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TREMOR CONGENITO EM SUINOS: O VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA E
UM AGENTE ETIOLOGICO?

RESUMO - O tremor congénito em suinos possui diversas etiologias, inclusive
os pestivirus. O objetivo deste trabalho foi avaliar se o virus da diarreia viral bovina
(BVDV) é um dos agentes etioldgicos da enfermidade. Para tal, foi realizada
inoculagdo de dez fémeas suinas gestantes com BVDV-2 em dois diferentes
modelos experimentais, sendo o primeiro a inoculacdo oronasal das fémeas (Grupo
1; n=4), e 0 segundo a inoculacéao fetal intrauterina (Grupo 2; n=4). O terceiro grupo
(Grupo 3) foi o controle. As marrds e os fetos foram desafiados aos 45 dias de
gestacdo com BVDV-2. Foram colhidas amostras sangue de todos os leitbes
nascidos para obtencdo de sangue total e soro, para determinacdo dos titulos de
anticorpos pela virusneutralizacdo (VN) e deteccao de RNA viral pela técnica de RT-
PCR. Um terco dos neonatos foram eutanasiados ao terceiro dia de idade, e deles
coletaram-se fragmentos de encéfalo, tronco encefédlico e medula espinhal para
avaliacdo anatomohistopatologica e RT-PCR. Os leitdes que permaneceram Vivos
foram avaliados clinicamente todos os dias, e foi realizada colheita de sangue
periodicamente durante 35 dias, as quais foram submetidas a sorologia (VN) e RT-
PCR. Os leitdes de ambos o0s grupos ndo apresentaram sinais clinicos neurolégicos
e nasceram com auséncia de virus no sangue e nos orgaos. Os leitdes do Grupo 1
nao apresentaram anticorpos contra o BVDV-2 ao nascimento, que posteriormente
foram adquiridos por transferéncia passiva materna. Ao contrario, os leitdes do
Grupo 2 nasceram com altos titulos de anticorpos contra o agente, que
permaneceram altos até o término do periodo experimental. Microscopicamente, ndo
foram observadas alteracdes dignas de nota. Macroscopicamente, observou-se que
29,5% do total de leitbes abatidos dos grupos infectados nasceram com baixa
relacdo entre cérebro e cerebelo, o que pode ser indicativo de hipoplasia cerebelar.
Desta forma, concluiu-se que o BVDV néo parece ser um agente etiolégico para o
tremor congénito suino.

Palavras-chave: hipoplasia cerebelar, infeccdo experimental, inoculagcéo
intrauterina, leitdes, mioclonia
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CONGENITAL TREMOR IN PIGLETS: IS BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS AN
ETIOLOGICAL AGENT?

ABSTRACT - Congenital tremor in pigs has several etiologies, including
pestiviruses. The objective of this study was to evaluate whether bovine viral diarrhea
virus (BVDV) is one of the etiological agents of this disease. Ten pregnant gilts were
inoculated with BVDV-2 in two different experimental models, the first being the
oronasal inoculation of the females (group 1; n=4), and the second was the
intrauterine fetal inoculation (group 2; n=4). The third group (group 3) constituted the
control group. Gilts and fetuses were challenged at 45 days of gestation with strain
BVDV-2 SV 280. Blood samples were collected from all piglets born to obtain whole
blood and serum for determination of antibody titers by virus neutralization (VN) and
detection of viral RNA by the RT-PCR technique. One third of the neonates were
euthanized at the third day of age, and fragments of brain, cerebellum, brain stem
and spinal cord were collected for anatomopathological and RT-PCR evaluation. The
piglets that remained alive were clinically evaluated every day, and blood samples
were collected periodically for 35 days, which were submitted to serology (VN) and
RT-PCR. The piglets of both groups showed no clinical neurological signs and were
born without virus in the blood and organs. Group 1 piglets did not present antibodies
against BVDV-2 at birth, which were acquired by passive maternal transfer. In
contrast, Group 2 piglets were born with high antibody titers against the agent, which
remained high until the end of the experimental period. Microscopically, no noticeable
changes were observed. Macroscopically, it was observed that 29.5% of the total
piglets slaughtered from the infected groups were born with a low ratio between brain
and cerebellum, which may be indicative of cerebellar hypoplasia. Thus, it was
concluded that BVDV does not appear to be an etiological agent for congenital pig
tremor.

Key words: cerebelar hypoplasya, congenital tremor, experimental infection,

intrauterine inoculation, piglets, myoclonus
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

Os pestivirus sdo considerados agentes virais com grande capacidade de
causar enfermidade disseminada e persistir sem ser detectado dentro de um
rebanho. Os suinos podem ser infectados pelo BVDV em condi¢Bes naturais, e 0s
efeitos da infeccdo do BVDV no sistema nervoso de suinos ainda ndo foram
esclarecidos. Entretanto, hipoplasia cerebelar, hipomielinizacdo e tremores em
bovinos ja foram relatados. Transmissdes verticais e suas diversas manifestacdes
reprodutivas em bovinos foram relatados, mas 0s estudos com 0s suinos s&o
escassos.

Dentro dos tipos de tremor congénito ja documentados encontra-se o tipo A2,
caracterizado por etiologias virais desconhecidas. Acreditava-se que o Circovirus
Suino tipo 2 (PCV-2) era o principal agente causador desta enfermidade, porém
estudos recentes descartaram esta etiologia, o que fez ressurgirem as duvidas
guanto aos agentes etiologicos. Um dos principais causadores de tremor do tipo Al,
0 virus da peste suina classica (PSC), pertence ao mesmo género viral do estudo
em questdo. Além disso, um novo pestivirus ja foi identificado como agente
etiologico da doenca, o que reforca a necessidade de se pesquisar a atuacao do
BVDV no sistema nervoso de suinos, visto que outros virus deste género séo
comprovadamente causadores de tremor.

Por afetar principalmente primiparas, esta afeccdo pode caracterizar um
problema em granjas produtoras de suinos, jA que compromete o plantel de
reposicdo e as leitegadas futuras. A ocorréncia de tremor congénito impacta
negativamente na economia, uma vez que 0S animais acometidos apresentam
dificuldades de locomocé&o, gerando mortes por esmagamento e inanicdo, uma vez
gue 0s mesmos ndo conseguem alcangar os tetos para se alimentarem, levando a
perdas produtivas e prejuizos aos produtores.

Atualmente h&a poucos estudos sobre a patogenicidade do BVDV na espécie
suina, pois a maioria dos estudos esta concentrada na espécie bovina. Este trabalho

visa determinar, por meio de inoculagbes experimentais, se o BVDV-2 € capaz de



causar hipomielinizacdo e outras lesbes no sistema nervoso central de neonatos
suinos, sendo um agente causador de tremor, além de esclarecer aspectos ligados

as manifestacdes clinicas, patogenia, e o impacto na producéo.



2. Revisao de literatura

2.1. Tremor Congénito

Doencas que afetam a formacdo da bainha de mielina ou as sinapses
nervosas interrompem os impulsos elétricos, levando ao tremor (KENT SCARRAT,
2004). O tremor congénito suino - TCS (Mioclonia Congénita) foi caracterizado por
tremores da cabeca e dos membros em recém nascidos (EDWARDS & MULLEY,
1999). Esta associado a desmielinizacdo do cérebro e medula espinhal e é
clinicamente observado em surtos de tremores em leitdes neonatos por um periodo
limitado de tempo, mas podem persistir até a idade de abate (BLOMSTROM et al.,
2014). Os sinais clinicos do tremor estdo associados a varios graus de
hipomielinogénese da medula espinhal ou cérebro (DONE, 1976).

