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 PESQUISA DE AGENTES VIRAIS DE DOENÇAS HEMORRÁGICAS EM 
CERVÍDEOS BRASILEIROS: ESTUDO RETROSPECTIVO 

 
RESUMO Os cervídeos têm sido acometidos por doenças hemorrágicas virais, tais 

como, doença epizoótica hemorrágica (DEH), língua azul (LA) e doença hemorrágica 

por adenovírus (DHA).  Como as lesões macroscópicas, entre elas, enterite 

hemorrágica, edema pulmonar, petéquias e sufusões em diversos órgãos, são 

observadas nas três doenças, há necessidade de técnicas acuradas para realizar o 

diagnóstico definitivo. A partir do material de arquivo (blocos de parafina) existente no 

Departamento de Patologia Veterinária da FCAV – Unesp, 42 cervídeos brasileiros, 

tanto de vida livre como de cativeiro, foram selecionados, por apresentarem sinais 

clínicos e/ou lesões macroscópicas sugestivas de doenças virais hemorrágicas. Das 

amostras analisadas, utilizando técnica de imunoistoquímica, todas apresentaram 

resultado negativo para adenovírus. Utilizando técnica de RT-PCR em tempo real para 

vírus da doença epizoótica hemorrágica, os resultados foram também negativos. A 

mesma técnica aplicada para vírus da língua azul revelou sete animais positivos 

(16,66%) confirmados com eletroforese em gel de agarose 4% e sequenciamento. 

Todos os casos positivos foram de animais provenientes de cativeiro, sendo três 

fêmeas (duas jovens, uma adulta) e quatro machos jovens. As principais alterações 

macroscópicas observadas nesses animais foram conteúdo intestinal hemorrágico, 

mucosas avermelhadas do trato gastrointestinal, úlceras em língua e petéquias em 

diversos órgãos. Na histologia observou-se principalmente infiltrado inflamatório, 

hemorragia e congestão em diversos órgãos. Os vírus da DHA e DEH não estão 

envolvidos nos óbitos dos cervídeos estudados. A relevância deste trabalho está no fato 

de ser a primeira descrição de material genético do vírus da LA em cervídeos 

brasileiros.  

 

 

Palavras-Chave: adenovírus, cervídeos brasileiros, doença epizoótica hemorrágica, 

imunoistoquímica, língua azul, RT-PCR. 
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 RESEARCH OF VIRAL HEMORRHAGIC DISEASES AGENTS IN BRAZILIAN 
CERVIDS: A RETROSPECTIVE STUDY 

 
 

ABSTRACT Cervids have been affected by viral hemorrhagic diseases, such as 

Epizootic hemorrhagic disease (EHD), Bluetongue (BT), and Adenoviral hemorrhagic 

disease (AHD). Once that gross lesions, among them, hemorrhagic enteritis, pulmonary 

edema, petechiae and suffusions in several organs, are similar, it is necessary to use 

accurate techniques to the definitive diagnosis. From the archival material (paraffin 

blocks) available in the Department of Veterinary Pathology of FCAV – Unesp, 42 

Brazilian deer, both free living and captive, were selected because they had lesions 

suggestive of hemorrhagic viral disease. The samples analyzed, using 

Immunohistochemistry, were all negative for adenovirus. Using real time RT-PCR for 

EHD, the results were also negative. The same technique applied to BT virus revealed 

seven positive animals (16,66%) confirmed after agarose 4% gel electrophoresis and 

gene sequencing. The main macroscopic changes observed in these animals were 

hemorrhagic intestinal contents, reddish mucous membrane of the gastrointestinal tract, 

ulcers on tongue and petechiae in various organs.  Mostly histological changes 

observed were inflammatory infiltrate, hemorrhage, and congestion in various organs.  

All positive cases were from captive animals, three females (two young and one adult), 

and four young males. The AHD and EHD virus are not involved in the deaths of the 

deers studied in this research. The significance of this study is due to the fact that it was 

the first time the genome of BT virus was identified in Brazilian cervids. 

 

 

Keywords: adenovirus, Brazilian cervids, epizootic hemorrhagic disease, 

immunohistochemistry, bluetongue, RT-PCR. 
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I. INTRODUÇÃO  
 

 

No Brasil existem atualmente oito espécies de cervídeos, das quais duas 

apresentam status de conservação vulnerável (IUCN, 2012). O declínio populacional 

das espécies deve-se principalmente às alterações e perda do habitat, devido ao 

avanço de fronteiras agrícolas e urbanas, enfermidades e atividades predatórias de 

caça. As doenças introduzidas por bovinos são uma das principais causas de 

mortalidade, uma vez que inúmeras doenças virais, bacterianas e parasitárias comuns 

ao gado afetam os cervídeos (PINDER & LEEUWENBERG, 1997).  

Desde 1994 têm sido realizadas necropsias de cervídeos no Departamento de 

Patologia Veterinária da FCAV – Unesp. Frequentemente os animais apresentam 

lesões macro e microscópicas sugestivas de doenças hemorrágicas virais, porém, sem 

identificação de tais agentes nos animais.  

Considerando que cervídeos acometidos pela doença epizoótica hemorrágica 

(DEH), pela língua azul (LA) e pela doença hemorrágica por adenovírus (DHA) 

apresentam sinais clínicos e lesões semelhantes (WOODS et al., 1996), é necessário o 

uso de outras técnicas de diagnóstico laboratorial para elucidar a etiologia desses 

processos infecciosos, como imunoistoquímica, microscopia eletrônica de transmissão  

e/ou detecção de material genético, como por exemplo, a reação em cadeia da 

polimerase (PCR). 

Objetivou-se com este estudo retrospectivo verificar a presença dos agentes 

etiológicos envolvidos na DHA, DEH e LA, a partir de amostras de tecidos fixados em 

formalina e emblocados em parafina. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

2.1 Cervídeos: Aspectos Gerais 
 

A família Cervidae, pertencente à ordem Artiodactyla é composta por 17 gêneros 

e 52 espécies, que se distribuem naturalmente por toda a América do Norte, América do 

Sul e Eurásia, na maioria das ilhas continentais associadas e norte da África (GRUBB, 

2005; NOWAK, 1999). Caracterizam-se pela presença de cascos que recobrem os 

quatro dedos, sendo que somente dois deles se apóiam no solo (DUARTE, 2007). 

No Brasil existem hoje oito espécies conhecidas: Blastocerus dichotomus (Cervo-

do-Pantanal), Odocoileus virginianus (Veado-galheiro), Ozotoceros bezoarticus (Veado-

campeiro), Mazama americana (Veado-mateiro), Mazama bororo (Veado-mateiro-

pequeno), Mazama gouazoubira (Veado-catingueiro), Mazama nana (Veado-bororó) e 

Mazama nemorivaga (Veado-roxo) (DUARTE, 2007). Segundo a Lista Vermelha das 

Espécies Ameaçadas da IUCN, 2012 (International Union for Conservation of Nature 

and Natural Resources), duas espécies encontram-se na categoria vulnerável: Cervo-

do-Pantanal e Veado-mateiro-pequeno.  

Aparentemente, as doenças hemorrágicas têm sido importantes enfermidades de 

cervídeos em cativeiro no Brasil. Vários plantéis têm sido acometidos por doenças 

hemorrágicas de etiologia desconhecida, que se apresentam de forma sazonal, em 

estações úmidas e quentes, atingindo cerca de 40% do rebanho e levando à morte de 

animais (ARITA et al., 1997). Após sua descrição acometendo cervídeos brasileiros do 

criatório científico do NUPECCE (DUARTE & ARITA, 1992), também começou a ser 

relatada em zoológicos e outros criatórios (MORATO et al., 1993).  

As doenças hemorrágicas que ocorrem em cervídeos citadas em literatura são 

DHA; LA e DEH, sendo as duas últimas causadas por reovírus. Alguns estudos 

sorológicos foram realizados no Brasil para detecção de anticorpos contra vírus da LA e 

vírus da DEH em ruminantes domésticos e selvagens (ALVES et al. 2009; MELO et al., 



3 

 

2000; MOTA et al. 2011; PANDOLFI, 1999). Não há relatos de ocorrência da doença 

hemorrágica por adenovírus em território brasileiro. 

As lesões nos animais acometidos por essas enfermidades são semelhantes 

entre si (SORDEN et al., 2000) (Figura 1), não sendo possível o diagnóstico apenas por 

achados macro ou microscópicos, havendo necessidade de aplicação de técnicas 

laboratoriais para o diagnóstico etiológico.  

 

 
Figura 1: Necropsia de Veado-mateiro (M. americana, RG 29191, 173/08) com lesões 

sugestivas de doença hemorrágica viral. Petéquias no endocárdio e na inserção das 
cordas tendíneas (setas) (A). Conteúdo intestinal sanguinolento, com presença de 
mucosa avermelhada (B).  

 

 

2.2 Adenovírus 
 

Adenoviridae é uma família de vírus de distribuição cosmopolita (HORWITZ, 

1990) e que foram isolados de várias espécies de vertebrados, incluindo peixes, 

anfíbios e répteis (RUSSELL & BENKÖ, 1999). A maioria dos adenovírus está envolvida 

em infecções do trato respiratório, mas também podem acometer o trato digestório 

(MORAES & COSTA, 2007), urinário, em humanos causa lesões oculares 

(KINCHINGTON et al., 1994) e hepatite em cães (MURPHY et al., 1999).  

A denominação dessa família originou-se do primeiro vírus do grupo, que foi 

isolado a partir de glândulas adenoides humanas em 1953. No ano seguinte o primeiro 

A B 
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adenovírus de interesse veterinário foi isolado de casos de hepatite canina (MORAES & 

COSTA, 2007).  

A família Adenoviridae era originalmente dividida em dois gêneros, 

Mastadenovirus e Aviadenovirus, baseado no isolamento em mamíferos e aves 

respectivamente, e na detecção de antígeno gênero específico detectável pelas 

técnicas de fixação de complemento, imunodifusão em gel de Agar e 

imunofluorescência (LEHMKUHL & HOBBS, 2008). Após análise completa da 

sequência de DNA dos adenovírus, foram observados diferentes tipos de arranjos 

genômicos, distintos daqueles observados nos dois gêneros oficialmente reconhecidos 

(BENKÖ & HARRACH, 1998). Os gêneros Atadenovirus e Siadenovirus foram então 

propostos e aceitos pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus, em encontro 

realizado em Paris, França, no ano de 2002 (LEHMKUHL & HOBBS, 2008), sendo o 

adenovírus que afeta os cervídeos, pertencente ao gênero Atadenovirus (LEHMKUHL 

et al., 2001, ZAKHARTCHOUK et al., 2002). 

Os adenovírus são partículas não envelopadas, icosaédricas, com 80-100 nm de 

diâmetro; os capsídeos são compostos de 252 capsômeros, 240 hexons e 12 pentons 

(MURPHY et al., 1999). O genoma consiste numa molécula linear de fita dupla de DNA 

com peso entre 20 e 25 kDa (WOODS, 2001). Altamente espécie específicos, os 

adenovírus possuem tropismo pelo epitélio ou endotélio de vasos do trato respiratório e 

digestório (WOODS, 2001). A via de eliminação/transmissão geralmente ocorre através 

de secreções nasais, fezes e urina (HORWITZ, 1990). 

