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PESQUISA DE AGENTES VIRAIS DE DOENGCAS HEMORRAGICAS EM
CERVIDEOS BRASILEIROS: ESTUDO RETROSPECTIVO

RESUMO Os cervideos tém sido acometidos por doengas hemorragicas virais, tais
como, doenca epizodtica hemorragica (DEH), lingua azul (LA) e doenca hemorragica
por adenovirus (DHA). Como as lesdes macroscopicas, entre elas, enterite
hemorragica, edema pulmonar, petéquias e sufusdes em diversos 6rgaos, sao
observadas nas trés doencas, ha necessidade de técnicas acuradas para realizar o
diagnostico definitivo. A partir do material de arquivo (blocos de parafina) existente no
Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — Unesp, 42 cervideos brasileiros,
tanto de vida livre como de cativeiro, foram selecionados, por apresentarem sinais
clinicos e/ou lesbes macroscopicas sugestivas de doencas virais hemorragicas. Das
amostras analisadas, utilizando técnica de imunoistoquimica, todas apresentaram
resultado negativo para adenovirus. Utilizando técnica de RT-PCR em tempo real para
virus da doenca epizodtica hemorragica, os resultados foram também negativos. A
mesma técnica aplicada para virus da lingua 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 trés
fémeas (duas jovens, uma adulta) e quatro machos jovens. As principais alteracdes
macroscopicas observadas nesses animais foram conteudo intestinal hemorrégico,
mucosas avermelhadas do trato gastrointestinal, Ulceras em lingua e petéquias em
diversos o6rgdos. Na histologia observou-se principalmente infiltrado inflamatorio,
hemorragia e congestdo em diversos 6rgdos. Os virus da DHA e DEH ndo estédo
envolvidos nos 6bitos dos cervideos estudados. A relevancia deste trabalho esté no fato
de ser a primeira descricdo de material genético do virus da LA em cervideos

brasileiros.

Palavras-Chave: adenovirus, cervideos brasileiros, doenca epizodtica hemorragica,

imunoistoquimica, lingua 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.



INTRODUCAO

No Brasil existem atualmente oito espécies de cervideos, das quais duas
apresentam status de conservacdo vulneravel (IUCN, 2012). O declinio populacional
das espécies deve-se principalmente as alteracbes e perda do habitat, devido ao
avanco de fronteiras agricolas e urbanas, enfermidades e atividades predatérias de
caca. As doencas introduzidas por bovinos sdo uma das principais causas de
mortalidade, uma vez que inUmeras doencas virais, bacterianas e parasitarias comuns
ao gado afetam os cervideos (PINDER & LEEUWENBERG, 1997).

Desde 1994 tém sido realizadas necropsias de cervideos no Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV — Unesp. Frequentemente 0s animais apresentam
lesbes macro e microscopicas sugestivas de doencas hemorragicas virais, porém, sem
identificacdo de tais agentes nos animais.

Considerando que cervideos acometidos pela doenca epizootica hemorragica
(DEH), pela lingua azul (LA) e pela doenca hemorragica por adenovirus (DHA)
apresentam sinais clinicos e lesdes semelhantes (WOODS et al., 1996), é necessario o
uso de outras técnicas de diagndstico laboratorial para elucidar a etiologia desses
processos infecciosos, como imunoistoquimica, microscopia eletrbnica de transmissao
e/ou deteccdo de material genético, como por exemplo, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Objetivou-se com este estudo retrospectivo verificar a presenca dos agentes
etiologicos envolvidos na DHA, DEH e LA, a partir de amostras de tecidos fixados em

formalina e emblocados em parafina.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cervideos: Aspectos Gerais

A familia Cervidae, pertencente a ordem Artiodactyla € composta por 17 géneros
e 52 espécies, que se distribuem naturalmente por toda a América do Norte, América do
Sul e Eurasia, na maioria das ilhas continentais associadas e norte da Africa (GRUBB,
2005; NOWAK, 1999). Caracterizam-se pela presenca de cascos que recobrem o0s
guatro dedos, sendo que somente dois deles se apdiam 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-bororo) e
Mazama nemorivaga (Veado-roxo) (DUARTE, 2007). Segundo a Lista Vermelha das
Espécies Ameacadas da IUCN, 2012 (International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources), duas espécies encontram-se na categoria vulneravel: Cervo-
do-Pantanal e Veado-mateiro-pequeno.

Aparentemente, as doencas hemorragicas tém sido importantes enfermidades de
cervideos em cativeiro no Brasil. Varios plantéis tém sido acometidos por doencas
hemorragicas de etiologia desconhecida, que se apresentam de forma sazonal, em
estacdes Umidas e quentes, atingindo cerca de 40% do rebanho e levando a morte de
animais (ARITA et al., 1997). Apds sua descricdo acometendo cervideos brasileiros do
criatério cientifico do NUPECCE (DUARTE & ARITA, 1992), também comecgou a ser
relatada em zooldgicos e outros criatorios (MORATO et al., 1993).

As doencas hemorragicas que ocorrem em cervideos citadas em literatura séo
DHA; LA e DEH, sendo as duas Ultimas causadas por reovirus. Alguns estudos
sorolégicos foram realizados no Brasil para detec¢cédo de anticorpos contra virus da LA e

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



2000; MOTA et al. 2011; PANDOLFI, 1999). Nao ha relatos de ocorréncia da doenca

hemorragica por adenovirus em territorio brasileiro.

As lesdes nos animais acometidos por essas enfermidades s&o semelhantes
entre si (SORDEN et al., 2000) (Figura 1), ndo sendo possivel o diagnostico apenas por
achados macro ou microscoépicos, havendo necessidade de aplicacdo de técnicas

laboratoriais para o diagnostico etiologico.

/ A\

A B

Figura 1: Necropsia de Veado-mateiro (M. americana, RG 29191, 173/08) com lesdes
sugestivas de doenca hemorragica viral. Petéquias no endocéardio e na insercdo das
cordas tendineas (setas) (A). Conteldo intestinal sanguinolento, com presenca de
mucosa avermelhada (B).

2.2 Adenovirus

Adenoviridae é uma familia de virus de distribuicdo cosmopolita (HORWITZ,
1990) e que foram isolados de varias espécies de vertebrados, incluindo peixes,
anfibios e répteis (RUSSELL & BENKO, 1999). A maioria dos adenovirus esta envolvida
em infeccdes do trato respiratério, mas também podem acometer o trato digestorio
(MORAES & COSTA, 2007), urinario, em humanos causa lesGes oculares
(KINCHINGTON et al., 1994) e hepatite em cdes (MURPHY et al., 1999).