Existem duas classificacdes para os tremores congénitos. O tremor do Tipo A
baseia-se na deficiéncia de mielina no sistema nervoso central e periférico, enquanto
que na Tipo B n&o ha deficiéncia de mielina (SEGALES et al., 2004). Além disso, o
TCS Tipo A é dividido em 5 subtipos diferentes (A1-A5) (EDWARDS & MULLEY
1999).

Dentro das possiveis causas do TCS Tipo A encontram-se o virus da Peste
Suina Classica (tipo Al), infec¢Bes virais por agentes nao definidos (tipo A2),
mioclonia ligada aos cromossomos sexuais (tipo A3), ligada aos genes recessivos
de cromossomos autossdmicos (tipo A4), intoxicacdo por triclorfon (tipo A5), e
intoxicacdo por micotoxinas tremorigénicas (A6), sendo esta Ultima apenas
evidenciada experimentalmente (MARE & KLUGE, 1974; SOBESTIANSKY &
BARCELOS, 2012). O tipo A2 é a forma mais comum de mioclonia congénita na
maioria das granjas produtoras de suinos em diversos paises e afeta ambos 0s
sexos e todas as racas (MARE & KLUGE, 1974; SOBESTIANSKY & BARCELOS,
2012).

Sabe-se que o virus da Peste Suina Classica € capaz de causar tremores
congénitos em leitdes infectados pela via intrauterina, além do nascimento de crias
fracas e inviaveis, malformacdes congénitas, abortos e nascimento de animais

persistentemente infectados (RIDPATH, 2012). Assim como na PSC, Tunca et al.



(2006) afirmam que as malformac¢des mais comuns em fetos bovinos infectados pelo

BVDV por via transplacentaria sédo hipoplasia cerebelar e hipomielinizacéo.

2.2 Género Pestivirus

O género Pestivirus pertence a familia Flaviviridae, constituido pelos virus da
peste suina classica, o virus da diarreia viral bovina e o virus da doenca das
fronteiras, que infectam exclusivamente os animais (HOEHE, 2012; RIDPATH et al.,
2012), e se caracteriza por virus esféricos com 40 a 60 nm de diametro e
nucleocapsideo icosaédrico, revestido por um envelope derivado das membranas da
célula do hospedeiro (WEBER, 2013; SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pode infectar hospedeiros de
diferentes espécies (bovinos, bufalos, ovinos, caprinos e suinos) em condi¢cdes
naturais (RIDPATH et al., 2012.)

Os pestivirus sdo classificados em dois biotipos, os citopaticos (cp) e 0os ndo
citopéticos (ncp). Ndo existem evidéncias que comprovem haver relacdo entre a
citopatogenicidade e a viruléncia, uma vez que cepas ncp do BVDV, em geral,
causam a forma mais grave da enfermidade (RIDPATH et al., 2000).

Os ncp sdo normalmente encontrados a campo e capazes de produzir

infeccdo persistente em fetos bovinos, no caso do BVDV essas infecgOes
persistentes ocorrem em fetos bovinos infectados entre 40 e 120 dias de prenhez,
porém os cp sao considerados uma mutacdo do biotipo ncp e por isso sdo menos
comuns na natureza (RIDPATH et al., 2012).
Também se observa a apresentacdo do BVDV em dois genotipos, BVDV tipo 1 e
BVDV tipo 2, de acordo com as caracteristicas antigénicas e analises filogenéticas
(RADOSTITS et al., 2007). O BVDV-1 esta ligado as infec¢cdes mais brandas e
moderadas, descritas como amostras classicas do virus ou cepas de referéncia
(FLORES et al.,, 2000). Por outro lado, o BVDV-2 esta relacionado a uma alta
morbidade e mortalidade em bovinos, levando a problemas reprodutivos,
respiratérios ou entéricos, doenga hemorragica e trombocitopenia (BRUM et al.,
2013).



2.3 Epidemiologia

No Brasil, Gatto (2015) conduziu estudos de prevaléncia em 1930 amostras
de frigorifico entre 2013 e 2014, e observou 5,34% de positividade para BVDV entre
0s suinos do estado de Sdo Paulo. Em outro estudo conduzido na regido nordeste
do estado de S&o Paulo (2015), Almeida (2015) obteve, em 360 amostras de sangue
suino, 1,94% reagentes ao BVDV-1 e 3,06% reagentes ao BVDV-2, entre 0s anos
de 2014 e 2015.

O BVDV pode ser transmitido por contato direto ou indireto entre os animais.
O virus pode ser eliminado através de secrecdes nasais, oculares, genitais, orais,
como leite, sémen, urina e fezes. A transmisséo vertical aos embrides/fetos € uma
consequéncia frequente em vacas prenhes (THURMOND, 2005).

Quando a infeccdo ocorrer durante a gestacdo bovina, o BVDV pode
atravessar a barreira transplacentaria e acometer o feto. Dependendo do periodo
gestacional e do tipo do virus que infecta a vaca gestante, pode ocorrer infertilidade
temporaria, retorno ao cio, mortalidade embrionaria ou fetal, abortos ou
mumificacdes, ma formacdes fetais e nascimento de bezerros fracos (FLORES et al.,
2000). Se a infecgao for causada por uma cepa ncp do BVDV-1 ou BVDV-2 antes
dos 120 dias de gestacdo, o feto ndo é capaz de possuir imunocompeténcia e
reconhece o virus como proprio e podem nascer persistentemente infectado (Pl),
eliminando continuamente virus no ambiente (GROOMS, 2004).

Em rebanhos positivos para BVDV, as malformagdes s&o relatadas quando a
infeccédo do feto ocorre entre 100 e 150 dias de gestacdo causando problemas no
sistema nervoso, pois este periodo relaciona-se ao estagio final da organogénese.
Os achados patolégicos descritos com mais frequéncia sédo hipoplasia cerebelar,
hidrocefalia, microcefalia, mielinizacdo deficiente da medula espinhal, atrofia ou
displasia da retina, microftalmia, catarata, além de hipoplasia timica, hipotricose,

braquignatismo e artrogripose (RIDPATH et al., 2012).

2.4 Patogenia do tremor congénito
O virus da Diarreia Viral Bovina tem uma predilecéo por tecidos mitoticamente

ativos, incluindo células do sistema nervoso central, como as células da glia e retina



(MOENING & LIESS, 1995). O diagnéstico de hipoplasia cerebelar pode ser
baseado em sinais de disfuncéo cerebelar em animais recém-nascidos e confirmado
por exame pos-morte (MOENING & LIESS, 1995). Em animais normais, a proporcao
esperada varia entre 9,5-11%, sendo que em casos de hipoplasia cerebelar esta
proporcao pode variar entre 7-9% (POPE et al., 1986).