O adenovírus foi a causa de centenas de mortes em cervídeos de vida livre da 

Califórnia em surto ocorrido em 1993-1994 (WOODS et al., 1996), em mortes 

esporádicas ocorridas em 1997 e 1998 em Veado-da-cauda-branca (Odocoileus 

virginianus) (SORDEN et al., 2000) e também em veados no Oregon em 2002 (ODFW - 

Oregon Departament of Fish and Wildlife). Foi descrita também no Canadá, 

acometendo alces (Alces alces) (SHILTON et al., 2002). Experimentalmente foi 

inoculada em Veado-da-cauda-preta (Odocoileus hemionus colombianus) (WOODS et 

al., 1997) e Veado-da-cauda-branca (WOODS et al., 2001) que mostraram 

susceptibilidade ao vírus. Inoculação experimental foi realizada também em bezerros, 
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que não apresentaram sinais clínicos, lesões ou presença do vírus, demonstrando 

serem resistentes à infecção por adenovírus de cervídeos (WOODS et al., 2008). No 

Brasil ainda não há relatos da ocorrência do agente. 

Os sinais clínicos apresentados por cervídeos que vieram a óbito devido doença 

hemorrágica aguda foram: ptialismo, diarreia, convulsões e decúbito seguido de morte 

(WOODS et al., 1999). Os animais necropsiados que desenvolveram a doença 

geralmente apresentaram hemorragia no intestino delgado e grosso, pulmões com 

edema interlobular marcante, espuma esbranquiçada em brônquios e traqueia, assim 

como lesões necróticas severas em diversos locais da cavidade oral (faringe, gengiva, 

língua, lábios, palato duro), cavidade nasal, mandíbula, maxila e estômagos (WOODS 

et al., 1999). 

Microscopicamente, vasculite aguda com inclusões intranucleares eosinofílicas 

ou anfofílicas nas células endoteliais foram encontradas na maioria dos casos (WOODS 

et al., 1996). Os lóbulos pulmonares encontraram-se separados por edema dos septos 

interlobulares. Células endoteliais das veias, vênulas, artérias, arteríolas e capilares 

peribrônquicos encontram-se hipertróficas e algumas apresentaram cariorréxis 

(WOODS et al., 2001). Outras alterações vasculares foram: necrose endotelial, ruptura 

da túnica íntima (aparentemente pelo edema ou infiltrado leucocitário), marginação 

leucocitária, necrose fibrinóide e presença de infiltrado leucocitário na túnica média 

(WOODS et al., 1999). Alterações vasculares intestinais foram encontradas 

principalmente em serosa e submucosa de artérias e veias de grande calibre, e incluem 

hipertrofia do endotélio, podendo haver presença de corpúsculos de inclusão 

intranucleares. Hemorragia difusa na lâmina própria da mucosa intestinal com sufusão 

para o lúmen também pode estar presente (WOODS et al., 2001). Lesões orais em 

infecções por adenovírus na forma localizada caracterizam-se por regiões extensas de 

necrose bem delimitadas por uma zona densa de células inflamatórias (neutrófilos, 

macrófagos, células plasmáticas e linfócitos), associada a bactérias (WOODS et al., 

1999). 

O diagnóstico de adenovírus é baseado nos achados de necropsia, isolamento 

viral, identificação por microscopia eletrônica de transmissão ou varredura, testes de 
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anticorpos fluorescentes e imunoistoquímica (WOODS et al., 1996; WOODS et al. 

1999). Testes de soro neutralização e imunoenzimáticos ELISA foram desenvolvidos 

por LAPOINTE et al. (2000) para comprovação de existência de anticorpos. Diagnóstico 

com uso de PCR foram descritos para detecção de adenovírus em humanos (COOPER 

et al., 1999; ECHAVARRIA et al., 1998), répteis (WELLEHAN et al., 2004) e aves 

domésticas e silvestres (HESS et al., 1999; LÜSCHOW et al., 2007). 

 

2.3 Reovírus 
 

A família Reoviridae é composta por vírus com genoma RNA fita dupla 

segmentado, que infectam uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo 

invertebrados, plantas e vertebrados (ALFIERI et al., 2007). Os vírions dessa família 

possuem 65-80 nm de diâmetro, são desprovidos de envelope e caracterizados por 

estrutura dupla de capsídeo, sendo um externo e um interno (ROY, 1996). A camada 

externa é difusa e responsável pelo formato de anel que as partículas apresentam 

(MONATH & GUIRAKHOO, 1996). 

Dos 11 gêneros que possui apenas cinco infectam vertebrados (Orthoreovirus, 

Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus e Aquareovirus). Destes, apenas os gêneros Orbivirus e 

Rotavirus ocasionam infecções que, por suas características epidemiológicas e pela 

gravidade dos sinais clínicos, são considerados importantes em mamíferos (ALFIERI et 

al., 2007). 

Com base na reatividade sorológica, 19 espécies de orbivírus, abrangendo pelo 

menos 130 sorotipos, já foram definidas. A maioria desses vírus é transmitida por 

vetores, sendo a LA e a DEH as enfermidades que apresentam importância nas 

populações selvagens (HOWERTH et al., 2001). Os agentes etiológicos das duas 

doenças causam em animais susceptíveis lesões semelhantes. Apesar de serem 

enfermidades distintas, podem acometer simultaneamente o mesmo animal (HOFF & 

TRAINER, 1974). 

Há oito sorotipos descritos de vírus da DEH, sorotipos 1 e 2 originalmente 

isolados em New Jersey (EUA) e Alberta (Canadá), sorotipos 3 e 4 na Nigéria e 
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sorotipos 5, 6, 7 e 8 isolados na Austrália (ARAÚJO JR et al., 2010). A DEH ocorre na 

América do Norte, Austrália, Ásia e África, porém animais soropositivos foram 

identificados também na América do Sul (CFSPH, 2006). O primeiro isolamento do vírus 

da DEH foi realizado em 1955 de um Veado-da-cauda-branca em New Jersey (SHOPE 

et al., 1960). Em 1990, a doença hemorrágica foi descrita em 32 estados nos Estados 

Unidos acometendo cervídeos (GIBBS & GREINER, 1989; NETTLES & 

STALLKNECHT, 1992).  

A LA já era conhecida pelos criadores de animais na África do Sul durante o 

inicio do século XIX. No entanto, as primeiras descrições científicas detalhadas da 

doença em ovinos foram relatadas por HUTCHEON (1902) e SPREULL (1902, 1905). É 

uma doença historicamente africana, e embora não tenha sido relatada em todos os 

países da África, provavelmente seja enzoótica em todo o continente (ERASMUS & 

POTGIETER, 2009). Na Índia onde são descritos 18 sorotipos, é considerada endêmica 

(PRASAD et al., 1992). No mundo todo são conhecidos 25 sorotipos (DAVIES et al., 

1992). O isolamento do vírus da LA de animais oriundos do Brasil foram relatados por 

GROOCOCK & CAMPBELL (1982), tendo isolado o sorotipo 4 em gado zebu e por 

CLAVIJO et al. (2002), isolado o sorotipo 12 em ovinos do estado do Paraná. 

O vírus da LA causa anualmente para a indústria pecuária dos Estados Unidos 

uma perda estimada em 125 milhões de dólares, devido restrições de movimentação de 

animais e germoplasma para países livres da doença. Economicamente, é considerado 

o arbovírus mais importante que afeta animais nesse país (TABACHNICK, 1996). No 

mundo estima-se uma perda anual de cerca de três bilhões de dólares (BATH, 1989).  

Em meados do século XX, DU TOIT (1944) demonstrou a transmissão da 

enfermidade por meio de Culicoides. Múltiplos sorotipos têm sido identificados no 

mesmo inseto, indicando que vírus geneticamente distintos podem estar presentes em 

um único hospedeiro (ALFIERI et al., 2007). Acredita-se que a variação geográfica na 

distribuição das doenças hemorrágicas ocorra devido interação de vários fatores, 

incluindo abundância e distribuição de mosquitos Culicoides, sorotipo e patogenicidade 

dos vírus da LA e DEH, imunidade dos animais e variações genéticas em cervídeos 

susceptíveis (STALLKNECHT et al., 2002). 
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A infecção por orbivírus ocorre após a picada do mosquito-pólvora Culicoides 

infectado. A replicação inicial do vírus ocorre no sítio da picada do inseto vetor, 

sobretudo nas células endoteliais e em células do sistema linforreticular. A replicação 

primária é seguida por viremia associada às células sanguíneas (eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas) e disseminação do vírus para outros linfonodos, baço, medula óssea e 

outros tecidos (ALFIERI et al., 2007, KITCHING, 2008). Nesses tecidos, o vírus se 

replica no sistema microvascular, resultando nas alterações patológicas características 

da doença. 

Após a infecção por orbivírus, os animais desenvolvem resposta imune humoral 

e celular. Os anticorpos virais-neutralizantes (tipo específico) e não neutralizantes 

(grupo específico) se desenvolvem de 7 a 14 dias após infecção. No entanto, os vírus 

podem coexistir com altos títulos de anticorpos por períodos de tempo variáveis 

(STOTT, 1999). O período de incubação em ruminantes silvestres varia de 10 a 20 dias 

e surtos são mais comuns nas estações quentes e úmidas, que favorecem o 

aparecimento dos Culicoides e, consequentemente, a maior transmissão do vírus 

(HAIGH et al., 2002). A população desses insetos tende a diminuir no outono e inverno, 

quando a temperatura é mais baixa (ALFIERI et al., 2007). 

Os sinais clínicos da LA podem variar de acordo com a espécie afetada, sorotipo 

do vírus e estado imune do animal (THORNE, 1982a). As espécies mais afetadas são 

os ovinos e cervídeos, podendo ocorrer morte em menos de 24 horas após 

aparecimento repentino de febre alta e sinais de dificuldade respiratória. Pode haver 

descarga nasal hemorrágica e hiperemia em mucosa nasal e oral, edema na cabeça e 

pescoço, diarreia, disenteria e laminite, geralmente há aumento de salivação e espuma 

na cavidade oral (OSBURN, 2007). A língua pode estar edemaciada e estendida para 

fora da boca, mas raramente se torna cianótica, apesar deste sinal ter sido o 

responsável pela denominação da doença. Ulcerações na língua e em mucosas podem 

propiciar infecções secundárias e necrose, principalmente na região superior do 

esôfago e faringe, causando vômito e aspiração do conteúdo ruminal, levando à 

pneumonia (ALFIERI et al., 2007). 
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A DEH em cervídeos manifesta-se por doença hemorrágica superaguda, aguda 

ou crônica (PRESTWOOD et al., 1974; THORNE, 1982b). A forma superaguda 

caracteriza-se por febre, anorexia, fraqueza, dispneia, edema acentuado na cabeça, 

pescoço e língua. Na forma aguda os sinais clínicos podem estar acompanhados por 

extensivas hemorragias em vários tecidos, como pele, coração e trato gastrointestinal. 

Geralmente há salivação excessiva e descarga nasal; úlceras em língua, gengiva, 

palato, rúmen e omaso podem ser observados. Na forma crônica o animal fica doente 

por semanas, porém gradualmente se recupera. Muitas vezes é possível observar 

formação de anéis nos cascos, devido interrupção do crescimento. Podem desenvolver 

úlceras e erosões no rúmen, levando à emaciação (OIE, 2009).  A mortalidade pode ser 

elevada, sendo que mais de 90% dos animais infectados vem a óbito entre 8 a 36 horas 

após inicio do aparecimento dos sinais clínicos, depois de um período de incubação de 

5 a 10 dias (HOFF & TRAINER, 1981). Infecções experimentais em Veados-de-cauda-

branca com vírus da DEH demonstraram viremia a partir do segundo ao quarto dia pós-

infecção, com pico ocorrendo no dia 6 pós-infecção (GAYDOS et al., 2002).  