A denominacdo dessa familia originou-se do primeiro virus do grupo, que foi

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



adenovirus de interesse veterinario foi isolado de casos de hepatite canina (MORAES &
COSTA, 2007).

A familia Adenoviridae era originalmente dividida em dois géneros,
Mastadenovirus e Aviadenovirus, baseado no isolamento em mamiferos e aves
respectivamente, e na deteccdo de antigeno género especifico detectavel pelas
técnicas de fixacdo de complemento, imunodifusdo em gel de Agar e
imunofluorescéncia (LEHMKUHL & HOBBS, 2008). Apds andlise completa da
sequéncia de DNA dos adenovirus, foram observados diferentes tipos de arranjos
gendmicos, distintos daqueles observados nos dois géneros oficialmente reconhecidos
(BENKO & HARRACH, 1998). Os géneros Atadenovirus e Siadenovirus foram entdo
propostos e aceitos pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus, em encontro
realizado em Paris, Franca, no ano de 2002 (LEHMKUHL & HOBBS, 2008), sendo o
adenovirus que afeta os cervideos, pertencente ao género Atadenovirus (LEHMKUHL
et al., 2001, ZAKHARTCHOUK et al., 2002).

Os adenovirus séo particulas ndo envelopadas, icosaédricas, com 80-100 nm de
didmetro; os capsideos sao compostos de 252 capsémeros, 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 especificos, os
adenovirus possuem tropismo pelo epitélio ou endotélio de vasos do trato respiratorio e
digestorio (WOODS, 2001). A via de eliminagdo/transmissdo geralmente ocorre atraves
de secrecdes nasais, fezes e urina (HORWITZ, 1990).

O adenovirus foi a causa de centenas de mortes em cervideos de vida livre da
Califérnia em surto ocorrido em 1993-1994 (WOODS et al., 1996), em mortes
esporadicas 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 Canada,
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) gue mostraram

susceptibilidade ao virus. Inoculacdo experimental foi realizada também em bezerros,



gue ndo apresentaram sinais clinicos, lesbes ou presenca do virus, demonstrando
serem resistentes a infec¢do por adenovirus de cervideos (WOODS et al., 2008). No
Brasil ainda ndo ha relatos da ocorréncia do agente.

Os sinais clinicos apresentados por cervideos que vieram a obito devido doenca
hemorragica aguda foram: ptialismo, diarreia, convulsdes e decubito seguido de morte
(WOODS et al, 1999). Os animais necropsiados que desenvolveram a doenca
geralmente apresentaram hemorragia no intestino delgado e grosso, pulmdes com
edema interlobular marcante, espuma esbranquicada em bronquios e traqueia, assim
como lesBes necroticas severas em diversos locais da cavidade oral (faringe, gengiva,
lingua, labios, palato duro), cavidade nasal, mandibula, maxila e estémagos (WOODS
et al., 1999).

Microscopicamente, vasculite aguda com inclusdes intranucleares eosinofilicas
ou anfofilicas nas células endoteliais foram encontradas na maioria dos casos (WOODS
et al., 1996). Os l6bulos pulmonares encontraram-se separados por edema dos septos
interlobulares. Células endoteliais das veias, vénulas, artérias, arteriolas e capilares
peribrbnquicos encontram-se hipertréficas e algumas apresentaram cariorréxis
(WOODS et al., 2001). Outras alteracdes vasculares foram: necrose endotelial, ruptura
da tdnica intima (aparentemente pelo edema ou infiltrado leucocitario), marginacdo
leucocitaria, necrose fibrindide e presenca de infiltrado leucocitario na tanica média
(WOODS et al, 1999). Alteracdes vasculares intestinais foram encontradas
principalmente em serosa e submucosa de artérias e veias de grande calibre, e incluem
hipertrofia do endotélio, podendo haver presenca de corpusculos de incluséo
intranucleares. Hemorragia difusa na lamina prépria da mucosa intestinal com sufuséo
para o lumen também pode estar presente (WOODS et al., 2001). Lesdes orais em
infeccdes por adenovirus na forma localizada caracterizam-se por regides extensas de
necrose bem delimitadas por uma zona densa de células inflamatérias (neutrofilos,
macrofagos, células plasmaticas e linfcitos), associada a bactérias (WOODS et al.,
1999).

O diagndstico de adenovirus é baseado nos achados de necropsia, isolamento

viral, identificacdo por microscopia eletrbnica de transmissao ou varredura, testes de



anticorpos fluorescentes e imunoistoquimica (WOODS et al., 1996; WOODS et al.
1999). Testes de soro neutralizacdo e imunoenzimaticos ELISA foram desenvolvidos
por LAPOINTE et al. (2000) para comprovacao de existéncia de anticorpos. Diagndstico
com uso de PCR foram descritos para deteccdo de adenovirus em humanos (COOPER
et al.,, 1999; ECHAVARRIA et al., 1998), répteis (WELLEHAN et al., 2004) e aves
domésticas e silvestres (HESS et al., 1999; LUSCHOW et al., 2007).

2.3 Reovirus

A familia Reoviridae € composta por virus com genoma RNA fita dupla
segmentado, que infectam uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo
invertebrados, plantas e vertebrados (ALFIERI et al., 2007). Os virions dessa familia
possuem 65-80 nm de diametro, sdo desprovidos de envelope e caracterizados por
estrutura dupla de capsideo, sendo um externo e um interno (ROY, 1996). A camada
externa é difusa e responsavel pelo formato de anel que as particulas apresentam
(MONATH & GUIRAKHOO, 1996).

Dos 11 géneros que possui apenas cinco infectam vertebrados (Orthoreovirus,
Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus e Aquareovirus). Destes, apenas 0s géneros Orbivirus e
Rotavirus ocasionam infec¢cdes que, por suas caracteristicas epidemiolégicas e pela
gravidade dos sinais clinicos, sdo considerados importantes em mamiferos (ALFIERI et
al., 2007).

Com base na reatividade sorolégica, 19 espécies de orbivirus, abrangendo pelo
menos 130 sorotipos, ja foram definidas. A maioria desses virus € transmitida por
vetores, sendo a LA e a DEH as enfermidades que apresentam importancia nas
populacbes selvagens (HOWERTH et al.,, 2001). Os agentes etioldgicos das duas
doengas causam em animais susceptiveis lesbes semelhantes. Apesar de serem
enfermidades distintas, podem acometer simultaneamente o mesmo animal (HOFF &
TRAINER, 1974).