Ainda ndo é bem definida a patogénese da hipomielinizacdo apés a infeccao,
mas acredita-se que haja um efeito deletério sobre o desenvolvimento e funcédo de
oligodendrocitos. Estudos com BVDV tém reproduzido resultados obtidos em
estudos com BDV, em que as células infectadas abrangem neurénios, astrécitos,
oligodendrdcitos, células endoteliais, células ependimais e fibroblastos
(MONTGOMERY et al., 2008). As células afetadas pelo BVDV no sistema nervoso
sdo basicamente as células da neurdglia (ou glia), as quais sustentam os neurénios
e podem participar da atividade neuronal ou da defesa. No SNC, essas células sao
0s astrocitos, os oligodendrdcitos, as células da microglia e as células ependimais
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Os astroécitos sdo células que apresentam muitos prolongamentos, em varias
direcdes, e sao responsaveis pelo suporte estrutural para os neurdnios, proliferacéo
e reparo apos injurias, além de participarem de vias metabdlicas moduladoras de
ions, neurotransmissores e metabdlitos neuronais. Os oligodendrécitos sdo menores
que os astrocitos, e seus prolongamentos envolvem os ax6nios dentro do SNC,
sendo responsaveis pela formacdo da bainha de mielina. A microglia é uma célula
pequena, de dificil identificacdo e principal apresentadora de antigeno do SNC. Néo
sdo abundantes em condicBes normais, porém em caso de injdrias, sdo ativadas e
podem se proliferar e migrar para o local da lesdo. As células ependimais revestem
os ventriculos encefélicos, aqueduto do mesencéfalo e o canal central da medula
espinhal. Estao relacionadas com a producédo do liquido cerebroespinhal juntamente
com os plexos coriéideos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

As experiéncias sugerem que as cepas de BVDV tipo 2 infectam o cérebro
fetal mais facilmente do que as cepas do tipo 1, embora ambos os tipos tenham
tropismo por tecidos semelhantes. Um aumento do numero de processos
astrociticos proximos a axénios foi observado no em cordeiros infectados com BVDV
(BIELEFELDT-OHMANN et al., 2008).



Processos microgliais adjacentes a bainha de mielina, que contenham restos
de substancia semelhante a mielina e vacuolos, foram observados em infeccéao pela
Peste Suina Classica e Doenca das Fronteiras. Embora rara, esta constatacao
sugere que a destruicdo da mielina pré-formada ou mielina anormalmente formada
podem desempenhar um papel na patogénese da doenca (BINKHORST ET AL.,
1983)

Estudos em bovinos provaram que animais infectados naturalmente em fase
gestacional pelo BVDV apresentaram ao nascimento hipoplasia cerebelar,
deficiéncias de crescimento, além de alguns casos de hidrocefalia e hidranencefalia
(BLANCHARD et al., 2010). Outros sinais relatados por Binkhorst et al. (1983)
abrangem incoordenacdo moderada, variando da inabilidade de permanecer em
estacdo até movimentos espasmicos incontrolados, tremores da cabeca e do corpo,
podendo evoluir para espasmos tetdnicos a excitacdo. Microscopicamente,
observou-se deficiéncia de mielina apos coloracdo especial, comparando-se com
cortes controle de animais sadios da mesma idade. Também notou-se presenca de
células gliais anormais. Baseado nas observacbes clinicas e epidemioldgicas,
confirmou-se que as alteracbes neurologicas nos bezerros foram causadas pelo
BVDV.

Geralmente as infec¢bes por BVDV em suinos cursam sem sinais clinicos,
mas em animais adultos foram relatados problemas reprodutivos, nascimento de
leitdes fracos, aborto e mumificacdo fetal (VANNIER & ALBINA, 1999). Porcas
prenhes ja foram inoculadas experimentalmente com o BVDV-1 no 65° dia de
gestacdo (WALZ et al., 2004), porém ndo foram encontrados achados relevantes,
com isso a necessidade de uma analise mais ampla com diversos isolados em
diferentes tempos da gestacdo para esclarecer as consequéncias do BVDV nos

suinos.

2.5 Atualidades

Estudos recentes identificaram um novo pestivirus causador de tremor
congénito em leitdes, mundialmente presente nos rebanhos suinos, denominado
“Atypical Porcine Pestivirus — APPV”, que leva a hipomielinizagdo moderada da

substancia branca do cerebelo e medula espinhal. O virus tem sido encontrado



amplamente difundido entre os rebanhos, com grande variabilidade entre as
amostras, e ja foi encontrado na Espanha, Estados Unidos, Alemanha, Holanda,
Austria, China, e recentemente no Brasil (Hause et al., 2015; Arruda et al., 2016;
Beer et al., 2016; De Groof et al., 2016; Schwarz et al., 2017; Yuan et al., 2017,
Zhang et al., 2017; Gatto et al., 2017; Mosena et al.; 2017). Nestes estudos, o APPV
foi capaz de causar tremor congénito em suinos cursando com desnutricdo e morte
dos leitdes afetados.

Conhecimentos mais profundos sobre a doenca, bem como 0S processos
patologicos, perdas advindas e suas implicacdes sdo necessarios, tendo em vista a

importancia da suinocultura no cenario nacional.
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'Capitulo I - TREMOR CONGENITO EM SUINOS: O VIRUS DA DIARREIA VIRAL

BOVINA E UM AGENTE ETIOLOGICO?

Mechler, M. L., Gomes, F. S., Nascimento, K. A., Pires, F. F. B., Souza-Pollo, Samara, S. I.,

A., Pituco, E. M., Oliveira, L. G.

Resumo

O tremor congénito em suinos possui diversas etiologias, inclusive pestivirus. O
objetivo deste trabalho foi avaliar se o virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um dos
agentes etiologicos da enfermidade. Para tal, foi realizada inoculacdo de dez fémeas suinas
gestantes com BVDV-2 em dois diferentes modelos experimentais, sendo o primeiro a
inoculacdo oronasal das fémeas (Grupo 1; n=4), e o segundo a inoculacao fetal intrauterina
(Grupo 2; n=4). O terceiro grupo (Grupo 3; n=2) constituiu o grupo controle. As marras e 0s
fetos foram desafiados aos 45 dias de gestacdo com BVDV-2. Foram colhidas amostras
sangue de todos os leitdes nascidos para obtencdo de sangue total e soro, para determinacao
dos titulos de anticorpos por virusneutralizacdo (VN) e deteccdo de RNA viral pela técnica de
RT-PCR. Um terco dos neonatos foram eutanasiados ao terceiro dia de idade, e deles
coletaram-se fragmentos de encéfalo, tronco encefalico e medula espinhal para avaliacdo
anatomohistopatolégica e RT-PCR. Os leitGes que permaneceram vivos foram avaliados
clinicamente todos os dias, e foi realizada colheita de sangue periodicamente durante 35 dias,
as quais foram submetidas a sorologia (VN) e RT-PCR. Os leitdes de ambos o0s grupos nédo
apresentaram sinais clinicos neurolégicos e nasceram com auséncia de virus no sangue e nos
orgdos. Os leitdes do Grupo 1 ndo apresentaram anticorpos contra 0 BVDV-2 ao nascimento,

os quais foram adquiridos por transferéncia passiva materna. Ao contrario, os leitdes do

! Artigo formatado de acordo com o padrdo grafico da revista Veterinary Microbiology. ISSN 0378-1135
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Grupo 2 nasceram com altos titulos de anticorpos contra 0 agente, 0s quais permaneceram
altos até o término do periodo experimental. Microscopicamente, ndo foram observadas
alteracdes dignas de nota. Macroscopicamente, observou-se que 29,5% do total de leitdes
abatidos dos grupos infectados nasceram com baixa relacdo entre cérebro e cerebelo, o que
pode ser indicativo de hipoplasia cerebelar. Desta forma, concluiu-se que o BVDV néo é um

agente etioldgico para o tremor congénito suino.