Os achados macroscópicos em animais acometidos pela LA e/ou DEH variam de 

acordo com a severidade das doenças, sendo que não podem ser diferenciadas pelas 

lesões encontradas na necropsia nem pelos exames histopatológicos. Na forma 

superaguda, pode haver edema grave na cabeça, pescoço, língua e pulmões. Na forma 

aguda, o edema pode estar acompanhado por hemorragia em diversos órgãos, como 

coração e trato gastrointestinal. Pode haver áreas de necrose e ulceração em língua, 

coxim dentário, palato duro, rúmen e abomaso (HOFF & TRAINER, 1981). As lesões 

observadas são decorrentes dos danos causados pelos vírus nos capilares sanguíneos, 

que resultam em aumento da permeabilidade vascular, edema, hemorragia, trombose, 

isquemia e necrose das mais variadas estruturas e órgãos (PARSONSON, 1990; JUBB 

et al., 1993, ALFIERI et al., 2007). 

Histologicamente, vasculite disseminada e trombose associada a hemorragias, 

alterações degenerativas e necrose são encontradas em diversos órgãos (HOWERTH 

et al., 2001). Observa-se infiltrado celular inflamatório, vacuolização celular, estase 
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sanguínea, hipertrofia das células endoteliais de vasos pouco calibrosos e ruptura dos 

mesmos (MICHELSEN, 1990). 

O diagnóstico da LA e da DEH é realizado pelo isolamento viral, detecção de 

anticorpos específicos no soro do animal ou ainda detecção do genoma viral em 

amostras biológicas (ARADAIB et al., 1994). A técnica de RT-PCR fornece resultado 

muito mais rápido que o isolamento viral e possui a vantagem de poder ser realizado 

em tecidos não mais adequados para o isolamento (HOWERTH et al., 2001). 

Especificamente para diagnóstico da LA foram descritos métodos de imunoistoquímica 

que demonstram a presença do vírus em tecidos congelados ou parafinizados 

(ANDERSON et al., 1989; MACLACHLAN et al., 1990). Recentemente, foi descrita uma 

metodologia (imunoistoquímica) aplicada em tecidos parafinizados de ruminantes 

domésticos, que detecta a proteína viral estrutural VP7, abundante e bem conservada 

em tecidos (SÁNCHEZ-CORDÓN et al., 2010).  

Não há tratamento específico para LA e DEH. É aconselhável reduzir o estresse 

de animais doentes, confinando-os em áreas fechadas e secas. Infecções secundárias 

podem ser tratadas com antibióticos apropriados (STOTT, 1999).  

A vacinação disponível somente para LA é usada em diversos países onde a 

doença é endêmica para limitar as perdas diretas, minimizar a circulação do vírus e 

permitir movimentação de animais (OIE, 2009). Até recentemente, as únicas vacinas 

comercializadas eram as com vírus vivo atenuado. A maioria dessas vacinas foi 

desenvolvida para uso no sul da África, onde muitos sorotipos são endêmicos, 

principalmente para proteger raças de ovelhas exóticas susceptíveis (ALPAR et al., 

2009).  Dentre as desvantagens do uso de vacinas com vírus vivo atenuado, podemos 

citar: desenvolvimento da doença em algumas raças de ovelhas susceptíveis, sorotipos 

podem ser transmitidos pelo vetor Culicoides e podem ocorrer rearranjos entre o vírus 

da vacina e os sorotipos presentes no campo. Vacinas inativadas estão sendo 

comercializadas, porém o custo é mais elevado e estudos sobre eficácia, duração da 

proteção e ocorrência de imunidade pelo colostro ainda estão em andamento (MELLOR 

et al., 2009). 
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O controle de áreas livres deve ser focado principalmente no controle de 

movimento de animais, em regras rígidas de importação e quarentena, geralmente 

acompanhada de dois a três testes sorológicos. Abrigar os animais em áreas protegidas 

de mosquitos durante a noite, reduzir a população de vetores com uso de inseticidas e 

larvicidas são medidas que podem ser adotadas (ALFIERI et al., 2007). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1 Animais  
 

Para este estudo foram utilizadas amostras de tecidos parafinizados, 

provenientes de cervídeos necropsiados entre os anos de 1994 a 2011 no 
Departamento de Patologia Veterinária da FCAV – Unesp. Toda pesquisa foi 

devidamente aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais desta instituição 

(protocolo número 009908/11, Apêndice A) e pelo Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (autorização número 26519-1, Apêndice B).  

Os animais eram todos da fauna brasileira oriundos de cativeiro e vida livre, 

sendo os primeiros provenientes de zoológicos, centro de pesquisa ou criadouros 

conservacionistas e os segundos encaminhados por bombeiros, pela Polícia Ambiental 

e por concessionárias de rodovias.  De um total de 253 cervídeos necropsiados, foram 

selecionados 42 casos em que os animais apresentavam sinais clínicos e lesões 

macroscópicas sugestivas de doenças hemorrágicas (WOODS et al., 2001). Dos 42 

cervídeos estudados, de ambos os sexos e de diferentes faixas etárias, oriundos de 

vida livre ou de cativeiro, 17 eram B. dichotomus, 12 M. gouazoubira, oito M. americana, 

três M. nana, um M. bororo e um M. nemorivaga (Tabela 1). Quanto à classificação de 

idade, animais até seis meses foram considerados filhotes, de sete meses a um ano, 

jovens e adultos a partir de um ano. Os animais, cujas idades não constavam nos 

dados de arquivo, foram agrupados e nomeados sem informação (S/i). 

Os dados mais detalhados desses cervídeos (espécie, idade, sexo, origem, 

sinais clínicos, lesões macroscópicas) estão discriminados no apêndice C.  
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Tabela 1. Espécies, sexo, idade e origem de cervídeos selecionados para pesquisa de agentes 
virais de doenças hemorrágicas. 

 
  M. 

gouazoubira 
(n= 12) 

M.  
nana 
(n=3) 

M.  
bororo 
(n=1) 

B. 
dichotomus 

(n=17) 

M. 
nemorivaga 

(n=1) 

M. 
americana 

(n=8) 

Se
xo

 Macho 6 2 1 5 - 3 

Fêmea 6 1 - 12 1 5 

Id
ad

e 

Filhote - - - 2 - - 
Jovem 2 - - 8 - 3 
Adulto 8 3 1 7 - 5 

S/i 2 - - - 1 - 

O
rig

em
 Zoológico 1 - - - - - 

Vida livre 3 - - 1 - - 
NUPECCE 8 3 1 3 1 8 

CCCP/CESP - - - 13 - - 
Legenda: S/i = sem informação, NUPECCE = Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos – 
Unesp/Jaboticabal, CCCP = Centro de Conservação de Cervo-do-Pantanal, CESP = Companhia 
Energética de São Paulo – Promissão/SP. 

 

 
3.2 Exame necroscópico, microscópico e colheita de material 

 

Os cervídeos foram submetidos a exame necroscópico detalhado, onde foram 

avaliados os órgãos, sua localização, aspecto externo, coloração, formato e tamanho. 

Em seguida foram colhidos fragmentos de diversos órgãos/tecidos, entre eles fígado, 

baço, pulmão, rim, sendo fixados em solução de formalina a 10%, tamponada. O tempo 

de permanência nessa solução variou de alguns dias até no máximo cinco meses. Após 

processos de rotina para histologia (desidratação, diafanização, parafinização e 

emblocamento em parafina), foram feitos cortes de 5µm de espessura que 

posteriormente foram submetidos à coloração de Hematoxilina-eosina e lidos em 

microscópio de luz. Todas essas etapas foram realizadas no Laboratório de Anatomia 

Patológica do Departamento de Patologia Veterinária da FCAV – Unesp, Campus de 

Jaboticabal. 
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3.3 Imunoistoquímica 
 

Para o estudo da presença de adenovírus foi utilizada a técnica de 

imunoistoquímica, realizada no “California Animal Health and Food Safety Laboratory” 

(CAHFS) na Universidade da Califórnia, em Davis. Todas as etapas foram realizadas e 

acompanhadas, sob a supervisão da docente DVM, Ph.D. Leslie Woods. O material dos 

exames necroscópicos (item 3.2) em forma de blocos de parafina foram enviados com a 

respectiva autorização do ICMBio (autorização número 26519-1, Apêndice C) e 

autorização de recebimento do Governo americano (Apêndice D). A partir dos tecidos 

incluídos em parafina foram feitos dois cortes de 4µm de espessura de cada bloco, 

sendo um para o anticorpo específico e um para o anticorpo não específico (controle 

negativo). A desparafinização e hidratação foram feitas utilizando baterias de xilol e 

álcool em concentrações decrescentes. Em seguida, as lâminas foram incubadas em 

pepsina 0,5% à temperatura de 37°C durante 10 minutos para recuperação dos 

antígenos. As lâminas foram então lavadas em água corrente e solução salina 

tamponada tris-Tween, e acrescido 200 µL do anticorpo policlonal de coelho anti-

adenovírus, na diluição de 1:1500. Nas lâminas para controle negativo foram colocados 

200 µL do anticorpo não-específico – IgG  de coelho, na diluição 1:1500. Tanto as 

lâminas com os anticorpos primários específicos quanto não-específicos ficaram 

durante 30 minutos à temperatura ambiente, e em seguida foram lavados com solução 

tampão. 

Na etapa seguinte, todas as lâminas receberam 400 µL do anticorpo secundário: 

anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho (Vector Labs®) na diluição 1:200 e foram 

incubadas durante 30 minutos. Após lavagem com solução tampão, foram adicionados 

400 µL de solução do conjugado (Horseradish Peroxidase-Labeled Streptoavidin, 

Jackson Lab®), diluição 1:1000. Após 30 minutos à temperatura ambiente, as lâminas 

foram lavadas com solução tampão. Em seguida foi colocado 400 µL de cromógeno 3-

amino-9-ethylcarbazole (AEC, DakoCytomation®) sobre as lâminas e após 10 minutos 

foram novamente lavados com solução tampão. As lâminas foram então colocadas em 
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cubas contendo Hematoxilina de Mayer (Sigma®), onde permaneceram por 7 minutos e 

em seguida foram lavados em água corrente. As lâminas ficaram imersas durante 2 

minutos em água corrente. A última etapa consistiu em cobrir as lâminas com meio de 

montagem aquoso, deixar secar durante 30 minutos e então cobri-las com meio de 

montagem sintético e lamínula para posteriormente serem lidas em microscópio de luz.  

Além do processo manual de imunoistoquímica descrito acima, metade do 

material (21 amostras) foi processada em equipamento automatizado “Immuno 

Autostainer” (Dako®). As únicas etapas que foram feitas manualmente após processar o 

material no “Immunoautostainer” foram a imersão em Hematoxilina de Mayer e 

cobertura com meio de montagem aquoso, meio de montagem sintético e lamínula. 

 

3.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real precedida de 
transcrição reversa 

 
Para investigar a presença dos agentes da LA e da DEH, o método utilizado foi 

RT-PCR em tempo real, incluindo as etapas de extração do RNA, RT-PCR em tempo 

real, eletroforese em gel de agarose e sequenciamento. Todos esses procedimentos 

foram acompanhados no “California Animal Health and Food Safety Laboratory” 

(CAHFS) na Universidade da Califórnia, em Davis, sob supervisão da DVM, Ph.D. 

Beate M. Crossley. 

 
3.4.1 Extração do RNA 

 
A partir de tecidos incluídos em parafina (item 3.2) foram feitos de cada bloco, 

quatro cortes de 20 µm de espessura, que foram colocados em tubos para 

microcentrifuga de 1,5 mL. Para evitar contaminação entre os materiais, as navalhas do 

micrótomo foram trocadas a cada bloco cortado.  