Ha oito sorotipos descritos de virus da DEH, sorotipos 1 e 2 originalmente

isolados em New Jersey (EUA) e Alberta (Canadd), sorotipos 3 e 4 na Nigéria e



sorotipos 5, 6, 7 e 8 isolados na Australia (ARAUJO JR et al., 2010). A DEH ocorre na
América do Norte, Austrdlia, Asia e Africa, porém animais soropositivos foram
identificados também na América do Sul (CFSPH, 2006). O primeiro isolamento do virus
da DEH foi realizado em 1955 de um Veado-da-cauda-branca em New Jersey (SHOPE
et al., 1960). Em 1990, a doenca hemorragica foi descrita em 32 estados nos Estados
Unidos acometendo cervideos (GIBBS & GREINER, 1989; NETTLES &
STALLKNECHT, 1992).

A LA ja era conhecida pelos criadores de animais na Africa do Sul durante o
inicio do século XIX. No entanto, as primeiras descricbes cientificas detalhadas da
doenca em ovinos foram relatadas por HUTCHEON (1902) e SPREULL (1902, 1905). E
uma doencga historicamente africana, e embora ndo tenha sido relatada em todos os
paises da Africa, provavelmente seja enzoédtica em todo o continente (ERASMUS &
POTGIETER, 2009). Na india onde s&do descritos 18 sorotipos, é considerada endémica
(PRASAD et al., 1992). No mundo todo sao conhecidos 25 sorotipos (DAVIES et al.,
1992). O isolamento do virus 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 Parana.

O virus da LA causa anualmente para a industria pecudria dos Estados Unidos
uma perda estimada em 125 milh&es de ddlares, devido restricdes de movimentacao de
animais e germoplasma para paises livres da doen¢a. Economicamente, é considerado
o arbovirus mais importante que afeta animais nesse pais (TABACHNICK, 1996). No
mundo estima-se uma perda anual de cerca de trés bilhdes de dolares (BATH, 1989).

Em meados do século XX, DU TOIT (1944) demonstrou a transmissdo da
enfermidade por meio de Culicoides. Multiplos sorotipos tém sido identificados no
mesmo inseto, indicando que virus geneticamente distintos podem estar presentes em
um unico hospedeiro (ALFIERI et al., 2007). Acredita-se que a variacao geografica na
distribuicdo das doencas hemorragicas ocorra devido interacdo de vérios fatores,
incluindo abundéncia e distribuicdo de mosquitos Culicoides, sorotipo e patogenicidade
dos virus da LA e DEH, imunidade dos animais e variagbes genéticas em cervideos
susceptiveis (STALLKNECHT et al., 2002).



A infeccdo por orbivirus ocorre apds a picada do mosquito-polvora Culicoides
infectado. A replicagdo inicial do virus ocorre no sitio da picada do inseto vetor,
sobretudo nas células endoteliais e em células do sistema linforreticular. A replicacédo
priméria é seguida por viremia associada as células sanguineas (eritrocitos, leucocitos e
plaquetas) e dissemina¢do do virus para outros linfonodos, bago, medula Gssea e
outros tecidos (ALFIERI et al., 2007, KITCHING, 2008). Nesses tecidos, 0 virus se
replica no sistema microvascular, resultando nas alteracdes patoldgicas caracteristicas
da doenca.

Apos a infeccdo por orbivirus, os animais desenvolvem resposta imune humoral
e celular. Os anticorpos virais-neutralizantes (tipo especifico) e nao neutralizantes
(grupo especifico) se desenvolvem de 7 a 14 dias apos infeccdo. No entanto, os virus
podem coexistir com altos titulos de anticorpos por periodos de tempo variaveis
(STOTT, 1999). O periodo de incubacdo em ruminantes silvestres varia de 10 a 20 dias
e surtos sdo mais comuns nas estacdes quentes e Umidas, que favorecem o
aparecimento dos Culicoides e, consequentemente, a maior transmissdo do virus
(HAIGH et al., 2002). A populacao desses insetos tende a diminuir no outono e inverno,
guando a temperatura € mais baixa (ALFIERI et al., 2007).

Os sinais clinicos da LA podem variar de acordo com a espécie afetada, sorotipo
do virus e estado imune do animal (THORNE, 1982a). As espécies mais afetadas sdo
0s ovinos e cervideos, podendo ocorrer morte em menos de 24 horas apoés
aparecimento repentino de febre alta e sinais de dificuldade respiratéria. Pode haver
descarga nasal hemorragica e hiperemia em mucosa nasal e oral, edema na cabeca e
pescoco, diarreia, disenteria e laminite, geralmente h4 aumento de salivacdo e espuma
na cavidade oral (OSBURN, 2007). A lingua pode estar edemaciada e estendida para
fora da boca, mas raramente se torna cianoética, apesar deste sinal ter sido o
responsavel pela denominacéo da doencga. Ulcera¢gbes na lingua e em mucosas podem
propiciar infecgcbes secundarias e necrose, principalmente na regido superior do
esofago e faringe, causando vomito e aspiracdo do conteudo ruminal, levando a
pneumonia (ALFIERI et al., 2007).



A DEH em cervideos manifesta-se por doenca hemorragica superaguda, aguda
ou cronica (PRESTWOOD et al.,, 1974; THORNE, 1982b). A forma superaguda
caracteriza-se por febre, anorexia, fragueza, dispneia, edema acentuado na cabeca,
pescoco e lingua. Na forma aguda os sinais clinicos podem estar acompanhados por
extensivas hemorragias em varios tecidos, como pele, coragéo e trato gastrointestinal.
Geralmente ha salivacdo excessiva e descarga nasal; Ulceras em lingua, gengiva,
palato, rimen e omaso podem ser observados. Na forma cronica o animal fica doente
por semanas, porém gradualmente se recupera. Muitas vezes € possivel observar
formacédo de anéis nos cascos, devido interrup¢do do crescimento. Podem desenvolver
Ulceras e erosBes no rumen, levando a emaciacao (OIE, 2009). A mortalidade pode ser
elevada, sendo que mais de 90% dos animais infectados vem a ébito entre 8 a 36 horas
apos inicio do aparecimento dos sinais clinicos, depois de um periodo de incubacao de
5 a 10 dias (HOFF & TRAINER, 1981). Infec¢Ges experimentais em Veados-de-cauda-
branca com virus da DEH demonstraram viremia a partir do segundo ao quarto dia pos-
infecc@o, com pico ocorrendo no dia 6 pos-infecgdo (GAYDOS et al., 2002).