Palavras-chave: hipoplasia cerebelar, infeccdo experimental, inoculacdo intrauterina, leitdes,

mioclonia
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1. Introducéo

O género Pestivirus pertence a familia Flaviviridae, constituido pelos virus da Peste
Suina Classica (CSFV), o virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e o virus da doenca das
fronteiras (Hoehe, 2012; Ridpath et al., 2012). O BDV e o BVDV pode ocasionalmente
infectar hospedeiros de diferentes espécies (bufalos, ovinos, caprinos e suinos) em condigdes
naturais (Ridpath et al., 2012)

O BVDV pode ser transmitido por contato direto ou indireto entre os animais. O virus
pode ser eliminado por meio de secrecBes nasais, oculares, genitais, orais, leite, sémen, urina
e fezes, e a transmissdo vertical aos embrides/fetos é frequente em vacas prenhes (Thurmond,
2005).

Se a infeccdo for causada por uma cepa ndo citopética (ncp) do virus da Diarreia Viral
Bovina tipo 1 (BVDV-1) ou tipo 2 (BVDV-2) antes dos 120 dias de gestacdo em bovinos, o
feto ndo possui imunocompeténcia e reconhece o virus como proprio, podendo nascer
persistentemente infectado (PI), eliminando continuamente virus no ambiente e sem
anticorpos contra o agente (Grooms, 2004).

Em rebanhos bovinos infectados pelo BVDV, as malformacges fetais descritas com
mais frequéncia sdo hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, microcefalia, mielinizacdo deficiente
da medula espinhal, atrofia ou displasia da retina, microftalmia, catarata, além de hipoplasia
timica, hipotricose, braquignatismo e artrogripose (Ridpath et al., 2012).

Doencas que afetam a formagéo da bainha de mielina ou as sinapses nervosas alteram 0s
impulsos elétricos nos neur6nios, levando ao tremor (Scarrat, 2004). O tremor congénito
suino - TCS (Mioclonia Congénita) é caracterizado por tremores da cabeca e dos membros em
recém-nascidos (Edwards; Mulley, 1999). Esta patologia estd associada a desmielinizacdo do

cérebro e medula espinhal e é clinicamente observado em surtos de tremores em leitdes
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neonatos por um periodo limitado de tempo, mas podem persistir até a idade de abate
(Blomstrom et al., 2014). Além disso, sabe-se que os sinais clinicos do tremor congénito estdo
associados a varios graus de hipomielinogénese da medula espinhal ou cérebro (Schwarz,
2017).

Estudos recentes identificaram um novo pestivirus causador de tremor congénito em
leitdes, mundialmente presente nos rebanhos suinos, denominado “Atypical Porcine
Pestivirus — APPV”, que leva a hipomieliniza¢cdo moderada da substancia branca do cerebelo
e medula espinhal. O virus tem sido encontrado amplamente difundido entre os rebanhos, com
grande variabilidade entre as amostras, e ja foi encontrado na Espanha, Estados Unidos,
Alemanha, Holanda, Austria, China, e recentemente no Brasil (Hause et al., 2015; Arruda et
al., 2016; Schwarz et al., 2017; Gatto et al., 2017; Mdsena et al.; 2017). Nestes estudos, 0
APPV foi capaz de causar tremor congénito em suinos cursando com desnutricdo e morte dos
leitdes afetados.

Sabe-se que o virus da Peste Suina Classica é capaz de causar tremores congénitos em
leitbes infectados pela via intrauterina, além do nascimento de crias fracas e inviaveis,
malformacdes congénitas, abortos e nascimento de animais persistentemente infectados (OIE,
2015c). Assim como na PSC, Tunca et al. (2006) afirmam que as malformacdes mais comuns
em fetos bovinos infectados pelo BVDV por via transplacentaria sdo hipoplasia cerebelar e
hipomielinizacéo.

Geralmente as infec¢Ges por BVDV em suinos jovens cursam sem sinais clinicos, mas
em animais adultos foram relatados problemas reprodutivos, nascimento de leitbes fracos,
aborto e mumificacdo fetal (Vannier e Albina, 1999).

Porcas prenhes ja foram inoculadas experimentalmente com o BVDV-1 no 65° dia de

gestacdo (Walz et al., 2004), porém ndo foram encontrados achados relevantes, com isso a
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necessidade de uma analise mais ampla com diversos isolados em momentos diferentes da
gestacdo para esclarecer as consequéncias da infec¢do pelo BVDV nos suinos.

A0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo com inoculacdo intrauterina de BVDV
em suinos, e teve como objetivo avaliar se este virus € um possivel agente etiolégico do
tremor congénito, com capacidade de causar lesdes no SNC de neonatos suinos e hipoplasia

cerebelar.

2. Material e métodos

2.1 Selecdo e manejo dos animais

Dez fémeas suinas de linhagem comercial, primiparas, com idade de 180 dias e peso
entre 90 a 100 kg, livres de PSC foram adquiridas de empresa especializada na criacdo e
producdo de suinos, em regido também livre de PSC. As marras foram vacinadas contra
doencas reprodutivas (parvovirose, leptospirose e erisipela) e eram sorologicamente negativas

para BVDV-1 e BVDV-2.

2.2 Delineamento experimental

As dez fémeas foram organizadas em trés grupos experimentais, sendo o grupo 1 (n=4)
inoculado pela via oronasal, o grupo 2 (n=4) inoculado pela via intrauterina, e o grupo 3 (n=2)
constituiu o grupo controle. Os grupos foram alojados nas mesmas condigdes, porém o grupo
controle foi isolado dos demais, e todos receberam alimentacdo de acordo com as fases

gestacionais, conforme preconiza o Nutricional Research Council (NRC, 2012).
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2.2.1 In6culo

O inoculo utilizado foi isolado de amostra de campo (BVDV SV 260, genotipo 2 ncp),
proveniente de isolado de caso clinico em bovino (VOGEL et al., 2001; FLORES et al.,
2005), uma vez que ruminantes sdo a maior fonte de infeccdo para os suinos (Ridpath, 2010).
Foi administrada uma dose viral com titulo 10°°> TCIDs/mL de BVDV-2 cultivada em
células MDBK. O indculo foi testado em bezerro, sendo confirmada a capacidade de causar
viremia e levar o animal a soroconversdo. Os resultados das analises de sangue e soro do

bezerro inoculado podem ser observados no Apéndice A.

2.2.2 Grupo 1 (G1) — inoculacéo oronasal das porcas gestantes

A inoculacdo oronasal das fémeas visou simular condi¢Bes naturais para infeccdo pelo
BVDV, as quais permitem a interferéncia do sistema imunoldgico materno na dindmica da
infeccdo. Para tal, quatro porcas gestantes foram inoculadas aos 45° dia gestacéo.

