalmente, nos bezerros até 1 ano
de idade, sem predisposicao racial e sexual.

Embora a FCM seja causada por diversos agentes do complexo de
VFCM, somente a ocorréncia do OvHV-2 foi relatada at¢é o momento no Brasil,
portanto, provavelmente os bovinos deste estudo estavam infectados pelo OvHV-2.

Os achados histopatolégicos observados nesse estudo sao tipicos de
infecgdo por OvHV-2. Adicionalmente, as alteragbes degenerativas observadas nos
rins associadas a detecc¢do intralesional de antigenos virais reforcam a participacéo
do sistema urinario na patogénese dessa doenca.

A técnica de imuno-histoquimica foi efetiva na evidenciacdo de
antigenos do VFCM nos tecidos renais. Isso permitiu a identificacdo de um maior
numero de bovinos infectados e ainda possibilitou associar lesdes histologicas
observadas nos rins a infeccao pelo VFCM. Demonstrando ser uma técnica de
diagnostico in situ eficiente em estudos retrospectivos usando blocos de tecido
parafinados, sendo o rim um érgéo util no diagnostico imuno-histoquimico da infeccéo
pelo VFCM.

A constatacdo de maior numero de animais infectados pelo VFCM
corrobora que a infecdo seja subdiagnosticada e subnotificada no Brasil. Entretanto,
mais estudos retrospectivos, utilizando métodos de diagnosticos mais especificos,
devem ser feitos nas demais regides do Brasil para que a real prevaléncia da FCM

e/ou infeccdo pelo VFCM sejam conhecidas.
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by a single sentence of text (of no more than 50 words) that describes the key message of the
paper. Graphical abstracts will not be published in the print or on-line versions of the actual paper.
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Tables require captions and should be self-explanatory. Each column should have a heading that
accurately describes all entries bensath. Tables should be submitted on separate sheets and designed
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1 11 ANEXO I

2 1. Protocolo da Técnica de Imuno-histoquimica para o VFCM

| REAGENTE/SOLUGAO | EQUIPAMENTO | TeC TEMPO

1.Desparafinizagao
Estufa 602C 10 horas

Xilol | Bergo IHQ 20 min
Xilol 1l 20 min
2.Reidratagdo
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% I 10 min
Alcool 90% 5 min
Alcool 80% 5 min
Ligar a panela de pressao
Alcool 70% | 5 min
Lavar em agua corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho /transporte
3.Recuperagao Antigénica
Citrato pH 6,0 | Panela de pressao ‘ 869C 10 min
Perda da pressdo da panela 20 min
Retirar da panela com auxilio de luva de cozinha
Estabilizagcdo da T2C do material em T2C ambiente 20 min
Lavar em agua corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho /transporte
4.Bloqueio da peroxidase enddgena
Perodxido de hidrogénio 6% (100ml) . .
+ Agua destilada (50 ml) TéCambiente | 30 min
Trabalhar em cuba (solugdo total 150 ml) e bergo de vidro. Proteger da luz.
Descartar solucgdo
Lavar em agua corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho /transporte
5.Incubagdo com Anticorpo Primario
Secar ao redor dos cortes com papel toalha
Anticorpo primario diluido em diluente Camara dmida 40C 203 24 horas
(1:400)
6.Apds a incubacdo
Lavar em PBS
PBS pH 7,2 5 min
PBS pH 7,2 5 min
7.Incubagdo com anticorpo secundario (superpicture kit polimero - Ivitrogen)
Secar ao redor dos cortes com papel toalha
Anticorpo secundario Camara Umida TeC ambiente | 30 min
PBS pH 7,2 5 min
PBS pH 7,2 5 min
8.Solugdo Cromogena
Secar ao redor dos cortes com papel toalha
DAB (I\'/ltrogen - 1 gota de cada frascoem 1 Capela ligada ToC ambiente | 3 min
ml de dgua destilada)
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Parar a reagdo em agua corrente | Bergo do HE ‘ TeC

Descartar o DAB em local adequado

Lavar em agua corrente Fraca ‘ 10 min
Agua destilada Mergulho /transporte

9.Coloracao e desidratacao

Hematoxilina de Harris ‘ 30segalmin
Descartar agua no descarte de corante e trocar para o berco de IHQ

Lavar em dgua corrente ‘ 10 min
Agua destilada Mergulho /transporte

Alcool 70% 5 min
Alcool 80% 5 min
Alcool 90% 5 min
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% I 10 min
Deixar secar as laminas com a capela ligada

Xilol | 20 min
Xilol 1l 20 min

Montar as laminas com laminula adequada

2.Solucdes

Tampao Fosfato Salino (PBS) pH 7,2

Na;HPO47H,0 3,96 gramas
NaH,PO4H,0 0,72 gramas
NaCl 16,34 gramas
Agua destilada 2000 ml
Ajustar o pH para 7,20 -7,24

Citrato pH 6,0

Acido citrico 2,1 gramas
Agua destilada 1000 ml
Ajustar o pH para 6,0

Solugdo de revelagdao — DAB

Agua destilada (frasco eppendorf) 1ml
Solucdo 1 1 gota
Solugdo 2 1 gota
Solugdo 3 1 gota
Homogeneizar