Os achados macroscopicos em animais acometidos pela LA e/ou DEH variam de
acordo com a severidade das doencas, sendo que ndo podem ser diferenciadas pelas
lesbes encontradas na necropsia nem pelos exames histopatologicos. Na forma
superaguda, pode haver edema grave na cabeca, pescoco, lingua e pulmdes. Na forma
aguda, o edema pode estar acompanhado por hemorragia em diversos 0rgaos, como
coracao e trato gastrointestinal. Pode haver areas de necrose e ulceragdo em lingua,
coxim dentério, palato duro, rimen e abomaso (HOFF & TRAINER, 1981). As lesdes
observadas séo decorrentes dos danos causados pelos virus nos capilares sanguineos,
gque resultam em aumento da permeabilidade vascular, edema, hemorragia, trombose,
isquemia e necrose das mais variadas estruturas e 6rgaos (PARSONSON, 1990; JUBB
et al., 1993, ALFIERI et al., 2007).

Histologicamente, vasculite disseminada e trombose associada a hemorragias,
alteracbes degenerativas e necrose sao encontradas em diversos 6rgdos (HOWERTH

et al., 2001). Observa-se infiltrado celular inflamatério, vacuolizacdo celular, estase
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sanguinea, hipertrofia das células endoteliais de vasos pouco calibrosos e ruptura dos
mesmos (MICHELSEN, 1990).

O diagnostico da LA e da DEH é realizado pelo isolamento viral, deteccédo de
anticorpos especificos no soro do animal ou ainda deteccdo do genoma viral em
amostras biolégicas (ARADAIB et al., 1994). A técnica de RT-PCR fornece resultado
muito mais rapido que o isolamento viral e possui a vantagem de poder ser realizado
em tecidos ndo mais adequados para o isolamento (HOWERTH et al.,, 2001).
Especificamente para diagndéstico da LA foram descritos métodos de imunoistoquimica
gue demonstram a presenca do virus em tecidos congelados ou parafinizados
(ANDERSON et al., 1989; MACLACHLAN et al., 1990). Recentemente, foi descrita uma
metodologia (imunoistoquimica) aplicada em tecidos parafinizados de ruminantes
domeésticos, que detecta a proteina viral estrutural VP7, abundante e bem conservada
em tecidos (SANCHEZ-CORDON et al., 2010).

N&o héa tratamento especifico para LA e DEH. E aconselhavel reduzir o estresse
de animais doentes, confinando-os em areas fechadas e secas. Infec¢cdes secundarias
podem ser tratadas com antibidticos apropriados (STOTT, 1999).

A vacinacdo disponivel somente para LA € usada em diversos paises onde a
doenca é endémica para limitar as perdas diretas, minimizar a circulacdo do virus e
permitir movimentacdo de animais (OIE, 2009). Até recentemente, as Unicas vacinas
comercializadas eram as com virus vivo atenuado. A maioria dessas vacinas foi
desenvolvida para uso no sul da Africa, onde muitos sorotipos sdo endémicos,
principalmente para proteger racas de ovelhas exdticas susceptiveis (ALPAR et al.,
2009). Dentre as desvantagens do uso de vacinas com virus vivo atenuado, podemos
citar: desenvolvimento da doenca em algumas racas de ovelhas susceptiveis, sorotipos
podem ser transmitidos pelo vetor Culicoides e podem ocorrer rearranjos entre o virus
da vacina e 0s sorotipos presentes no campo. Vacinas inativadas estdo sendo
comercializadas, porém o custo é mais elevado e estudos sobre eficacia, duragdo da
protecéo e ocorréncia de imunidade pelo colostro ainda estdo em andamento (MELLOR
et al., 2009).
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O controle de éareas livres deve ser focado principalmente no controle de
movimento de animais, em regras rigidas de importacdo e quarentena, geralmente
acompanhada de dois a trés testes soroldgicos. Abrigar os animais em areas protegidas
de mosquitos durante a noite, reduzir a populacédo de vetores com uso de inseticidas e

larvicidas s&o medidas que podem ser adotadas (ALFIERI et al., 2007).
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[I. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para este estudo foram utilizadas amostras de tecidos parafinizados,
provenientes de cervideos necropsiados entre os anos de 1994 a 2011 no
Departamento de Patologia Veterindria da FCAV - Unesp. Toda pesquisa foi
devidamente aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais desta instituicdo
(protocolo numero 009908/11, Apéndice A) e pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (autorizacdo numero 26519-1, Apéndice B).

Os animais eram todos da fauna brasileira oriundos de cativeiro e vida livre,
sendo os primeiros provenientes de zooldgicos, centro de pesquisa ou criadouros
conservacionistas e os segundos encaminhados por bombeiros, pela Policia Ambiental
e por concessionarias de rodovias. De um total de 253 cervideos necropsiados, foram
selecionados 42 casos em que 0S animais apresentavam sinais clinicos e lesdes
macroscopicas sugestivas de doencas hemorragicas (WOODS et al.,, 2001). Dos 42
cervideos estudados, de ambos os sexos e de diferentes faixas etarias, oriundos de
vida livre ou de cativeiro, 17 eram B. dichotomus, 12 M. gouazoubira, oito M. americana,
trés M. nana, um M. bororo e um M. nemorivaga (Tabela 1). Quanto a classificacdo 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 ndo constavam nos
dados de arquivo, foram agrupados e nomeados sem informacéao (S/i).

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

sinais clinicos, lesdes macroscopicas) estéo discriminados no apéndice C.
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Tabela 1. Espécies, sexo, idade e origem de cervideos selecionados para pesquisa de agentes
virais de doencas hemorragicas.

M. M. M. B. M. M.
gouazoubira nana bororo dichotomus nemorivaga americana
(n=12) (n=3) (n=1) (n=17) (n=1) (n=8)
o Macho 6 2 1 5 - 3
o) Fémea 6 1 - 12 1 5
n
Filhote - - - 2 - -
° Jovem 2 - - 8 - 3
ke Adulto 8 3 1 7 - 5
= Sli 2 - 1 -
E Zoolégico 1 - - - - -
o Vida livre 3 - - 1 - -
2 NUPECCE 8 3 1 3 1 8
O CCCPICESP - - - 13 - -

Legenda: S/i = sem informacédo, NUPECCE = Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos —
Unesp/Jaboticabal, CCCP = Centro de Conservacdo de Cervo-do-Pantanal, CESP = Companhia
Energética de Sdo Paulo — Promiss&o/SP.