O processo de desparafinização dos tecidos e extração do RNA foram realizados 

utilizando o “RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit” (Ambion®),  seguindo as 

instruções do manual do fabricante (Figura 2). 
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Figura 2. Esquema das etapas de desparafinização e extração de RNA a partir de tecidos 

incluídos em parafina. 
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3.4.2 RT-PCR em tempo real 
 

Após extração do RNA foi realizada conversão em cDNA e RT-PCR em tempo 

real, utilizando os kits SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq 

DNA Polymerase (InvitrogenTM, Life Technologies®) e Path-IDTM Multiplex One-Step RT-

PCR Kit (Applied Biosystems®) para vírus da LA e vírus da DEH, respectivamente, de 

acordo com os protocolos descritos pelos fabricantes. Foi utilizado o termociclador 

Cepheid Smartcycler version 2d (Sunnyvale, CA) para realizar o RT-PCR em tempo real 

para vírus da LA. Para pesquisa do vírus da DEH foi utilizado termociclador Applied 

Biosystems 7500 Fast Platform (Carlsbad, CA).  

As reações para LA foram realizadas essencialmente como previamente descrito 

por ORRÙ et al. (2006), com as modificações sugeridas por HOFMANN et al. (2008). 

Para vírus da DEH foi utilizado protocolo desenvolvido na Universidade de Wisconsin, 

Madison (protocolo sob validação, dados ainda não publicados). Em cada reação foram 

acrescentados um controle negativo e um positivo. As reações foram realizadas nos 

termocicladores acima referidos, sendo que as condições de reação para vírus da LA 

foram um ciclo de 30 minutos a 48ºC para síntese de cDNA, um ciclo de dois minutos a 

95ºC para desnaturação inicial e 50 ciclos de 95ºC por 15 segundos, 56ºC por 30 

segundos e 72ºC por 30 segundos. As condições de reação para vírus da DEH foram 

um ciclo de 10 minutos a 50ºC para síntese de cDNA, um ciclo de 10 minutos a 95ºC 

para desnaturação inicial e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 

 

3.4.3 Eletroforese em gel de agarose e sequenciamento 
 

Os materiais submetidos a RT-PCR em tempo real passaram também por outra 

análise, eletroforese em gel de agarose, a fim de confirmar a presença de bandas 

específicas dos amplicons com os tamanhos esperados. Para isso utilizou-se gel de 

agarose 4%, a corrente elétrica empregada foi de 210 volts durante 27 minutos. O 

marcador utilizado foi “All Purpose Hi-Lo DNA Marker” (Bionexus® Inc., Oakland, CA) e 
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os fragmentos amplificados foram visualizados com iluminação ultravioleta. Os produtos 

da RT-PCR foram purificados e submetidos a sequenciamento em “Davis Sequencing” 

(Davis, CA). 
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IV.  RESULTADOS 
 
 

A partir dos sinais clínicos (descritos nas fichas de arquivo) e dos achados 

macroscópicos sugestivos para doenças virais hemorrágicas, foram selecionados 42 

cervídeos, cujos dados de sexo e idade estão copilados nas tabelas a seguir, 

agrupados pelas espécies analisadas, sendo a Tabela 2 representada pelos animais 

das espécies M. nana, M. nemorivaga e M. bororo, Tabela 3 referente à espécie M. 

gouazoubira, Tabela 4, animais da espécie B. dichotomus, e Tabela 5 espécie M. 

americana. 
 
Tabela 2. Relação das espécies de M. nana, M. nemorivaga e M. bororo avaliados quanto ao 

sexo, idade, sinais clínicos e achados macroscópicos sugestivos para DHA, DEH, LA. 
 

Espécie Animal Sexo Idade Sinais clínicos Alterações macroscópicas 
 
 
 

M. nana 

2 macho adulto Apatia, hiporexia. Conteúdo intestinal 
hemorrágico, petéquias no 
endocárdio e na serosa de 
estômagos, hidropericárdio. 

19 macho adulto Edema submandibular. Hidropericárdio, sufusões em 
endocárdio, mucosa do 
abomaso hiperêmica. 

38 fêmea adulto Encontrado morto pelo 
tratador. 

Sufusões e úlceras na língua, 
úlceras na mucosa do abomaso. 

M. 
nemorivaga 

7 fêmea S/i Hiporexia, emaciação Fígado e pulmão congestos, 
conteúdo intestinal hemorrágico. 

 
M. bororo 

10 macho adulto Edema em face e 
língua, sangue nas 
fezes. 

Petéquias em endocárdio, 
mucosa do abomaso 
hiperêmica, enterite 
hemorrágica. 

Legenda: animais sem asterisco foram negativos para as três enfermidades analisadas. 
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Tabela 3. Relação de espécimes de M. gouazoubira avaliados quanto ao sexo, idade, sinais 
clínicos e achados macroscópicos sugestivos para doença hemorrágica por 
adenovírus, doença epizoótica hemorragia e língua azul. 

 
Espécie Animal Sexo Idade Sinais clínicos Alterações macroscópicas 

  
M

. g
ou

az
ou

bi
ra

 
 

1 macho S/i Anorexia, letargia, edema 
na cabeça e lesões na 
boca 

Espuma em traqueia, petéquias 
em epicárdio. 

3 fêmea adulto Edema facial, prostração, 
lesões na boca. 

Fígado, rim e pulmão 
congestos, petéquias em 
endocárdio. 

4 macho jovem Sem informações Petéquias em endocárdio, 
traqueia hiperêmica, enterite 
hemorrágica. 

5 fêmea adulto Edema submandibular, 
lesões na boca, magro, 
anorexia, recém-parida. 

Petéquias em endocárdio, 
fígado e pulmão congestos, 
mucosa intestinal hemorrágica. 

6 macho adulto Magro, apesar de 
alimentar-se bem, 
prostração e em seguida 
óbito. 

Petéquias em língua, 
endocárdio e estômagos, 
edema pulmonar. 

8* fêmea adulto Edema submandibular Hemotórax, petéquias em língua 
e endocárdio, intestino com 
conteúdo hemorrágico. 

9 fêmea adulto Diarreia há 60 dias, 
apetite normal, 
emaciação. 

Mucosa intestinal escurecida, 
pulmão e fígado congestos. 

12 macho adulto Emaciação, lesão na 
língua, sialorreia, 
prostrado. 

Edema e congestão pulmonar, 
petéquias em endocárdio, perda 
do epitélio da língua, úlceras em 
duodeno. 

13* macho jovem Anorexia, lesões na boca. Conteúdo intestinal 
sanguinolento, edema 
pulmonar, petéquias em 
endocárdio, mucosa de rúmen e 
abomaso hiperêmicas. 

21 macho S/i Membro torácico 
esquerdo amputado. 

Músculo branco, pulmão e 
fígado hemorrágicos, conteúdo 
intestinal hemorrágico. 

31 fêmea adulto Escoriações, fraturas de 
dentes, úlcera na língua, 
exposição de falanges. 

Úlcera em língua, músculo 
branco em membros. 

32 fêmea adulto Escoriações em membros 
e cabeça devido ataque 
por cães, magra. 

Pulmões hemorrágicos, 
conteúdo intestinal hemorrágico. 

Legenda: * = animal positivo apenas para vírus da Língua azul (PCR), animais sem asterisco foram 
negativos para as três enfermidades analisadas. 
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Tabela 4. Relação de espécimes de B. dichotomus avaliados quanto ao sexo, idade, sinais 
clínicos e achados macroscópicos sugestivos para doença hemorrágica por 
adenovírus, doença epizoótica hemorragia e língua azul. 

 
Espécie Animal Sexo Idade Sinais clínicos Alterações macroscópicas 

 
B

. d
ic

ho
to

m
us

 

11 fêmea adulto Recém-parida, apatia, 
emaciação, vômitos, 
histórico de abortos. 

Pericardite, enterite hemorrágica, 
mucosa do abomaso hiperêmica. 

14* macho jovem Decúbito lateral 
seguido de óbito. 

Sufusões em mucosas dos 
estômagos, petéquias em 
endocárdio, intestino com 
conteúdo sanguinolento.  

15* fêmea jovem Sem informações. Úlcera na língua e rúmen, 
linfonodos aumentados. 

16* macho jovem Apatia, sialorreia, 
anorexia, lesões em 
cavidade oral. 

Enterite hemorrágica, lesões na 
língua, mucosas dos estômagos 
hiperêmicas. 

17 fêmea jovem Apatia, lesões na boca, 
dificuldade para se 
alimentar.  

Lesões ulcerativas em cavidade 
oral, enterite hemorrágica. 

18 macho adulto Hiporexia e sialorreia.  Mucosa oral e dos estômagos 
hiperêmica, língua enegrecida, 
conteúdo intestinal sanguinolento. 

20 fêmea adulto Ferida em membro 
torácico esquerdo, 
mantida em caixa de 
transporte, hiporexia.  

Petéquias na língua, edema 
pulmonar, hemopericárdio. 

22* fêmea  jovem Apatia, sialorreia, 
diarreia, decúbito 
lateral.  

Úlceras e petéquias na língua, 
conteúdo sanguinolento em 
estômagos e intestinos, petéquias 
em endocárdio. 

23 fêmea adulto Sialorreia, dificuldade 
para se alimentar. 

Enterite hemorrágica, lesões em 
palato duro. 

24 fêmea adulto Hiporexia há um mês, 
emaciação, decúbito.  

Necrose em gengiva, líquido com 
sangue em cavidade torácica e 
abdominal. 

25 fêmea jovem Anorexia, apatia, 
sialorreia. 

Petéquias em cavidade oral, 
endocárdio e pericárdio, enterite 
hemorrágica. 

26 fêmea adulto Apatia, lesões na boca, 
dificuldade respiratória, 
fezes pastosas.  

Enterite hemorrágica, hiperemia 
em mucosas dos estômagos, 
hepatomegalia. 

27 macho adulto Hiporexia, diarreia, 
apatia, dificuldade para 
comer.  

Cavidade oral arroxeada, 
hemotórax, esplenomegalia, 
enterite hemorrágica. 

28 macho jovem Sialorreia, hiporexia, 
lesões na boca, 
diarreia.  

Enterite hemorrágica, líquido 
sanguinolento em cavidade 
torácica e abdominal. 

Continua 
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Espécie Animal Sexo Idade Sinais clínicos Alterações macroscópicas 

B
. d

ic
ho

to
m

us
 

29 fêmea jovem Sialorreia, anorexia, 
apatia.  

Petéquias na mucosa oral, 
enterite hemorrágica, líquido 
sanguinolento em cavidades 
torácica e abdominal, estômagos 
com mucosas hiperêmicas. 

30 fêmea filhote Dificuldade para 
mamar, apático, fezes 
com sangue.  

Enterite hemorrágica. 

39 fêmea filhote Ainda mamava na 
mãe, decúbito lateral 
seguido de óbito.  

Úlceras na língua, petéquias em 
coração, conteúdo intestinal 
sanguinolento, úlcera em 
abomaso. 

Legenda: * = animal positivo apenas para vírus da Língua azul (PCR), animais sem asterisco foram 
negativos para as três enfermidades analisadas. 

 
Tabela 5. Relação de espécimes de M. americana avaliados quanto ao sexo, idade, sinais 

clínicos e achados macroscópicos sugestivos para doença hemorrágica por 
adenovírus, doença epizoótica hemorragia e língua azul. 

 
Espécie Animal Sexo Idade Sinais clínicos Alterações macroscópicas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M. 
americana 

33 fêmea adulto Trauma durante 
contenção, anorexia, 
animal prenhe. 

Placas diftéricas na língua, 
edema em pulmão. 

34 fêmea jovem Apatia, hiporexia após 
soltura em piquete, fezes 
pastosas. 

Mucosa do abomaso 
hiperêmica, intestino com 
conteúdo sanguinolento. 

35 fêmea jovem Apatia, hiporexia após 
soltura em piquete.  

Intestino com conteúdo 
sanguinolento, papilas 
ruminais avermelhadas. 

36* macho jovem Hiporexia após soltura em 
piquete.  