As porcas foram inoculadas pelas vias intranasal e oral, para simular as vias de infec¢éo
natural. O indculo foi administrado em 15 ml de EMEM (Eagles Minimal Essential Medium),
sendo 10 mL instilados por seringa nas narinas € 5 ml administrados por via oral, segundo
calculos de Cabezon et al. (2010). Todas as marras passaram por colheitas de sangue em
intervalos de 72h, para observacdo da ocorréncia de viremia e soroconversao, até 0 momento

do parto.

2.2.2 Grupo 2 (G2) — infecgéo intrauterina dos fetos
Este modelo visou avaliar os efeitos do virus diretamente no feto, excluindo-se a

atuacdo da barreira placentaria e do sistema imunolégico da fémea. Quatro porcas gestantes
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foram submetidas a laparotomia ao 45° dia de gestacao para a inoculacdo intrauterina, em que
cada feto recebeu o indculo nas respectivas vesiculas amnidticas.

A inducdo pré-anestésica foi realizada com aplicagéo intramuscular de uma combinacéo
de cetamina e midazolam, nas doses de 3 mg/kg e 0,5 mg/kg, respectivamente. Apos a
inducdo, foi preparado o acesso venoso por meio da veia auricular medial ou lateral, para
manutencdo anestésica com infusdo continua de propofol a 4 mg/kg. Cada porca foi colocada
em decubito lateral esquerdo, e o abdémen direito preparado para laparotomia asséptica. Em
seguida, realizou-se bloqueio local em “L invertido” com lidocaina 2%, ndo ultrapassando 7
mg/kg, e 3 ml da mesma para bloqueio do nervo torécico lateral.

Para acesso a cavidade, foi feita uma incisdo paramediana de 25 cm aproximadamente,
preservando-se o tecido mamario. O Utero foi exteriorizado e cada feto recebeu 0,5ml da
mesma solucdo viral em suas respectivas vesiculas amnidticas, utilizando-se agulha de calibre
12,7 mm x 0,33 mm. A parede abdominal foi suturada em trés camadas usando fio de sutura

absorvivel sintético. Cada procedimento levou aproximadamente 1 hora.

2.2.3 Grupo 3 (G3) — Grupo controle

As duas porcas deste grupo receberam 15 ml de placebo, administrado pelas vias
intranasal e oral, sendo 10 mL instilados com seringa nas narinas e 5 ml por via oral, contendo
apenas meio EMEM. As fémeas passaram por colheitas de sangue em intervalos de 72h até o

momento do parto.

2.3 Exame fisico e colheitas de amostras
A gestacéo foi acompanhada para observacdo de quaisquer alteracoes, e os partos foram

assistidos para garantir que os leitdes nascidos ndo ingerissem o colostro antes da primeira



19

colheita de sangue, e que recebessem os primeiros cuidados ao nascimento. Dos leitdes
nascidos vivos, 1/3 de cada leitegada foi aleatoriamente selecionado para eutandsia e
necropsia ao terceiro dia, de modo que fosse possivel a observacédo clinica nos trés primeiros
dias de vida.

A eutanasia dos leitbes foi realizada conforme preconizam os métodos aceitaveis nas
diretrizes e praticas de eutanésia aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(protocolo n°® 2820/16). Na necropsia, foi realizada a colheita de fragmentos de cortex
cerebral (frontal, temporal, parietal e occipital), bulbo, tAlamo, hipotdlamo, cerebelo, medula
espinhal (cervical e lombar) para exame anatomopatoldgico e RT-PCR. Os fragmentos de
tecido nervoso foram divididos em trés amostras para acondicionamento, sendo uma em
formol 10% para avalia¢des histopatologicas e duas armazenadas em freezer a -80°C.

Todas as marrds e leitdes passaram por colheitas de sangue e soro em intervalos de 72h,
para observacdo de viremia e soroconversao. As fémeas foram avaliadas até o momento do
parto, e todos os leitbes passaram por colheitas de sangue ao nascimento, antes da ingestao do
colostro, e os leitbes remanescentes foram avaliados até os 35 dias de vida. As amostras de
sangue foram coletadas com seringa estéril descartavel, livres de anticoagulantes, e obtidas a
partir da puncdo da veia jugular com agulhas 25x7. O sangue era depositado em tubos
esterilizados, com EDTA, para obtencdo do sangue total; e em tubos livres de anticoagulantes
seguidas de centrifugacdo a 15000 x g por 10 minutos para obtencdo de soro sanguineo. As
amostras de sangue total e soro foram armazenadas em duplicatas em microtubos graduados
de 2,0 mL, acondicionados em freezer a -80°C e -20°C, respectivamente, até 0 momento da
realizacdo das analises.

Devido ao curto periodo de meia-vida dos anticorpos colostrais (Blecha, 1998), o

sangue dos leitdes do G1 foi colhido em intervalos de 72h, enquanto que o sangue dos
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animais do G2 foi colhido em intervalos de sete dias, ja que a resposta imune individual
possui maior duracdo (Morein, 2002).

Os neonatos dos trés grupos que permaneceram Vivos passaram por exame clinico
neuroldgico, para avaliacdo quanto ao acometimento do sistema nervoso durante os primeiros
35 dias de vida. Os parametros clinicos avaliados nos leitdes foram avaliacdes neuroldgicas e
de comportamento (head tilt, head turn, rigidez descerebrada, rigidez descerebelada, marcha,
tremores involuntarios), reacfes posturais (propriocepcdo e saltitamento), avaliacao de nervos
cranianos (resposta a ameaca, reflexo pupilar, reflexo palpebral e sensibilidade facial,
nistagmo fisiologico), reflexos miotaticos e de tdnus muscular (membros toracicos, membros
pélvicos e reflexo perianal), avaliacdo sensorial (nocicepcéo e palpacédo da coluna). O modelo

da ficha de avaliacéo esta representado no Apéndice B.

2.4 Teste de Virusneutralizacdo (VN)

Todas as amostras de soro foram testadas ao mesmo tempo, e foram submetidas a diluicdes
sucessivas iniciando-se em 1:10 até 1:5120, sendo consideradas reagentes as amostras que
apresentaram neutralizacdo total de 100 TCIDs, de BVDV-2 em uma concentracdo acima de
1:10 conforme preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial
Animals” (OIE, 2015a), exceto pelo fato de que as amostras foram processadas em duplicatas.
Para a realizacdo do teste foram utilizadas células epiteliais de rim bovino da linhagem
Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) e como virus padrdo o BVDV-2 citopatico (cp). O
titulo de anticorpos considerado para as amostras reagentes foi equivalente a reciproca da
maior diluicdo na qual ocorreu neutralizacdo total das 100 TCIDs,, fato verificado pela

auséncia de efeito citopatico no tapete celular.
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2.5 Analises anatomohistopatoldgicas

Foram realizadas andlises macroscopicas e microscopicas. Dentre as analises
macroscopicas, foi mensurada a proporcdo entre cérebro e cerebelo para verificacdo da
ocorréncia de hipoplasia cerebelar. Para tal calculo, cada 6rgdo foi pesado individualmente
em balanca de precisdo. Em animais com quadro de de hipoplasia cerebelar esta proporcao
pode variar entre 7%-9%, segundoPope et al., 1986.