3.2 Exame necroscépico, microscopico e colheita de material

Os cervideos foram submetidos a exame necroscoépico detalhado, onde foram
avaliados os 6rgaos, sua localizacdo, aspecto externo, coloracdo, formato e tamanho.
Em seguida foram colhidos fragmentos de diversos orgaos/tecidos, entre eles figado,
baco, pulmao, rim, sendo fixados em solucao de formalina a 10%, tamponada. O tempo
de permanéncia nessa solu¢do variou de alguns dias até no maximo cinco meses. Apos
processos de rotina para histologia (desidratacdo, diafanizacdo, parafinizacdo e
emblocamento em parafina), foram feitos cortes de 5um de espessura que
posteriormente foram submetidos a coloracdo de Hematoxilina-eosina e lidos em
microscopio de luz. Todas essas etapas foram realizadas no Laborat6rio de Anatomia
Patolégica do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — Unesp, Campus de

Jaboticabal.
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3.3 Imunoistoquimica

Para o estudo da presenca de adenovirus foi utilizada a técnica de
imunoistoquimica, realizada no “California Animal Health and Food Safety Laboratory”
(CAHFS) na Universidade da Califérnia, em Davis. Todas as etapas foram realizadas e
acompanhadas, sob a supervisdo da docente DVM, Ph.D. Leslie Woods. O material dos
exames necroscopicos (item 3.2) em forma de blocos de parafina foram enviados com a
respectiva autorizagdo do ICMBIio (autorizacdo numero 26519-1, Apéndice C) e
autorizacdo de recebimento do Governo americano (Apéndice D). A partir dos tecidos
incluidos em parafina foram feitos dois cortes de 4um de espessura de cada bloco,
sendo um para o anticorpo especifico e um para o anticorpo ndo especifico (controle
negativo). A desparafinizacdo e hidratacdo foram feitas utilizando baterias de xilol e
alcool em concentracdes decrescentes. Em seguida, as laminas foram incubadas em
pepsina 0,5% a temperatura de 37°C durante 10 minutos para recuperacdo dos
antigenos. As laminas foram entdo lavadas em &gua corrente e solucdo salina
tamponada tris-Tween, e acrescido 200 pL do anticorpo policlonal de coelho anti-
adenovirus, na diluicdo de 1:1500. Nas laminas para controle negativo foram colocados
200 pL do anticorpo nédo-especifico — IgG de coelho, na diluicdo 1:1500. Tanto as
laminas com os anticorpos primarios especificos quanto nao-especificos ficaram
durante 30 minutos a temperatura ambiente, e em seguida foram lavados com solugéo
tampao.

Na etapa seguinte, todas as laminas receberam 400 puL do anticorpo secundario:
anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho (Vector Labs®) na diluicdo 1:200 e foram
incubadas durante 30 minutos. Apos lavagem com solucdo tampéao, foram adicionados
400 pL de solucdo do conjugado (Horseradish Peroxidase-Labeled Streptoavidin,
Jackson Lab®), diluicdo 1:1000. Apés 30 minutos & temperatura ambiente, as laminas
foram lavadas com solugcédo tampé&o. Em seguida foi colocado 400 pL de cromégeno 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC, DakoCytomation®) sobre as laminas e apés 10 minutos

foram novamente lavados com solucdo tampéo. As laminas foram entdo colocadas em
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cubas contendo Hematoxilina de Mayer (Sigma®), onde permaneceram por 7 minutos e
em seguida foram lavados em agua corrente. As laminas ficaram imersas durante 2
minutos em agua corrente. A Ultima etapa consistiu em cobrir as laminas com meio de
montagem aquoso, deixar secar durante 30 minutos e entdo cobri-las com meio de
montagem sintético e laminula para posteriormente serem lidas em microscopio de luz.
Além do processo manual de imunoistoquimica descrito acima, metade do
material (21 amostras) foi processada em equipamento automatizado “Immuno
Autostainer” (Dako®). As (nicas etapas que foram feitas manualmente apés processar o
material no “‘Immunoautostainer” foram a imersdo em Hematoxilina de Mayer e

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

3.4 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real precedida de

transcricdo reversa

Para investigar a presenca dos agentes da LA e da DEH, o método utilizado foi
RT-PCR em tempo real, incluindo as etapas de extracdo 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 Califérnia, em Davis, sob supervisdo da DVM, Ph.D.

Beate M. Crossley.

3.4.1 Extracdo do RNA

A partir de tecidos incluidos em parafina (item 3.2) foram feitos de cada bloco,
guatro cortes de 20 um de espessura, que foram colocados em tubos para
microcentrifuga de 1,5 mL. Para evitar contaminagéo entre os materiais, as navalhas do
microtomo foram trocadas a cada bloco cortado.

O processo de desparafinizacdo dos tecidos e extracdo do RNA foram realizados
utilizando o “RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit’ (Ambion®), seguindo as

instru¢cdes do manual do fabricante (Figura 2).
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Figura 2. Esquema das etapas de desparafinizacdo e extracdo de RNA a partir de tecidos
incluidos em parafina.
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3.4.2 RT-PCR em tempo real

Apoés extracdo do RNA foi realizada conversdo em cDNA e RT-PCR em tempo
real, utilizando os kits SuperScript® Ill One-Step RT-PCR System with Platinum® Tagq
DNA Polymerase (Invitrogen™, Life Technologies®) e Path-ID™ Multiplex One-Step RT-
PCR Kit (Applied Biosystems®) para virus da LA e virus 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 virus da LA. Para pesquisa do virus da DEH foi utilizado termociclador Applied
Biosystems 7500 Fast Platform (Carlsbad, CA).