Hemotórax, hemoperitônio, 
intestino com conteúdo 
sanguinolento. 

37 macho adulto Hiporexia há 12 dias, 
edema submandibular, 
decúbito seguido de 
óbito.  

Petéquias na língua e coração, 
conteúdo intestinal 
sanguinolento, petéquias em 
endocárdio. 

40 fêmea adulto Anorexia, lesões na 
língua, decúbito lateral 
seguido de óbito.  

Petéquias em língua e 
endocárdio, enterite 
hemorrágica, hiperemia em 
mucosa de estômagos. 

41 fêmea adulto Prostrado, dificuldade 
respiratória, diarreia. 

Petéquias no endocárdio, 
intestino com conteúdo 
sanguinolento, fígado com 
manchas esbranquiçadas, 
mucosa do omaso e abomaso 
hiperêmicas. 

42 macho adulto Encontrado morto, em 
autólise. 

Conteúdo intestinal 
avermelhado. 

Legenda: * = animal positivo apenas para vírus da Língua azul (PCR), animais sem asterisco foram 
negativos para as três enfermidades analisadas. 



23 

 

 

Quanto aos sinais clínicos, um mesmo animal apresentava um ou mais sinais 

clínicos simultaneamente. A partir dos dados das Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6 listadas acima 

os principais sinais foram: hiporexia em 35,71% (n=15), apatia em 28,57% (n=12) e 

lesões na língua/cavidade oral também em 28,57% (n=12). Outros sinais importantes 

como: diarreia/fezes pastosas (21,43%, n=9), emaciação (19,05%, n=8), sialorreia 

(19,05%, n=8) e edema em cabeça (16,67%, n=7) também foram verificados. 

Os achados macroscópicos mais relevantes observados nas necropsias foram: 

conteúdo intestinal hemorrágico em 71,43% (n=30), petéquias em órgãos (47,62%, 

n=20) como coração (endocárdio), língua e estômagos, mucosas de trato 

gastrointestinal avermelhadas (33,33%, n=14) e necrose/úlcera em cavidade oral/língua 

em 26,19% (n=11). 

Todos os 42 animais analisados, pela técnica de imunoistoquímica para o agente 

da DHA, foram negativos. 

Na pesquisa do vírus da DEH por RT-PCR em tempo real todas as amostras 

foram negativas, bem como na eletroforese em gel de agarose (Figuras 3 e 4). Os 

resultados finais de todas as amostras analisadas para DEH estão presentes no 

Apêndice C. 
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Figura 3. Imagem das curvas geradas no RT-PCR em tempo real realizado para vírus da 

doença epizoótica hemorrágica em material de cervídeos brasileiros. Curva gerada pelo 
controle positivo (seta), com valor de Cycle threshold (Ct) igual a 30,96, demonstrando 
crescente liberação de fluorescência de acordo com a quantidade de ciclos realizados. 
Abaixo da linha de base (      ) encontram-se as amostras testadas, todas negativas. 
 

 

 
Figura 4. Imagem de eletroforese em gel de agarose realizado com as amostras de cervídeos 

brasileiros para doença epizoótica hemorrágica, sendo todas as amostras negativas, 
sem formação de bandas características. Os controles positivo (PCR+) e negativo (PCR-
) estão localizados no lado direito da imagem. 

 

Os resultados finais das amostras analisadas pelo RT-PCR para LA estão 

presentes no Apêndice C. Para detecção do vírus da LA utilizando inicialmente a 
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técnica de RT-PCR em tempo real, três amostras foram positivas (7,14%) e quatro 

(9,52%) apresentaram valores de Ct elevados (animais número 14, 15, 16 e 22) quando 

comparados ao Ct do controle positivo (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Imagem das curvas geradas no RT-PCR em tempo real realizado para vírus da língua 

azul de amostras de cervídeos brasileiros. Acima da linha de base (      ) encontram-se 
as amostras positivas dos animais número 13 (Ct 32,30), 15 (Ct 40,26), 8 (Ct 34,71), 
36 (Ct 34,47), 22 (Ct 39,73) e 16 (Ct 46,11). Abaixo da linha de base encontram-se as 
amostras negativas. O controle positivo (C) apresentou Ct igual a 31,31.  

 

Para confirmação dos resultados dessa técnica, todas as amostras também 

foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 4%, onde se verificou resultados 

positivos para vírus da LA em sete amostras (16,66%) (Figura 6). Trata-se das mesmas 

amostras detectadas pelo RT-PCR (três positivas e quatro com valores de Ct muito 

acima do valor do controle positivo). 
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Figura 6. Imagem de eletroforese em gel de agarose 4% realizado em amostras de cervídeos 

brasileiros para língua azul, sendo amostras de número 8, 13, 14, 15, 16, 22 e 36 
positivas, com formação de bandas características. Os controles positivo (PCR+) e 
negativo (PCR-) estão localizados no lado direito da imagem. 

 
 

As bandas positivas no gel de agarose 4% das sete amostras (número 8, 13, 14, 

15, 16, 22 e 36) foram purificadas e sequenciadas, confirmando tratar-se de vírus da LA 

(Apêndice F). 

Os sete animais positivos para língua azul eram provenientes de cativeiro, sendo 

dois B. dichotomus do CCCP (Centro de Conservação do Cervo-do-Pantanal) da CESP 

(Companhia Energética de São Paulo, Promissão – SP) e cinco cervídeos (dois B. 

dichotomus, dois M. gouazoubira e um M. americana) pertencentes ao plantel do 

NUPECCE (Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos, Unesp, Jaboticabal – 

SP). Quanto à faixa etária, os animais acometidos eram seis jovens (85,71%) e um 

adulto (14,29%) e a distribuição por sexo era de três fêmeas (42,86%) e quatro machos 

(57,14%). 

Quanto aos sinais clínicos observados nesses sete animais eles variaram desde 

sem sinais clínicos, sinais inespecíficos, como anorexia/hiporexia e apatia e sinais 

sugestivos tais como: edema submandibular e diarreia, observado em um animal, e 

sialorreia e lesões na língua, observado em dois animais.  

A partir dos resultados positivos acima, os achados macro e microscópicos 

desses sete animais positivos para LA estão listados na Tabela 6 a seguir. 
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Tabela 6. Alterações macroscópicas e microscópicas de cervídeos positivos para vírus da 
língua azul. 

 
Nº do 

animal 
positivo 

Alterações macroscópicas Alterações microscópicas 

 
8 

 
- baço: manchas avermelhadas em 
cápsula. 
- fígado: congesto, manchas claras e 
petéquias. 
- língua: petéquias. 
- pulmão: áreas de congestão e 
hemorragia, edema. 
- rim: medular e cortical 
avermelhadas. 
- coração: petéquias no endocárdio. 
- traqueia: congesta. 
- intestino: conteúdo hemorrágico. 
- abomaso: mucosa avermelhada, 
serosa com petéquias. 

 
- baço: depleção linfoide, discreto infiltrado 
polimorfo nuclear difuso (esplenite). 
- fígado: moderada degeneração turva difusa, 
moderada degeneração gordurosa em região 
centro-lobular. 
- língua: nada digno de nota. 
- pulmão: moderada hemorragia alveolar 
focalmente extensa. 
- rim: moderada a discreta hemorragia em 
interstício, acentuada degeneração hidrópica 
difusa em túbulos contorcidos proximais. 

 
13 

 
- abomaso: mucosa hiperêmica. 
- coração: petéquias em região de 
inserção das cordas tendíneas do átrio 
direito.  
- fígado: congesto. 
- intestino: petéquias na mucosa e 
conteúdo sanguinolento. 
- pulmão: lobos bastante 
avermelhados, edema e enfisema. 
- rim:  
- traqueia: vasos congestos, espuma 
e muco. 
- rúmen: mucosa avermelhada. 
- baço: nada digno de nota. 
- língua: sufusão na base da língua. 
- bexiga: repleta, conteúdo 
avermelhado. 

 
- abomaso: leve hemorragia e congestão em 
mucosa e musculatura. 
- coração: área de fibrose focalmente extensa 
em epicárdio infiltrando no miocárdio, focos de 
necrose de coagulação. 
- fígado: moderado infiltrado inflamatório 
linfocítico difuso ao redor de ductos biliares 
(pericolangite). 
- intestino: moderada congestão em mucosa e 
submucosa difusa. 
- pulmão: discreto edema alveolar, moderada a 
acentuada congestão difusa, células 
linfoplasmocitárias próximo à arteríola.  
- rim: discreta congestão difusa, moderado 
infiltrado inflamatório difuso ao redor de 
glomérulos. 
- traqueia: moderada congestão difusa, dois 
focos de discreta hemorragia em submucosa. 
- músculo esquelético: acentuada hemorragia 
focalmente extensa. 

 
14 

 
- baço: nada digno de nota. 
- coração: sufusões em endocárdio. 
- fígado: congesto. 
- língua: nada digno de nota 
- pulmão: congesto. 
- traqueia: congesto. 
- rúmen: mucosa avermelhada. 
- omaso: mucosa avermelhada. 

 
- baço: folículos com quantidade reduzida de 
células. 
- coração: discreta hemorragia entre fibras do 
miocárdio. 
- fígado: moderada quantidade de bactérias de 
putrefação. 
- língua: nada digno de nota. 
 

  Continua 
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Nº do 
animal 

positivo 

Alterações macroscópicas Alterações microscópicas 

 
14 

 
- abomaso: mucosa avermelhada. 
- rim: em estado de autólise. 
- intestino: conteúdo hemorrágico. 

 
- pulmão: moderada congestão difusa, moderado 
infiltrado inflamatório linfocítico perivascular 
multifocal. 
- traqueia: congestão moderada difusa em 
submucosa, hemorragia acentuada em 
submucosa. 
- rúmen: moderada quantidade de bactérias de 
putrefação com desprendimento da mucosa, 
hemorragia moderada difusa em submucosa. 
- omaso: moderada quantidade de bactérias de 
putrefação, discreta congestão de vasos em 
submucosa difusa. 

 
15 

 
- língua: ulceração em terço caudal do 
epitélio com presença de material 
fibrinoso e purulento aderido. 
- coração: hipertrofia concêntrica dos 
ventrículos. 
- linfonodos: aumentados de 
tamanho. 
- rúmen: úlcera em mucosa de 
transição com omaso.  
- baço: nada digno de nota 
- fígado: nada digno de nota 
- pulmão: nada digno de nota 
- rim: nada digno de nota 

 
- baço: moderada quantidade de 
polimorfonucleares difuso, ausência de hemácias 
em polpa vermelha e evidenciação de células 
reticuloendoteliais difusa. 
- fígado: discreto a moderado infiltrado 
inflamatório misto próximo a ductos biliares 
multifocal (pericolangite linfoplasmocitária 
crônica), sinusóides preenchidos por sangue, 
hiperplasia de ductos biliares. 
- pulmão: discreto infiltrado polimorfonuclear 
difuso em interstício, discreto enfisema alveolar 
difuso, discreta quantidade de hemácias em 
espaço alveolar. 
- rim: moderada a acentuada hemorragia 
multifocal em medular. 
- músculo: nada digno de nota. 
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- baço: coloração clara com bordas 
acinzentadas, ao corte coloração 
vinho. 
- intestino: enterite hemorrágica 
intensa, reto com sangue vivo na luz 
do órgão. 
- pulmão: áreas de hepatização, 
enfisematoso e congesto. 
- língua: coloração arroxeada, lesão 
esbranquiçada de 1 cm de diâmetro 
abaixo do ápice. 
- músculo: região de músculo branco 
em membros posteriores. 
- coração: sufusões em endocárdio. 
- rúmen, retículo, omaso e 
abomaso: mucosa avermelhadas. 