Para analises microscopicas, todas as amostras foram fixadas por imersdo em formalina
por 72 horas e depois em alcool 70%, para posterior inclusdo em parafina. Amostras de
tecidos foram cortadas e coradas pelas técnicas de Hematoxilina/Eosina e Luxol Fast Blue
(Sigma®) com contra coloracéo por Cristal Violeta, e avaliadas quanto a presenca de lesdes e

desmielinizacdo do sistema nervoso central.

2.6 RT-PCR

Os fragmentos de cortex cerebral (frontal, temporal, parietal e occipital), bulbo, tAlamo,
hipotdlamo, cerebelo, medula espinhal (cervical e lombar) e amostras de sangue total foram
avaliados para deteccdo do BVDV por RT-PCR. Todo material coletado foi armazenado em
tubos estéreis, livres de RNAses, e refrigerados em freezer a -80°C até 0 momento da extracéo.

O RNA das amostras foi extraido utilizando Tri reagent (Sigma) e transcrito em cDNA
pela utilizacdo do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
segundo instrugdes do fabricante. Para identificacdo do BVDV nas amostras, foi utilizado o par
de primers 103 (5°- TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC -3’)e 392 (5°- ACT CCA TGT
GCC ATG TAC AGC - 3”) que amplifica um produto de 290 pb (Weinstock et al., 2001).

As reagdes de PCR foram compostas por tampdo 1X (KCI 50 mM, Tris-HCI 200 mM

pH 8,4); MgCl,2 mM; dNTP’s 0,2 mM, 1,0U de Taq DNA polimerase, 5 pmol de cada
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oligonucleotideo iniciador, 3 pL de produto da RT-PCR e agua pura estéril para um volume
final de 20 pL. Para a amplificacdo, utilizou-se um termociclador programado para realizar
um ciclo a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 seg., 30 seg. 58°C e 40 seg. a 72°C, e
para finalizar, um ciclo a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a uma
segunda amplificacéo utilizando-se 0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

Os produtos da segunda amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5mg.mL™) e padrdo de tamanho molecular
100 pb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific), e apés foram visualizados sob luz UV, em

equipamento de fotodocumentacdo GEL DOC XR (BioRad).

3. Resultados

3.1 Grupo 1 - inoculacéo oronasal das porcas gestantes

As fémeas 1, 2, 3 e 4 ndo apresentaram alteracBes clinicas durante o periodo
gestacional. A leitegada 4 foi retirada do estudo, j& que a porca apresentou comportamento
agressivo pos-parto, culminando com a morte da leitegada. As leitegadas 1, 2 e 3 totalizaram

45 animais.

3.1.1 Virusneutralizacdo - Grupo 1

As andlises soroldgicas mostraram que as quatro marrds infectadas apresentaram
soroconversao entre duas e trés semanas apos a inoculagdo experimental. Os primeiros titulos
de anticorpos anti- BVDV-2 foram detectados no 17°, 20°, 18° e 22° dias pos-infeccdo (dpi)

nas fémeas 1, 2, 3 e 4, respectivamente, e se mantiveram até o0 momento do parto. Os titulos
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variaram entre 20 e 40 nas primeiras colheitas, e as Ultimas amostras apresentaram titulos
entre 20 e 10, conforme apresentado na Tabela 1.

No que diz respeito aos leitdes, as analises soroldgicas estdo representadas no Gréfico 1,
que equivale as leitegadas das fémeas 1, 2 e 3 (L1, L2 e L3), respectivamente. E possivel
observar que ao nascimento - D(0) - nenhum leitdo apresentou titulos de anticorpos contra o
agente. No entanto, apos a ingestdo do colostro, 85% (12/14), 33% (5/15) e 68% (11/16) dos
leitbes, respectivamente, apresentaram sorologia reagente para o BVDV-2 no D(3).

Os titulos ndo se mantiveram constantes durante o periodo lactacional. Nas leitegadas 1
e 2 houve forte decréscimo entre a 2% e 3% semana de lactacdo, visto que somente 7% dos
leitbes (L1) apresentaram titulos aos 18 dias de idade, e 20% aos 12 dias (L2); enquanto que
na leitegada 3 (L.3) os anticorpos estiveram presentes até o fim da fase de maternidade em 6%
dos animais.

A virusneutralizacdo indicou que a transferéncia de imunidade colostral ocorreu em
todas as leitegadas, porém a manutencdo dos niveis de anticorpos anti-BVDV-2 é inconstante
e pouco eficiente, com rapido decréscimo dos titulos. Nenhum leitdo apresentou titulos apos o

desmame, realizado aos 28 dias de idade.

3.2 Grupo 2 — inoculacéo intrauterina dos fetos

Das quatro porcas que passaram por procedimento cirdrgico para inoculagdo
intrauterina, duas desenvolveram febre e abortaram todos os fetos no 1° e 2° dpi. Desta forma,
apenas duas porcas mantiveram a gestacdo e pariram naturalmente, sem intervencdo, na data

esperada.

As duas leitegadas totalizaram 19 animais, sendo dois mumificados, trés natimortos e

14 vivos. De acordo com a estimativa da idade fetal dos mumificados (BARLOW, 1998),
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acredita-se que os mesmos foram a 6bito aos 56 e 61 dias de gestacdo, ou seja, aos 11 e 16 dpi

respectivamente.

3.2.2 Virusneutralizacao - Grupo 2

Diferentemente dos leitdes do Grupo 1, todos os animais deste grupo apresentaram
altos titulos de anticorpos contra 0 BVDV-2 ao nascimento, 0s quais se mantiveram altos até
o fim do periodo experimental. Nota-se que alguns animais (3, 4 e 6) foram capazes de
intensificar a resposta imunoldgica contra o agente durante o periodo amostral. Apesar da
citotoxidade de algumas amostras em diferentes momentos, pode-se afirmar que todos 0s
leitbes apresentavam titulos do 1° ao 35° dia de colheita, visto que apresentaram anticorpos
neutralizantes contra o virus em amostras anteriores e posteriores aquelas citotoxicas. Os
titulos de anticorpos presentes nos leitdes do Grupo 2 durante os 35 dias de vida estdo

dispostos na Tabela 2.

3.3 Exame Fisico

Todos os leitbes foram avaliados diariamente quanto ao acometimento do sistema
nervoso. Ndo foram observadas alteracdes dignas de nota nos mesmos, pois todas as respostas
aos estimulos apresentavam normalidade desde o nascimento, e passaram a ser mais intensas
a medida em que os animais se desenvolviam. Desta forma, ndo foi observada nenhuma
caracteristica de tremor congénito nos animais estudados. Os mesmos resultados foram

observados nos leitdes do grupo controle.
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3.4 Anélises anatomohistopatoldgicas

As proporc¢des entre cérebro e cerebelo, calculada a partir do peso individual de cada
Orgdo, estdo indicadas na Tabela 3, representado pelo nimero de leitbes plotados em
diferentes faixas de distribuicdo das proporcoes. Observa-se que 29,5% dos leitdes dos grupos
infectados apresentaram proporcdo menor que 9%, o que pode ser indicativo de hipoplasia
cerebelar. O restante dos animais apresentou proporcao dentro do que é considerado normal
para a espécie, ou valores acima da media. Porém, ndo houve diferenca significativa no teste
de Tukey entre os leitdes do grupo infectado e os leitdes do grupo controle.