As reac0Oes para LA foram realizadas essencialmente como previamente descrito
por ORRU et al. (2006), com as modificacbes sugeridas por HOFMANN et al. (2008).
Para virus da DEH foi utilizado protocolo desenvolvido na Universidade de Wisconsin,
Madison (protocolo sob validacdo, dados ainda ndo publicados). Em cada reagéao foram
acrescentados um controle negativo e um positivo. As reacdes foram realizadas nos
termocicladores acima referidos, sendo que as condi¢cbes de reacdo para virus da LA
foram um ciclo de 30 minutos a 48°C para sintese de cDNA, um ciclo de dois minutos a
95°C para desnaturacao inicial e 50 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos. As condi¢cbes de reacdo para virus da DEH foram
um ciclo de 10 minutos a 50°C para sintese de cDNA, um ciclo de 10 minutos a 95°C

para desnaturacao inicial e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C 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
andlise, eletroforese em gel de agarose, a fim de confirmar a presenca de bandas
especificas 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 iluminacéo ultravioleta. Os produtos
da RT-PCR foram purificados e submetidos a sequenciamento em “Davis Sequencing”
(Davis, CA).
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V. RESULTADOS

A partir dos sinais clinicos (descritos nas fichas de arquivo) e dos achados
macroscopicos sugestivos para doencas virais hemorragicas, foram selecionados 42
cervideos, cujos dados de sexo e idade estdo 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 a espécie M.
gouazoubira, Tabela 4, animais da espécie B. dichotomus, e Tabela 5 espécie M.

americana.

Tabela 2. Relagdo das espécies de M. nana, M. nemorivaga e M. bororo avaliados quanto ao
sexo, idade, sinais clinicos e achados macroscdépicos sugestivos para DHA, DEH, LA.

Espécie Animal Sexo Idade Sinais clinicos Alterac6es macroscopicas

2 macho adulto Apatia, hiporexia. Conteudo intestinal
hemorragico, petéquias no
endocardio e na serosa de

M. nana estdbmagos, hidropericardio.

19 macho adulto Edema submandibular. Hidropericardio, sufusdes em
endocardio, mucosa do
abomaso hiperémica.

38 fémea adulto Encontrado morto pelo Sufusfes e Ulceras na lingua,

tratador. Ulceras na mucosa do abomaso.
M. 7 fémea Sl Hiporexia, emaciacdo  Figado e pulmdo congestos,
nemorivaga conteddo intestinal hemorrégico.

10 macho adulto Edema em face e Petéquias em  endocardio,

M. bororo lingua, sangue nas mucosa do abomaso
fezes. hiperémica, enterite
hemorragica.

Legenda: animais sem asterisco foram negativos para as trés enfermidades analisadas.
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Tabela 3. Relagdo de espécimes de M. gouazoubira avaliados quanto ao sexo, idade, sinais
clinicos e achados macroscépicos sugestivos para doengca hemorragica por
adenovirus, doenca epizoética hemorragia e lingua azul.

Espécie  Animal Sexo Idade Sinais clinicos Alteracbdes macroscépicas

1 macho Sl Anorexia, letargia, edema Espuma em traqueia, petéquias
na cabeca e lesdes na em epicéardio.
boca

3 fémea adulto Edema facial, prostracdo, Figado, rim e pulmé&o
lesdes na boca. congestos, petéquias em

endocardio.

4 macho jovem Sem informagdes Petéquias em  endocérdio,
traqueia hiperémica, enterite
hemorragica.

5 fémea adulto Edema  submandibular, Petéquias em  endocardio,
lesdes na boca, magro, figado e pulm@o congestos,
anorexia, recém-parida. mucosa intestinal hemorragica.

6 macho adulto Magro, apesar de Petéquias em lingua,
alimentar-se bem, endocardio e estdmagos,
prostracdo e em seguida edema pulmonar.
oObito.

8* fémea adulto Edema submandibular Hemotérax, petéquias em lingua

g e endocardio, intestino com

S contetido hemorragico.

§ 9 fémea adulto Diarreia hd 60 dias, Mucosa intestinal escurecida,

3 apetite normal, pulmao e figado congestos.

o emaciagao.

= 12 macho adulto Emaciacdo, lesdo na Edema e congestdo pulmonar,
lingua, sialorreia, petéquias em endocérdio, perda
prostrado. do epitélio da lingua, Ulceras em

duodeno.

13* macho jovem Anorexia, lesbes na boca. Conteldo intestinal
sanguinolento, edema
pulmonar, petéquias em
endocardio, mucosa de rimen e
abomaso hiperémicas.

21 macho Sli Membro tordcico Musculo branco, pulmdo e

esquerdo amputado. figado hemorragicos, conteudo
intestinal hemorragico.

31 fémea adulto Escoriacdes, fraturas de Ulcera em lingua, musculo
dentes, Ulcera na lingua, branco em membros.
exposicdo de falanges.

32 fémea adulto Escoriacbes em membros Pulm&es hemorragicos,
e cabeca devido ataque conteudo intestinal hemorragico.
por cédes, magra.

Legenda: * = animal positivo apenas para virus da Lingua azul (PCR), animais sem asterisco foram
negativos para as trés enfermidades analisadas.
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Tabela 4. Relacdo de espécimes de B. dichotomus avaliados quanto ao sexo, idade, sinais
clinicos e achados macroscOpicos sugestivos para doenca hemorragica por
adenovirus, doenca epizoética hemorragia e lingua azul.

Espécie Animal Sexo Idade Sinais clinicos Alteracdes macroscépicas

11 fémea adulto Recém-parida, apatia, Pericardite, enterite hemorragica,
emaciacdo, vOmitos, mucosa do abomaso hiperémica.
histérico de abortos.

14* macho jovem Decubito lateral Sufusbes em mucosas dos
seguido de 6bito. estdbmagos, petéquias em

endocérdio, intestino com
conteldo sanguinolento.

15* fémea jovem Sem informacdes. Ulcera na lingua e rdmen,
linfonodos aumentados.

16* macho jovem Apatia, sialorreia, Enterite hemorragica, lesdes na
anorexia, lesdes em lingua, mucosas dos estbmagos
cavidade oral. hiperémicas.

17 fémea jovem Apatia, lesdes na boca, LesBes ulcerativas em cavidade
dificuldade para se oral, enterite hemorragica.
alimentar.

18 macho adulto Hiporexia e sialorreia. Mucosa oral e dos estdbmagos
hiperémica, lingua enegrecida,
conteudo intestinal sanguinolento.

" 20 fémea adulto Ferida em membro Petéquias na lingua, edema

g toracico esquerdo, pulmonar, hemopericardio.

S mantida em caixa de

2 transporte, hiporexia.

% 22* fémea jovem Apatia, sialorreia, Ulceras e petéquias na lingua,

o diarreia, decubito conteddo  sanguinolento  em
lateral. estdmagos e intestinos, petéquias

em endocérdio.