 
- baço: folículos pouco desenvolvidos. 
- intestino: necrose focal em mucosa. 
- linfonodo: leve infiltrado polimorfonuclear 
(eosinófilo) focal em vasos, células endoteliais 
aumentadas, com citoplasma preenchido por 
pontos corados em azul. 
- pulmão: moderada a acentuada congestão 
difusa, moderado edema alveolar difuso, discreto 
a moderado enfisema difuso, leve quantidade de 
hemossiderina focal. 
- língua: nada digno de nota. 
- músculo: nada digno de nota. 
- coração: nada digno de nota. 

  Continua 
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Nº do 

animal 
positivo 

Alterações macroscópicas Alterações microscópicas 

 
22 

 
- língua: úlceras e petéquias na 
musculatura. 
- pulmão: coloração vermelho escuro 
em todo o órgão. 
- coração: sufusão no endocárdio e 
edema na válvula mitral. 
- baço: petéquias na serosa. 
- fígado: nada digno de nota. 
- rúmen: conteúdo sanguinolento e 
mucosa enegrecida. 
- linfonodo: nada digno de nota. 
- retículo: conteúdo sanguinolento e 
mucosa hiperêmica. 
- omaso: conteúdo sanguinolento e 
mucosa hiperêmica. 
- abomaso: conteúdo sanguinolento e 
mucosa hiperêmica. 
- intestino: conteúdo sanguinolento.  
- rim: área enegrecida de 
aproximadamente 5 cm de diâmetro. 
- bexiga: petéquias em serosa. 

 
- língua: perda de estrias transversais e 
hialinização das mesmas (necrose de 
coagulação), hemorragia moderada a acentuada 
focalmente extensa em camada muscular, 
infiltrado inflamatório mononuclear moderado 
focal próximo ao epitélio.  
- pulmão: quantidade moderada de pigmentos 
enegrecidos difuso, congestão acentuada difusa. 
- coração: hemorragia focalmente extensa entre 
fibras musculares, congestão acentuada difusa. 
- baço: perda do padrão folicular (diminuição do 
número de folículos), hiperplasia de linfócitos 
seguida de plasmócitos, hemorragia acentuada a 
moderada multifocal na cápsula. 
- fígado: moderado a acentuado infiltrado 
inflamatório linfocítico ao redor de dutos biliares 
(pericolangite), hiperplasia de custos biliares, leve 
a moderada congestão difusa. 
- rúmen: hemorragia moderada difusa em 
submucosa e leve em camada muscular 
multifocal. 
- linfonodo: hemorragia moderada a acentuada 
multifocal, alguns vasos com células da túnica 
média aumentadas. 
- intestino: proliferação intensa de linfócitos (em 
placas de Peyer), ausência de ápices nas 
vilosidades difusa, hemorragia leve a moderada 
multifocal nas vilosidades. 
- rim: discreto infiltrado inflamatório linfocítico 
periglomerular focal, necrose de coagulação 
acentuada difusa em porção contorcida, 
congestão moderada difusa. 
- músculo esquelético: necrose moderada 
multifocal.  
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- traqueia: espuma sanguinolenta. 
- pulmão: fibrina em ambos os lobos, 
ao corte flui líquido amarelado viscoso 
do parênquima.  
- coração: nada digno de nota. 
- baço: nada digno de nota. 
- fígado: nada digno de nota. 
- rúmen: hiperemia em algumas 
papilas. 
- retículo: nada digno de nota. 
 

 
- traqueia: leve congestão difusa em submucosa. 
- pulmão: acentuado enfisema interlobular difuso, 
congestão moderada difusa, edema leve a 
moderado multifocal. 
- coração: discreta necrose flocular focalmente 
extensa. 
- baço: moderada depleção linfoide difusa. 
- fígado: infiltrado inflamatório linfocítico discreto 
multifocal ao redor de ductos biliares, discreta 
hiperplasia de ductos biliares, moderada 
congestão difusa em sinusóides.  

  Continua 
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Nº do 

animal 
positivo 

Alterações macroscópicas Alterações microscópicas 

 
36 

 
- omaso: mucosa com áreas 
hiperêmicas. 
- abomaso: mucosa com áreas 
hiperêmicas. 
- intestino: conteúdo sanguinolento e 
mucosa hiperêmica. 
- rim: parênquima com coloração 
avermelhada acentuada. 
- linfonodos: nada digno de nota. 

 
- retículo: leve hemorragia multifocal. 
- omaso: nada digno de nota. 
- abomaso: nada digno de nota. 
- intestino: calcificação distrófica focalmente 
extensa, parasitas na serosa, acentuado edema 
de submucosa difuso. 
- rim: congestão moderada a intensa de 
glomérulos, trombo em artéria, necrose de 
coagulação acentuada difusa por toda porção 
contorcida. 
- linfonodos: moderada hiperplasia de folículos 
difusa, quantidade moderada de megacariócitos 
difusa, discreta hemorragia multifocal. 

 

As principais alterações macroscópicas nos sete animais positivos foram 

conteúdo intestinal hemorrágico (85,71%, n=6), petéquias (57,14%, n=4) em língua e 

coração, mucosas avermelhadas do trato gastrointestinal (42,86%, n=3) e úlceras em 

língua (42,86%, n=2). 

Nos exames histopatológicos dos animais positivos para LA (n=7) foram 

observados principalmente infiltrado inflamatório em 100%, em diversos órgãos, entre 

eles, no rim (Figura 7.A), fígado e pulmão; hemorragia (71,43%, n=5) em coração, rim, 

traqueia, rúmen e musculatura (Figura 7.B) e congestão (71,43%, n=5) em pulmão, rim, 

traqueia e fígado. Trombo em artéria no rim foi encontrado em 14,28% dos animais 

(n=1).  
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Figura 7. Fotomicrografia de órgãos de Veado-catingueiro (M. gouazoubira, RG 18087, 
31/01) acometido por língua azul. Infiltrado inflamatório periglomerular (A). 
Hemorragia acentuada em musculatura (B). (Coloração HE) 

 

A B 
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V. DISCUSSÃO 
 
 

No início da década de 90 foram publicados no Brasil os primeiros relatos de 

cervídeos com sinais clínicos e lesões sugestivas de doenças hemorrágicas, tais como 

LA e DEH, porém sem diagnóstico de agente etiológico envolvido (DUARTE & ARITA, 

1992; MORATO et al., 1993; ARITA et al., 1997). Semelhante às lesões das doenças 

acima descritas, também são as alterações encontradas em animais acometidos por 

DHA (WOODS et al., 1996). 

Os animais selecionados para o presente estudo exibiram como principais sinais 

clínicos hiporexia, apatia, lesões em língua e cavidade oral, diarreia, emaciação, edema 

em cabeça e sialorreia, sinais que condizem com aqueles encontrados em animais 

diagnosticados com doenças virais hemorrágicas (STOTT, 1999; MURPHY et al., 1999; 

WOODS et al., 2001). As lesões macroscópicas mais comumente encontradas neste 

trabalho corroboram aquelas citadas em literatura (WOODS et al., 1999, ALFIERI et al., 

2007, MACLACHLAN, 2011), sendo, conteúdo intestinal hemorrágico, petéquias em 

diversos órgãos como coração (endocárdio), língua e estômagos, mucosas 

avermelhadas de trato gastrointestinal e necrose/úlcera em cavidade oral/língua.  

No presente trabalho, utilizando a técnica de imunoistoquímica para vírus da 

DHA em 42 amostras de cervídeos brasileiros com lesões sugestivas, não foi possível 

detectar o agente etiológico em questão. Os resultados negativos encontrados para 

DHA poderiam ser decorrentes do processo de fixação das amostras. Dependendo do 

tempo de permanência das amostras na formalina ocorrem alterações estruturais no 

agente, dificultando a padronização e a eficiência da técnica de imunoistoquímica (SHI 

et al., 2005). Outra hipótese seria que os animais testados são realmente negativos, 

pela ausência do agente no ambiente ou pela resistência das espécies brasileiras à 

doença. A enfermidade foi diagnosticada em cervídeos nos Estados Unidos (Califórnia, 

Oregon e Iowa) e no Canadá (Ontário) causando altos índices de mortalidade (WOODS 

et al., 1996; SORDEN et al., 2000; SHILTON et al., 2002). Trata-se de uma doença viral 
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descrito por WOODS et al. (1996), cuja epidemiologia e patogenia ainda não foram 

totalmente elucidadas. 

Devido à alta mortalidade e ausência de tratamento, é importante prevenir a 

introdução do adenovírus numa população de cervídeos susceptíveis. Para diminuir os 

riscos de introdução do vírus, recomenda-se não misturar animais oriundos de vida livre 

a animais de cativeiro, ainda que aparentemente saudáveis. Animais de cativeiro com 

histórico de infecção por adenovírus não devem ser transferidos para outros locais ou 

soltos na natureza, pois podem servir como carreadores do vírus (BOYCE et al., 2000). 

Fontes indiretas de contaminação também devem ser consideradas, uma vez que os 

adenovírus são estáveis no ambiente (MURPHY et al., 1999). Desse modo, é 

importante que exista vigilância epidemiológica e fiscalização rigorosa na entrada de 

possíveis animais portadores de adenovírus que causa a doença hemorrágica, 

principalmente oriundos de países onde ocorre a doença, como Canadá e Estados 

Unidos. 

Na América do Norte, a caça legalizada facilitou o acesso ao material biológico 

(amostras de animais abatidos por caçadores) para pesquisas epidemiológicas na 

população de vida livre. Enquanto que no Brasil, a distribuição das espécies em seus 

diferentes habitat e a extensão do território brasileiro dificultam um monitoramento 

efetivo dos animais e de suas doenças. Por se tratar de uma enfermidade relativamente 

nova, ainda não haviam sido realizadas pesquisas de diagnóstico da mesma em 

território brasileiro, valorizando o trabalho aqui apresentado. 

As outras duas doenças virais hemorrágicas estudadas nesse trabalho foram a 

LA e a DEH causadas por Orbivírus. Uma característica marcante da patogenia da 

infecção por esse vírus é sua capacidade de replicar e destruir células endoteliais em 

diferentes órgãos. A lise dessas células leva à injúria vascular, resultando em lesão dos 

capilares, hemorragias e coagulação intravascular disseminada (ALFIERI et al., 2007).  

Neste estudo, utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real para o vírus da 

DEH, todos os exames foram negativos. A DEH causa afecções graves apenas em 

ruminantes silvestres. A gravidade das lesões varia de acordo com a espécie 

acometida. Na América do Norte, o Veado-da-cauda-preta, a antilocapra (Antilocapra 
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americana), o Cervo-nobre (Cervus elaphus) e o Veado-da-cauda-branca são espécies 

susceptíveis à infecção pelo vírus da DEH, sendo a última mais sensível e na qual são 

obervadas lesões mais graves, inclusive síndrome hemorrágica fatal (BRODIE et al., 

1998).  

Uma possível explicação para os resultados negativos seria a ausência do 

agente nas amostras analisadas. Por outro lado, estudos sorológicos realizados em 107 

Cervos-do-Pantanal de vida livre em Promissão – SP (MONTASSIER et al., 2001) 

revelaram alta prevalência (71%) de animais com anticorpos para DEH.  A maioria dos 

animais do presente trabalho era proveniente do NUPECCE, mesmo local onde 

PANDOLFI (1999) descreveu 9% do plantel de 22 animais sorologicamente positivos 

para DEH.  Dessa maneira, os dois trabalhos acima relatados demonstram a existência 

do agente em território brasileiro (Estado de São Paulo), aumentando a expectativa de 

resultados positivos na detecção de material genômico do agente.  