Microscopicamente, a coloracdo por HE mostrou que ndo houve lesdo caracteristica da
infeccdo nos diferentes tecidos amostrados. Ademais, a coloracdo por Luxol Fast Blue indicou
gue ndo houve hipomielinizacdo ou perda de tecido nos fragmentos avaliados. As imagens

das laminas estdo demonstradas nas Figuras 1 e 2.

3.5 RT-PCR

N&o foi detectada presenca do RNA viral por RT-PCR nas amostras de 6rgdos e sangue
dos leitdes avaliados, assim como nos tecidos dos mumificados e natimortos. Os animais
controle foram negativos em todos os testes. Em relagdo as fémeas do G1, ndo foi detectada

viremia nas amostras testadas.

4. Discussao

Diferentemente do que se observou em infecces experimentais com APPV em suinos
e com BVDV em ruminantes, os resultados deste estudo ndo possibilitaram atribuir ao
BVDV-2 uma das etiologias do tremor congénito, visto que nenhum leitdo nascido de fémeas
inoculadas durante a gestacao, tanto pela via oronasal quanto pela via intrauterina, apresentou

sinais de alteracdo clinica ou patoldgica ao nascimento sugestivo desta enfermidade.
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No Grupo 1, os animais nasceram com auséncia de virus e anticorpos contra 0 BVDV-
2, mas estes foram obtidos pelos neonatos apds ingestdo do colostro em todas as leitegadas. Ja
no Grupo 2, os leitbes nasceram ndo virémicos porém com titulos de anticorpos entre 80 e
640 contra o agente viral.

A caracteristica epiteliocorial da placenta suina, na qual a circulacdo materna esta
separada da fetal por seis camadas de tecidos, possui funcdo primordial na protecdo uterina
contra patogenos. Por outro lado, esta barreira fisica impede também a transferéncia de
imunoglobulinas da mée para o feto via placenta, o que faz com que os leitBes sejam
totalmente dependentes da aquisi¢cdo de imunidade colostral (Salmon, 1984; Salmon et al.,
2009). Este fato corrobora com os achados de anticorpos anti-BVDV-2 nos leitdes do G1, e
indiretamente indicam que ndo houve transmissdo vertical do virus para os leitdes,
confirmado pela ndo deteccdo de RNA viral nas amostras por RT-PCR e pela sorologia
negativa ao nascimento.

De um modo geral, os titulos de anticorpos colostrais permanecem altos até cerca de
duas a trés semanas de idade (Boersema et al., 1998; Butler et al., 2009). No Grupo 1, a
manutencdo da imunidade contra o agente durou entre duas e trés semanas, apesar dos titulos
de anticorpos anti-BVDV-2 encontrados abaixo de 160.

Observou-se grande variagdo na transferéncia de imunidade colostral entre as
leitegadas, ja& que os percentuais de leitdes imunizados variaram de 34% a 85%. Este fato
pode ser atribuido a qualidade colostral de porcas primiparas, a variagdo individual das porcas
na resposta imunoldgica contra 0 BVDV-2, e a diferenca na capacidade absortiva entre leitdes
de uma mesma leitegada, visto que houve varia¢des tanto nos valores dos titulos de anticorpos
neutralizantes de um animal para outro, quanto na duragdo da resposta. De modo geral, 0s

titulos de anticorpos contra 0 BVDV em suinos desafiados sdo baixos, com média de 20 a 40.
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A infeccdo pelo BVDV-2 pode levar a ocorréncia de malformacdes fetais em bovinos,
porém, se o feto sobreviver a infeccdo por tempo suficiente, mudancas ndo especificas de
maturacdo podem ocorrer nos tecidos linfoides. Investigacdes soroldgicas em fetos bovinos
experimentalmente inoculados com o virus indicaram o desenvolvimento de competéncia
imune especifica anterior ao periodo ja estabelecido na literatura (Ohmann, 1982). Esta
condicdo tambem foi observada no Grupo 2, em que todos os fetos inoculados apresentaram
soroconversao frente ao desafio antes dos 70 dias de gestacdo, periodo caracterizado pelo
inicio da imunocompeténcia fetal suina (Barlow, 1998). Acredita-se que os fetos inoculados
cirurgicamente neste estudo, ap6s receberem o estimulo infeccioso, deram inicio a uma
resposta imunoldgica precoce, que foi se desenvolvendo paralelamente ao amadurecimento do
sistema imunologico dos mesmos. Desta forma, houve o desenvolvimento de altos titulos de
anticorpos contra o0 BVDV-2 ao nascimento, 0s quais persistiram até o final do periodo
experimental.

Os resultados observados no Grupo 2 indicam que houve infeccdo pelo virus, e a
permanéncia da resposta imune em titulos crescentes apds o nascimento sugere que o BVDV-
2 poderia ainda estar presente em orgaos dos leitdes, estimulando continuamente a resposta
imunoldgica. Estudos de repertorio de anticorpos indicaram que os fetos que sobrevivem a
alguns tipos de infeccBes virais sdo capazes de produzir uma resposta especifica contra os
agentes (Butler et al., 2009). Esta resposta a infec¢do é inicialmente fraca, tendo aumento
perto do nascimento, quando ha maior maturidade do sistema imunoldgico (Sinkora e Butler,
2009).

Informacdes sobre o desenvolvimento de resposta imune inata em suinos sdo escassas,
mas acredita-se que as primeiras células de defesa aparecem juntamente com as primeiras

atividades hematopoiéticas (Sinkora e Butler, 2009). A linfopoiese esta intimamente ligada a
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hematopoiese, j& que em suinos as células B se desenvolvem em 06rgdos hematopoiéticos
primarios, como o figado fetal, aproximadamente aos 30 dias de gestacao, e algumas células T
aos 45 (Sinkora et al., 2003).

Este estudo revelou que 29,5% dos leitbes dos grupos infectados (Gl e G2)
apresentaram proporcdo menor que 9%. Por outro lado, 52% dos animais apresentaram
proporcdo acima de 11%, incluindo animais do Grupo controle (G3). Pope et al. (1986)
afirmam que, em quadros de hipoplasia cerebelar, a proporcao entre cérebro e cerebelo varia
entre 7% e 9%, enquanto que os padrdes de normalidade se estabelecem entre 9,5% e 11%.
Estes resultados confrontam os dados existentes na literatura no que concerne ao padrdo de
normalidade para a espécie, e mostraram que ha variacbes mesmo entre animais nao
desafiados. No entanto, esses dados ndo sdo corroborados pelos achados de histopatologia dos
orgdos do sistema nervoso central dos leitbes no presente estudo, e sugerem que novas
pesquisas sejam conduzidas para avaliar a real proporcdo entre estes 6rgaos na espécie suina,
ja que os dados utilizados para comparacdo disponiveis na literatura sdo antigos e nao
parecem ser apropriados para tal.

Histopatologicamente, os tecidos fetais se apresentaram sem alteraces microscépicas
caracteristicas da infeccdo, o que contrasta o encontrado por Ohmann (1982), que inoculou
uma cepa de BVDV-2 em fetos bovinos pela via intrauterina, e observou alteracbes
cerebelares que consistiam em necrose e deplecdo da camada germinativa externa, aléem de
infiltrados mononucleares.