23 fémea adulto Sialorreia, dificuldade Enterite hemorragica, lesGes em
para se alimentar. palato duro.

24 fémea adulto Hiporexia ha um més, Necrose em gengiva, liquido com
emaciacao, decubito. sangue em cavidade toracica e

abdominal.

25 fémea jovem Anorexia, apatia, Petéquias em cavidade oral,
sialorreia. endocardio e pericardio, enterite

hemorragica

26 fémea adulto Apatia, lesbes na boca, Enterite hemorragica, hiperemia
dificuldade respiratéria, em mucosas dos estdmagos,
fezes pastosas. hepatomegalia.

27 macho adulto Hiporexia, diarreia, Cavidade oral arroxeada,
apatia, dificuldade para hemotérax, esplenomegalia,
comer. enterite hemorrégica.

28 macho jovem Sialorreia, hiporexia, Enterite  hemorragica, liquido
lesbes na boca, sanguinolento em cavidade
diarreia. toracica e abdominal.

Continua
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Espécie Animal Sexo Idade Sinais clinicos Alterac6es macroscoépicas
29 fémea jovem Sialorreia, anorexia, Petéquias na mucosa oral,
apatia. enterite  hemorragica, liquido

sanguinolento em  cavidades

9 toracica e abdominal, estdmagos

= com mucosas hiperémicas.

% 30 fémea filhote Dificuldade para Enterite hemorragica.

S mamar, apatico, fezes

° com sangue.

m 39 fémea filhote Ainda mamava na Ulceras na lingua, petéquias em
mae, decubito lateral coracdo, conteido intestinal
seguido de o6bito. sanguinolento, Ulcera em

abomaso.

Legenda: * = animal positivo apenas para virus da Lingua azul (PCR), animais sem asterisco foram
negativos para as trés enfermidades analisadas.

Tabela 5. Relacdo de espécimes de M. americana avaliados quanto ao sexo, idade, sinais
clinicos e achados macroscOpicos sugestivos para doenca hemorragica por
adenovirus, doenca epizoética hemorragia e lingua azul.

Espécie  Animal Sexo Idade Sinais clinicos Alterac6es macroscépicas

33 fémea adulto Trauma durante Placas diftéricas na lingua,
contencéo, anorexia, edema em pulmé&o.
animal prenhe.

34 fémea jovem Apatia, hiporexia ap6s Mucosa do abomaso
soltura em piquete, fezes hiperémica, intestino com
pastosas. conteddo sanguinolento.

35 fémea jovem Apatia, hiporexia apds Intestino com conteldo
soltura em piquete. sanguinolento, papilas

ruminais avermelhadas.

36* macho jovem Hiporexia apds soltura em Hemotorax, hemoperitdnio,

M. piquete. intestino com contetido
americana sanguinolento.

37 macho adulto Hiporexia ha& 12 dias, Petéquias na lingua e coragéo,
edema  submandibular, contetdo intestinal
declbito seguido de sanguinolento, petéquias em
obito. endocérdio.

40 fémea adulto Anorexia, lesdes na Petéquias em lingua e
lingua, decubito lateral endocardio, enterite
seguido de ébito. hemorragica, hiperemia em

mucosa de estbmagos.

41 fémea adulto Prostrado, dificuldade Petéquias no endocardio,
respiratoria, diarreia. intestino com conteudo

sanguinolento, figado com
manchas esbranquicadas,
mucosa do omaso e abomaso
hiperémicas.

42 macho adulto Encontrado morto, em Contetdo intestinal
autolise. avermelhado.

Legenda: * = animal positivo apenas para virus da Lingua azul (PCR), animais sem asterisco foram
negativos para as trés enfermidades analisadas.
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Quanto aos sinais clinicos, um mesmo animal apresentava um ou mais sinais
clinicos simultaneamente. A partir dos dados das Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6 listadas acima
0s principais sinais foram: hiporexia em 35,71% (n=15), apatia em 28,57% (n=12) e
lesbes na lingua/cavidade oral também em 28,57% (n=12). Outros sinais importantes
como: diarreia/fezes pastosas (21,43%, n=9), emaciacdo (19,05%, n=8), sialorreia
(19,05%, n=8) e edema em cabeca (16,67%, n=7) também foram verificados.

Os achados macroscoépicos mais relevantes observados nas necropsias foram:
conteudo intestinal hemorragico em 71,43% (n=30), petéquias em o6rgdos (47,62%,
n=20) como coracdo (endocardio), lingua e estdbmagos, mucosas de trato
gastrointestinal avermelhadas (33,33%, n=14) e necrose/llcera em cavidade oral/lingua
em 26,19% (n=11).

Todos os 42 animais analisados, pela técnica de imunoistoquimica para o agente
da DHA, foram negativos.

Na pesquisa do virus 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 estdo presentes no

Apéndice C.
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Figura 3. Imagem das curvas geradas no RT-PCR em tempo real realizado para virus da
doenca epizodtica hemorragica em material de cervideos brasileiros. Curva gerada pelo
controle positivo (seta), com valor de Cycle threshold (Ct) igual a 30,96, demonstrando
crescente liberacao de fluorescéncia 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 cervideos
brasileiros para doenca epizodtica hemorragica, sendo todas as amostras negativas,
sem formacao de bandas caracteristicas. Os controles positivo (PCR+) e negativo (PCR-
) estéo localizados no lado direito da imagem.

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

presentes no Apéndice C. Para deteccdo do virus da LA utilizando inicialmente a
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técnica de RT-PCR em tempo real, trés amostras foram positivas (7,14%) e quatro
(9,52%) apresentaram valores de Ct elevados (animais namero 14, 15, 16 e 22) quando

comparados ao Ctdo controle positivo (Figura 5).

Figura 5. Imagem das curvas geradas no RT-PCR em tempo real realizado para virus da lingua
azul de amostras de cervideos brasileiros. Acima da linha de base (—) encontram-se
as amostras positivas dos animais numero 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 confirmacdo dos resultados dessa técnica, todas as amostras também
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 4%, onde se verificou resultados
positivos para virus da LA em sete amostras (16,66%) (Figura 6). Trata-se das mesmas
amostras detectadas pelo RT-PCR (trés 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 cervideos
brasileiros para lingua azul, sendo amostras de ndmero 8, 13, 14, 15, 16, 22 e 36
positivas, com formacdo de bandas caracteristicas. Os controles positivo (PCR+) e
negativo (PCR-) estdo localizados no lado direito da imagem.