 Outra explicação para os resultados negativos poderia ser o tempo de fixação 

em formalina, que variou de alguns dias a cinco meses. O processo de fixação altera o 

RNA, adicionando grupos metilol (– CH2OH) aos nucleotídeos (MASSUDA et al., 1999). 

O tempo de arquivamento dos blocos de parafina também é um fator que pode interferir 

na integridade do material genômico, uma vez que degradação por RNases endógenas 

e fragmentação do RNA continuam a acontecer mesmo após o tecido ser desidratado e 

embebido em parafina,  podendo interferir na transcrição reversa do RNA e reduzir a 

eficiência da PCR (MASSUDA et al., 1999; RIBEIRO-SILVA et al., 2007). O tempo de 

arquivamento dos blocos de parafina utilizados neste trabalho variou de um até 18 

anos, podendo ter interferido nos resultados obtidos. Por outro lado, estudo realizado 

por MCKINNEY et al. (2009) demonstrou que é possível extrair e amplificar RNA a partir 

de tecidos fixados que permaneceram em formalina durante um período de tempo de 

21 e 30 dias.  

Quanto à doença da LA, ela ocorre em áreas tropicais e subtropicais, entre 

latitudes 40ºN e 35ºS, onde está concentrado aproximadamente 70,7% do rebanho 

ovino mundial, acometendo também caprinos, bovinos, bubalinos e cervídeos. Em 
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diversos países foram relatadas evidências sorológicas para o vírus da LA em ovinos e 

outros ruminantes, porém sem relatos da ocorrência da doença (ALFIERI et al., 2007). 

Das 42 amostras analisadas por RT-PCR em tempo real e eletroforese em gel de 

agarose no presente estudo, sete animais (16,66%) foram positivos para vírus da LA. 

Os sinais clínicos observados nesses animais e no grupo de animais com alterações 

sugestivas de doenças hemorrágicas foram semelhantes. Dessa maneira, pode-se 

afirmar que os parâmetros utilizados (edema em cabeça, diarreia, sialorreia, lesões na 

língua/cavidade oral) para classificá-los em animais com lesões sugestivas de doenças 

virais hemorrágicas foram adequados e conferem com a literatura (WOODS et al., 1996, 

SORDEN et al., 2000).  

Quanto à faixa etária, os cervídeos positivos eram seis jovens (85,7%) e um 

adulto (14,3%), sugerindo que os animais mais novos sejam mais susceptíveis à 

doença. Em relação ao sexo (três fêmeas e quatro machos) e as espécies acometidas 

(quatro B. dichotomus, dois M. gouazoubira e um M. americana) não foi possível sugerir 

correlação quanto à ocorrência da doença.  

Todos os animais positivos foram oriundos de cativeiro, sendo cinco 

provenientes do NUPECCE. Nesse mesmo local foi realizado em anos anteriores 

(1998–1999) um estudo sorológico com ELISA competitivo comprovando a presença de 

anticorpos para vírus da LA em 23% de um total de 22 cervídeos analisados 

(PANDOLFI, 1999). A detecção de anticorpos e a comprovação da presença do agente 

nos animais do NUPECCE mostram que o plantel já teve contato com o vírus da LA, os 

animais são susceptíveis e eventualmente continuam albergando o agente. DUARTE 

(2007) refere que os surtos de enfermidades hemorrágicas ocorridos em cervídeos do 

NUPECCE acometidos durante vários anos, chegaram a gerar perda anuais de cerca 

de 50% do plantel. Em alguns anos, houve óbito de 90% dos animais. O controle da 

enfermidade foi feito com uso de telas nos galpões e ectoparasiticidas a cada 15 dias 

durante a primavera e verão. 

As principais alterações macroscópicas nos sete animais positivos foram 

conteúdo intestinal hemorrágico (85,71%, n=6), petéquias (57,14%, n=4) em língua e 

coração, mucosas avermelhadas do trato gastrointestinal (42,86%, n=3) e úlceras em 
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língua (42,86%, n=2) conferindo com dados da literatura (HOFF & TRAINER, 1981; 

PARSONSON, 1990). 

As alterações histológicas observadas nos animais positivos para LA foram 

principalmente infiltrado inflamatório em fígado, rim, pulmão, baço língua e linfonodo; 

além de hemorragia e congestão em diversos órgãos. Depleção linfóide e necrose em 

coração, rim, língua e intestino também foram observados. As lesões estão associadas 

ao dano vascular primário causado pela replicação viral (OSBURN, 2007), aumentando 

a permeabilidade vascular, favorecendo edema de tecidos, principalmente o pulmonar, 

e formando trombos e consequentes infartos (MACLACHLAN, 2004).  

Os bovinos infectados por vírus da LA geralmente são assintomáticos e tem 

período de viremia longo, podendo atuar como reservatórios, infectando os vetores que 

transmitem o vírus para os cervídeos. Nos bovinos, o vírus é detectado no sangue 

durante 35 a 60 dias pós-infecção, permanecendo por até 160 dias (KATZ et al., 1994). 

Estudos sorológicos para LA realizados no território brasileiro em ruminantes 

domésticos (bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos) indicam que a infecção está 

amplamente distribuída em todas as regiões, incluindo a Paraíba (MELO et al., 2000; 

ALVES et al., 2009), Pernambuco (MOTA et al., 2011), Bahia (SOUZA et al., 2010), 

Minas Gerais (CASTRO et al., 1992; LAGE et al., 1996; KONRAD et al., 2003), São 

Paulo (NOGUEIRA et al., 2009, VENDITTI, 2009), Rio Grande do Sul (COSTA et al., 

2006) e Mato Grosso do Sul (PELLEGRIN et al., 1997). Em estudo sorológico com 

ruminantes domésticos que viviam nas proximidades do NUPECCE foram detectados 

anticorpos para LA principalmente em bovinos (97%, n=73) e ovinos (87%, n=54) 

(PANDOLFI, 1999), sugerindo que esses animais poderiam ser fonte de infecção para 

os cervídeos acometidos no NUPECCE. 

Pelos dados sorológicos obtidos associados com a falta de relatos clínicos, 

acredita-se que o vírus da LA perpetue-se de forma inaparente nos rebanhos 

brasileiros. As possíveis explicações para este fato são: baixa virulência dos sorotipos 

circulantes no país, maior resistência de algumas raças contra a infecção ou a 

característica endêmica que a infecção assume na maior parte do país (ALFIERI et al., 

2007), onde as condições de temperatura e umidade favorecem a multiplicação e 
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manutenção dos vetores (LOBATO, 1996). Estudos com mosquitos Culicoides, 

incluindo a capacidade e competência do vetor e também de sorotipos que ocorrem nos 

ruminantes domésticos e selvagens devem ser considerados.  

Considerando os aspectos epidemiológicos da doença, alguns autores propõem 

que o aquecimento global favorecerá o surgimento de doenças transmitidas por vetores 

(arbovírus), em parte, porque os insetos de áreas tropicais (vetores) e os agentes 

causadores irão expandir seus habitat à medida que o planeta aquece (GOULD et al., 

2006; MACDONALD, 2008; PINTO et al., 2008; GOULD & HIGGS, 2009). No entanto, 

outros autores acreditam que o surgimento e propagação das infecções por arbovírus é 

um processo complexo e multifatorial, e faltam exemplos concretos de tais eventos 

onde o papel do aquecimento global tenha sido claramente definido (ZELL et al., 2008).  

Os resultados negativos para LA podem ser justificados pelos mesmos motivos 

técnicos abordados nos resultados da DEH (tempo de fixação e de arquivamento dos 

blocos). Entretanto, neste estudo, as amostras positivas para LA foram fixadas em 

formalina por um período que variou de seis a 45 dias e o tempo de arquivamento dos 

blocos de parafina que originaram esta pesquisa foi de três a 15 anos, não interferindo 

com a positividade das amostras. 

O sequenciamento e a identificação dos sorotipos do vírus da LA deste trabalho 

ficaram comprometidos devido à fragmentação do material genômico, possivelmente 

em decorrência da idade da amostra e da fixação em formalina. 

Considerando os sinais clínicos e as lesões macroscópicas apresentadas pelos 

animais deste estudo e levando em consideração os resultados negativos para as três 

doenças virais pesquisadas, diagnóstico diferencial para outras enfermidades, tais 

como, febre aftosa, febre catarral maligna, diarreia viral bovina, rotavírus e coronavírus 

em filhotes, devem ser consideradas (HAIGH et al., 2002, WILLIAMSON et al., 2008). 

 



38 

 

VI. CONCLUSÕES 
 
 
Os cervídeos brasileiros são acometidos pelo vírus da LA sendo o agente 

responsável detectado por diagnóstico molecular. 

Apesar da fixação de amostras de tecidos em formalina por até 45 dias foi 

possível obter resultados positivos na detecção de material genômico pela técnica de 

PCR.  

O tempo de arquivamento dos blocos de parafina por até 15 anos não interferiu 

na detecção de material genômico pela técnica de PCR. 
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VII. IMPLICAÇÕES 
  

 

Estudos no Brasil com agentes virais causadores de doenças hemorrágicas em 

ruminantes domésticos e selvagens são escassos, tornando difícil a classificação do 

país em relação a essas enfermidades. A identificação dos sorotipos de Reovírus que 

ocorrem no Brasil é essencial para desenvolver e implementar programas com medidas 

apropriadas para o controle das enfermidades. Estudos moleculares e sorológicos 

integrados a estudos dos vetores devem ser conduzidos nos ruminantes domésticos e 

selvagens, não só no Brasil como na América do Sul como um todo, a fim de avaliar a 

situação atual dos vírus nas populações desses animais e os impactos que podem 

causar. 
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APÊNDICE A. Aprovação do presente trabalho pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA), da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Unesp, Câmpus de 
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APÊNDICE B. Autorização concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade para coleta e exportação de material de cervídeos brasileiros 
(fixados em formalina e emblocados em parafina). 
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APÊNDICE C. Dados dos cervídeos que apresentaram lesões macro e/ou microscópicas 
sugestivas de doenças hemorrágicas virais. 

 
Nº Silvestres/ 
RG Patologia 

Espécie VL/C 
(origem) 

Sexo Idade Observações 

1 90/94 
11029 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

M S/i SC: anorexia, letargia, edema na 
cabeça e lesões na boca. Macro: 
espuma em traqueia, petéquias em 
epicárdio. Micro: lesões 
hemorrágicas generalizadas. 

2 60/95 
11496 

M. nana C 
(NUPECCE) 

M adulto SC: apatia, hiporexia. Macro: 
conteúdo intestinal hemorrágico, 
hidropericardio, petéquias no 
endocárdio e na serosa de 
estômagos. Micro: glossite, 
congestão em rim e pulmão. 

3 67/95 
11584 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: edema facial, prostração, lesões 
na boca. Macro: fígado, rim e pulmão 
congestos, petéquias em 
endocárdio. Micro: glossite, 
congestão em pulmão e fígado, 
hemorragia em fibras cardíacas. 

4 142/95 
12077 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

M jovem SC: sem informações. Macro: 
petéquias em endocárdio, traqueia 
hiperêmica, enterite hemorrágica. 
Micro: áreas de hemorragia em 
mucosa de abomaso e intestino, 
fígado congesto. 

5 04/96 
12111 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: edema submandibular, lesões 
na boca, magro, anorexia, recém-
parida. Macro: petéquias em 
endocárdio, fígado e pulmão 
congestos, mucosa intestinal 
hemorrágica. Micro: pneumonia 
intersticial e abomaso com 
hemorragia e infiltrado inflamatório. 

6 71/96 
12355 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

M adulto SC: magro, apesar de alimentar-se 
bem, prostração e em seguida óbito. 
Macro: petéquias em língua, 
endocárdio e estômagos, edema 
pulmonar. Micro hemorragia em 
miocárdio e mucosa intestinal. 