O estudo em questdo também contrapde os dados encontrados por Postel et al. (2016)
em estudo sobre tremor congénito causado por APPV, que observaram que leitbes afetados

pelo tremor apresentaram diminuicdo da mielina em cortes de medula; e Blanchard et al.
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(2010), também relataram que fetos bovinos infectados por BVDV apresentaram deficiéncia
de mielina na medula e cerebelo.

A dificuldade de deteccdo de RNA viral em amostras de sangue ndo necessariamente
implica em auséncia de viremia no periodo estudado, visto que a viremia do BVDV em suinos
pode ser de carater transiente, ocorrendo em curtos intervalos. Casos em que a infeccdo pelo
BVDV induziu grande quantidade de lesdes em suinos adultos sdo causados por cepas virais
com longo histérico de passagem e infecgdes nesta espécie (Terpstra e Wensvoort, 1988).

Embora o0 BVDV nao represente uma ameaca importante aos plantéis de suinos, a
presenca do virus no rebanho pode culminar com reagdo soroldgica cruzada com o virus da
PSC, devido a semelhanca antigénica, interferindo negativamente nos programas de
monitoramento e vigilancia da Peste Suina Classica, e levando a confusdes diagndsticas da

mesma (Loeffen et al., 2009).

5. Concluséao

A infeccdo experimental intrauterina de fetos suinos por BVDV-2 no terco médio da
gestacdo levou ao desenvolvimento de intensa resposta imunoldgica contra o virus, o que nao
foi observado em leitbes nascidos de marras inoculadas com o agente. Este trabalho mostrou
que, experimentalmente, a infeccdo pelo BVDV-2 ndo cursou com sinais clinicos ou lesdes

anatomohistopatolégicas, e ndo levou ao quadro de tremor congénito em suinos.
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Tabela 1. Data de soroconversao das porcas inoculadas pela via oronasal com solugéo de
BVDV-2 e titulacdes apresentadas no teste de virusneutralizacdo na primeira e Gltima amostra
reagente. Jaboticabal, SP, 2016 — 2017.

Titulagéo final

Fémea Soroconversao (dpi*) Titulacdo inicial (55 dpi)
1 17° 20 10
2 20° 20 10
3 18° 40 20
4 22° 20 10

*Dpi = dia pos-infeccdo.

Tabela 2. Titulos de anticorpos anti-BVDV-2 em leitdes inoculados pela via intrauterina aos
45 dias de gestacdo. Amostras colhidas durante 35 dias apds o nascimento.
Jaboticabal, SP, 2016 — 2017.

Leitdes  D(0) D(7) D(14) D(21) D(28) D(35)
1 640 640 640 CT 320 160
2 640 2560 640 CT 320 320
3 160 640 640 5120 320 160
4 160 5120 CT 1280 2560 1280
5 CT 1280 CT 640 640 320
6 80 1280 CT 5120 5120 5120
7 CT 5120 CT 2560 2560 2560
8 CT 5120 CT 5120 2560 2560
9 640 * * * * *
10 640 * * * *
11 320 * * * * *
12 640 * * * * *
13 640 * * * * *
14 640 * * * * *

D = dia pés-nascimento. CT = Amostra citotdxica, impossibilidade de leitura.
Animal eutanasiado ao 3° dia de vida.

*)

Tabela 3. Nimero de leitbes distribuidos por faixa de proporgédo entre cerebelo e cérebro em
cada grupo experimental . Jaboticabal, SP, 2016 - 2017

Proporgéo Cérebro - Cerebelo

Grupo 1 (n=11) Grupo 2 (n=6) Grupo controle (n=6)
< 9% 9-11% | >11% <9% |9-11% [>11% | <9% | 9-11% |>11%
n=4 n=1 n=6 n=1 n=2 n=3 n=1 n=2 n=3
(36.4%) (9.1%) | (54.5%) | (16.6%) | (33.3%) | (50%) | (16.6%) | (33.3%) | (50%)
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Gréfico 1. Percentual de leitdes nascidos de porcas inoculadas com solucédo viral de BVDV-2
que apresentaram titulos de anticorpos contra o virus, sendo A: animais
provenientes da leitegada 1; B: animais provenientes da leitegada 2; C: animais
provenientes da leitegada 3. D=Dia p6s-nascimento.
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Figura 1. Cortes de medula espinhal corados por Luxol Fast Blue; contra corados por Cristal
Violeta para avaliagdo da mielinizacdo do sistema nervoso central de neonatos
suinos. Fig. l1a: Controle positivo de equino em quadro de desmielinizagcdo da
substancia branca. Fig. 1b. Corte de medula de leitdo infectado pela via
intrauterina, sem altera¢es na composi¢éo do tecido. Jaboticabal, SP, 2016 — 2017

Figura 2. a. Cortes histologicos de fragmentos do sistema nervoso central de leitdes
corados por hematoxilina e eosina. a. Células ependimarias sem alteragdo. b.
Camada germinativa externa, vista normalmente em recém-nascidos. c.
Corpos de neurdnio distribuidos na substdncia branca do cérebro, sem
alteracdo. d. Corte de cerebelo normal. Jaboticabal, SP, 2016
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APENDICE A — Exames para deteccdo do virus da diarreia viral bovina e anticorpos contra o
BVDV, por RT-PCR e virusneutraliza¢do, respectivamente, em amostras de
sangue e soro de um bezerro inoculado com o agente pela via oronasal.

Tipo de amostras/N°total: 14 soros e 14 sangues Espécie: BOVINO Sexo:M

BVD
c OIID_IIA\—;II-EAI\T A BVDV I - VN BVDV Il - VN RT-PCR
(soro) (soro) (sangue)
D(0) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(1) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(2) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(3) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(4) NAO REAGENTE NAO REAGENTE NEGATIVO
D(5) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(6) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(7) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(8) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(9) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(10) NAO REAGENTE NAO REAGENTE POSITIVO
D(11) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(12) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(13) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(14) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(15) NAO REAGENTE REAGENTE POSITIVO
D(16) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(17) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(18) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO
D(19) NAO REAGENTE REAGENTE NEGATIVO

D=Dias p6s inoculagéo.



APENDICE B — Roteiro de avaliaces clinicas realizadas em todas as leitegadas nos
primeiros 35 dias de vida, para observacao de ocorréncia de alteracfes

neuroldgicas.
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AVALIAGAQ CLINICA AVALIAGAQ CLINICA

ALTERAGOES SIM NAO ALTERAGOES SIM NAO
ESTADO MENTAL ECOMPORTAMENTO NERVOS CRANIANOS

Postura Reflexo pupilar
Head tilt Reflexo palpebral e sensibilidade facial
Head turn Nistagmo fisioldgico
Rigidez descerebrada REFLEXOS MIOTATICOS (ESPINHAIS) E TONUS MUSCULAR
Rigidez descerebelada Membros toracicos
Marcha Membros pélvicos
Tremores voluntarios Reflexo perineal

REACOES POSTURAIS AVALIACAO SENSORIAL
Propriocepgao Nocicepgdo
Saltitamento Palpacéo da coluna