7 77/96 
12375 

M. 
nemorivaga 

C 
(NUPECCE) 

F S/i SC: hiporexia, emaciação. Macro: 
fígado e pulmão congestos, 
conteúdo intestinal hemorrágico. 
Micro: hemorragia em submucosa 
intestinal, autólise em fígado, 
congestão em pulmão e rim. 

      Continua 



61 

 

 
Nº Silvestres/ 
RG Patologia 

Espécie Origem 
VL/C 

Sexo Idade Observações 

8 102/96 
12462 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: edema submandibular. Macro: 
hemotórax, petéquias em língua e 
endocárdio, intestino com conteúdo 
hemorrágico. Micro: hemorragia em 
pulmão e rim, degeneração em 
fígado e rim, infiltrado inflamatório 
em baço. 

9 150/96 
12689 

M. 
gouazoubira 

 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: diarréia há 60 dias, apetite 
normal, emaciação. Macro: mucosa 
intestinal escurecida, pulmão e 
fígado congestos. Micro: enterite, 
degeneração tubular, congestão 
em fígado. 

10 26/97 
13370 

M. bororo C 
(NUPECCE) 

M adulto SC: edema de face e língua, 
sangue nas fezes. Macro: 
petéquias em endocárdio, enterite 
hemorrágica, mucosa de abomaso 
hiperêmica. Micro: infiltrado 
inflamatório em rim. 

11 75/00 
17043 

B. dichotomus C 
(CCCP) 

F adulto SC: recém-parida, apatia, magreza, 
vômitos, abortos. Macro: 
pericardite, enterite hemorrágica, 
mucosa de abomaso hiperêmica. 
Micro: degeneração em fígado e 
músculo, infiltrado inflamatório em 
intestino. 

12 79/00 
17065 

M. 
gouazoubira 

C 
(Zoológico) 

M adulto SC: emaciação, lesão na língua, 
sialorreia, prostrado. Macro: edema 
e congestão pulmonar, petéquias 
em endocárdio, perda do epitélio 
da língua, úlceras em duodeno. 

13 31/01 
18087 

M. 
gouazoubira 

C 
(NUPECCE) 

M jovem SC: anorexia, lesões na boca. 
Macro: conteúdo intestinal 
sanguinolento, edema pulmonar, 
petéquias em endocárdio, mucosa 
de rúmen e abomaso hiperêmicas. 
Micro: congestão em rim, pulmão, 
intestino e abomaso, infiltrado 
inflamatório em fígado e rim. 

14 01/02 
19323 

B. dichotomus C 
(NUPECCE) 

M jovem SC: decúbito lateral seguido de 
óbito. Macro: conteúdo intestinal 
hemorrágico, sufusões em 
mucosas dos estômagos, 
petéquias em endocárdio. Micro: 
congestão em pulmão e traqueia, 
hemorragia em miocárdio. 
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Nº Silvestres/ 
RG Patologia 

Espécie Origem 
VL/C 

Sexo Idade Observações 

15 215/03 
22362 

B. 
dichotomus 

C 
(NUPECCE) 

F jovem SC: sem informações. Macro: 
úlcera na língua e rúmen, 
linfonodos aumentados. Micro: 
infiltrado inflamatório em pulmão, 
fígado e baço, hemorragia em rim. 

16 38/05 
24144 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

M 
 

jovem SC: apatia, sialorreia, anorexia, 
lesões em cavidade oral. Macro: 
enterite hemorrágica, lesões na 
língua, mucosas dos estômagos 
hiperêmicas. Micro: congestão e 
enfisema em pulmão.  

17 40/05 
24146 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F 
 

jovem SC: apatia, lesões na boca, 
dificuldade para se alimentar. 
Macro: lesões ulcerativas em 
cavidade oral, enterite 
hemorrágica. Micro: infiltrado 
inflamatório em estômagos, 
intestino, pulmão com enfisema e 
células inflamatórias. 

18 43/05 
24185 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

M adulto SC: hiporexia, sialorreia. Macro: 
mucosa oral e dos estômagos 
hiperêmica, língua enegrecida, 
conteúdo intestinal sanguinolento. 
Micro: infiltrado inflamatório em 
língua, omaso e abomaso, edema 
pulmonar. 

19 80/05 
24343 

M. nana C 
(NUPECCE) 

M adulto SC: edema submandibular. Macro: 
hidropericárdio, sufusões em 
endocárdio, mucosa do abomaso 
hiperêmica. Micro: hemorragia 
entre fibras cardíacas, fígado e 
pulmão congestos. 

20 154/05 
24817 

B. 
dichotomus 

C 
(Zoológico) 

F adulto SC: ferida em membro torácico 
esquerdo, mantida em caixa de 
transporte, hiporexia. Macro: 
petéquias em língua, edema 
pulmonar, hemopericárdio. Micro: 
pulmão congesto, fígado com 
degeneração gordurosa. 

21 73/06 
25702 

M. 
gouazoubira 

VL 
(Ribeirão 

Preto) 

M S/i SC: amputação de membro 
torácico esquerdo. Macro: músculo 
branco, pulmão e fígado 
hemorrágicos, conteúdo intestinal 
hemorrágico.  

      Continua 



63 

 

       

Nº Silvestres/ 
RG Patologia 

Espécie Origem 
VL/C 

Sexo Idade Observações 

22 74/06 
25704 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F jovem SC: apatia, sialorreia, diarreia, 
decúbito lateral. Macro: úlceras e 
petéquias na língua, conteúdo 
sanguinolento em estômagos e 
intestinos, petéquias em 
endocárdio. Micro: necrose e 
hemorragia em língua, infiltrado 
inflamatório em fígado. 

23 75/06 
25705 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F adulto SC: dificuldade para comer, 
sialorreia. Macro: enterite 
hemorrágica, lesões em palato 
duro. Micro: infiltrado inflamatório 
em língua, intestino e pulmão,  

24 77/06 
25708 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F adulto SC: hiporexia há 1 mês, 
emaciação, decúbito. Macro: 
necrose em gengiva, líquido com 
sangue em cavidade torácica e 
abdominal. Micro: edema 
pulmonar, fígado e omaso 
autolisados. 

25 79/06 
25706 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F jovem SC: anorexia, apatia, sialorreia. 
Macro: petéquias em cavidade oral, 
endocárdio e pericárdio, enterite 
hemorrágica. Micro: hemorragia em 
língua, infiltrado inflamatório em 
intestino e língua. 

26 51/07 
27206 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F adulto SC: apatia, lesões na boca, 
dificuldade respiratória, fezes 
pastosas. Macro: enterite 
hemorrágica, hiperemia em 
mucosas dos estômagos, 
hepatomegalia. Micro: congestão 
em pulmão, baço e fígado, infiltrado 
inflamatório em língua e retículo. 

27 52/07 
27207 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

M adulto SC: hiporexia, diarreia, apatia, 
dificuldade para comer. Macro: 
cavidade oral arroxeada, enterite 
hemorrágica, hemotórax, 
esplenomegalia. Micro: autólise em 
órgãos.  

28 53/07 
27208 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

M jovem SC: sialorreia, hiporexia, lesões na 
boca, diarreia. Macro: enterite 
hemorrágica, líquido sanguinolento 
em cavidade torácica e abdominal. 
Micro: pneumonia severa, 
degeneração em fibras cardíacas. 
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Nº Silvestres/ 

RG Patologia 
Espécie Origem 

VL/C 
Sexo Idade Observações 

29 54/07 
27209 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F jovem SC: sialorreia, anorexia, apatia. 
Macro: petéquias na mucosa oral, 
enterite hemorrágica, líquido 
sanguinolento em cavidades 
torácica e abdominal, mucosas 
hiperêmicas dos estômagos. 

30 55/07 
27210 

B. 
dichotomus 

C 
(CCCP) 

F filhote 
 

SC: dificuldade para mamar, 
apático, fezes com sangue. Macro: 
enterite hemorrágica. Micro: 
infiltrado inflamatório em intestino, 
bactérias em pulmão. 

31 146/07 
28027 

M. 
gouazoubira 

VL 
(Luís 

Antônio) 

F adulto SC: escoriações, fraturas de 
dentes, úlcera na língua, exposição 
de falanges. Macro: úlcera em 
língua, músculo branco em 
membros. 

32 206/07 
28303 

M. 
gouazoubira 

VL 
(Ibitinga) 

F adulto SC: escoriações em membros e 
cabeça devido ataque por cães, 
magra. Macro: pulmões 
hemorrágicos, conteúdo intestinal 
hemorrágico. 

33 07/08 
28425 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: trauma em contenção, 
anorexia, animal prenhe. Macro: 
placas diftéricas na língua, edema 
em pulmão. 

34 115/08 
28828 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

F jovem SC: apatia, hiporexia após soltura 
em piquete, fezes pastosas. Macro: 
conteúdo intestinal sanguinolento, 
mucosa do abomaso hiperêmica. 

35 
 

118/08 
28852 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

F jovem SC: apatia, hiporexia após soltura 
em piquete. Macro: intestino com 
conteúdo sanguinolento, papilas 
ruminais avermelhadas. 

36 120/08 
28860 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

M jovem SC: hiporexia após soltura em 
piquete. Macro: hemotórax, 
hemoperitônio, conteúdo intestinal 
sanguinolento. Micro: congestão 
em rim, traqueia e pulmão, 
infiltrado inflamatório em fígado. 

37 173/08 
29191 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

M adulto SC: hiporexia há 12 dias, edema 
submandibular, decúbito seguido 
de óbito. Macro: petéquias na 
língua e coração, conteúdo 
intestinal sanguinolento, petéquias 
em endocárdio. 

38 205/08 
29395 

M. nana C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: encontrado morto. Macro: 
sufusões e úlceras na língua, 
úlceras na mucosa do abomaso. 
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Nº Silvestres/ 

RG Patologia 
Espécie Origem 

VL/C 
Sexo Idade Observações 

39 03/09 
29766 

B. 
dichotomus 

C 
(NUPECCE) 

F filhote SC: junto da mãe, ainda mamava, 
decúbito lateral. Macro: úlceras na 
língua, petéquias em coração, 
conteúdo intestinal sanguinolento, 
úlcera em abomaso. 

40 04/09 
29771 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: anorexia, lesões na língua, 
decúbito lateral seguido de óbito. 
Macro: petéquias em língua e 
endocardio, enterite hemorrágica, 
hiperemia em mucosa de 
estômagos. 

41 15/09 
30278 

M.americana C 
(NUPECCE) 

F adulto SC: prostrado, dificuldade 
respiratória, diarreia. Macro: 
petéquias no endocárdio, fígado 
com manchas esbranquiçadas, 
mucosa do omaso e abomaso 
hiperêmicas, intestino com 
conteúdo sanguinolento. 

42 225/10 
32252 

M. 
americana 

C 
(NUPECCE) 

M adulto Encontrado morto, em autólise. 
Macro: conteúdo intestinal 
avermelhado. 

Legenda: VL = vida livre, C = cativeiro, F = fêmea, M = macho, SC = sinais clínicos, S/i = sem informação, 
Macro = macroscopia, Micro = microscopia, NUPECCE = Núcleo de Pesquisa e Conservação de 
Cervídeos – Unesp/Jaboticabal, CCCP = Centro de Conservação de Cervo-do-Pantanal – Promissão/SP. 
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APÊNDICE D. Autorização do Governo Americano para entrada de materiais de cervídeos 

brasileiros (fixados em formalina e emblocados em parafina). 
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APÊNDICE E. Resultados da detecção dos vírus da Língua azul e Doença epizoótica 
hemorrágica em cervídeos brasileiros utilizando RT-PCR em tempo real, 
realizados no laboratório do CAHFS (California Animal Health and Food Safety).  
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