As bandas positivas no gel de agarose 4% das sete amostras (niUmero 8, 13, 14,
15, 16, 22 e 36) foram purificadas e sequenciadas, confirmando tratar-se de virus da LA
(Apéndice F).

Os sete animais positivos para lingua azul eram provenientes de cativeiro, sendo
dois B. dichotomus do CCCP (Centro de Conservacado do Cervo-do-Pantanal) da CESP
(Companhia Energética de Sao Paulo, Promissdo — SP) e cinco cervideos (dois B.
dichotomus, dois M. gouazoubira e um M. americana) pertencentes ao plantel do
NUPECCE (Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos, Unesp, Jaboticabal —
SP). Quanto a faixa etéria, os animais acometidos eram seis jovens (85,71%) e um
adulto (14,29%) e a distribuicdo por sexo era de trés fémeas (42,86%) e quatro machos
(57,14%).

Quanto aos sinais clinicos observados nesses sete animais eles variaram desde
sem sinais clinicos, sinais inespecificos, como anorexia/hiporexia e apatia e sinais
sugestivos tais como: edema submandibular e diarreia, observado em um animal, e
sialorreia e lesdes na lingua, observado em dois animais.

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

desses sete animais positivos para LA estao listados na Tabela 6 a seguir.
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Tabela 6. Alteracbes macroscépicas e microscopicas de cervideos positivos para virus da

lingua azul.
N° do Alteracbdes macroscépicas Altera¢des microscoépicas
animal
positivo
8 - bago: manchas avermelhadas em - baco: deplecdo linfoide, discreto infiltrado
capsula. polimorfo nuclear difuso (esplenite).
- figado: congesto, manchas claras e - figado: moderada degeneracdo turva difusa,
petéquias. moderada degeneracdo gordurosa em regido
- lingua: petéquias. centro-lobular.
- pulmdo: é&reas de congestdo e -lingua: nada digno de nota.
hemorragia, edema. - pulm&o: moderada hemorragia alveolar
- rim: medular e cortical focalmente extensa.
avermelhadas. - rim: moderada a discreta hemorragia em
- coracgao: petéquias no endocérdio. intersticio, acentuada degeneracdo hidrépica
- traqueia: congesta. difusa em tubulos contorcidos proximais.
- intestino: contelido hemorragico.
- abomaso: mucosa avermelhada,
serosa com petéquias.
13 - abomaso: mucosa hiperémica. - abomaso: leve hemorragia e congestdo em
- coragdo: petéquias em regido de mucosa e musculatura.
insercdo das cordas tendineas do atrio - coragdo: area de fibrose focalmente extensa
direito. em epicardio infiltrando no miocardio, focos de
- figado: congesto. necrose de coagulagao.
- intestino: petéquias na mucosa e - figado: moderado infiltrado inflamatdrio
conteldo sanguinolento. linfocitico difuso ao redor de ductos biliares
- pulméo: lobos bastante (pericolangite).
avermelhados, edema e enfisema. - intestino: moderada congestdo em mucosa e
-rim: submucosa difusa.
- traqueia: vasos congestos, espuma - pulméo: discreto edema alveolar, moderada a
€ muco. acentuada congestao difusa, células
- rimen: mucosa avermelhada. linfoplasmocitarias proximo & arteriola.
- baco: nada digno de nota. - rim: discreta congestdo difusa, moderado
- lingua: sufuséo na base da lingua. infiltrado inflamatério difuso ao redor de
- bexiga: repleta, contetdo glomérulos.
avermelhado. - traqueia: moderada congestdo difusa, dois
focos de discreta hemorragia em submucosa.
- musculo esquelético: acentuada hemorragia
focalmente extensa.
14 - bago: nada digno de nota. - baco: foliculos com quantidade reduzida de

- coracao: sufusdes em endocardio.
- figado: congesto.

- lingua: nada digno de nota

- pulmao: congesto.

- traqueia: congesto.

- rimen: mucosa avermelhada.

- omaso: mucosa avermelhada.

células.

- coracgdo: discreta hemorragia entre fibras do
miocardio.

- figado: moderada quantidade de bactérias de
putrefacédo.

- lingua: nada digno de nota.

Continua
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N° do Alteracbdes macroscépicas Alteracdes microscépicas
animal
positivo

14 - abomaso: mucosa avermelhada. - pulmé&o: moderada congestéo difusa, moderado
- rim: em estado de autdlise. infiltrado inflamatério  linfocitico  perivascular
- intestino: contetddo hemorragico. multifocal.

- traqueia: congestdo moderada difusa em
submucosa, hemorragia acentuada em
submucosa.

- raimen: moderada quantidade de bactérias de
putrefacdo com desprendimento da mucosa,
hemorragia moderada difusa em submucosa.

- omaso: moderada quantidade de bactérias de
putrefacdo, discreta congestdo de vasos em
submucosa difusa.

15 - lingua: ulceragcao em terco caudal do - baco: moderada quantidade de
epitélio com presenca de material polimorfonucleares difuso, auséncia de hemacias
fibrinoso e purulento aderido. em polpa vermelha e evidenciagcdo de células
- coragao: hipertrofia concéntrica dos reticuloendoteliais difusa.
ventriculos. - figado: discreto a moderado infiltrado
- linfonodos: aumentados de inflamatério misto préximo a ductos biliares
tamanho. multifocal (pericolangite linfoplasmocitaria
- rumen: Ulcera em mucosa de cronica), sinus6ides preenchidos por sangue,
transicdo com omaso. hiperplasia de ductos biliares.

- bago: nada digno de nota - pulmao: discreto infiltrado polimorfonuclear
- figado: nada digno de nota difuso em intersticio, discreto enfisema alveolar
- pulm&o: nada digno de nota difuso, discreta quantidade de heméacias em
- rim: nada digno de nota espaco alveolar.
- rim: moderada a acentuada hemorragia
multifocal em medular.
- musculo: nada digno de nota.
16 - baco: coloragdo clara com bordas - bago: foliculos pouco desenvolvidos.

acinzentadas, ao corte coloracdo
vinho.

- intestino: enterite hemorragica
intensa, reto com sangue vivo na luz
do érgéo.

- pulmdo: é&reas de hepatizacao,

enfisematoso e congesto.

- lingua: coloracdo arroxeada, lesao
esbranquicada de 1 cm de didmetro
abaixo do apice.

- musculo: regido de musculo branco
em membros posteriores.

- coracao: sufusdes em endocardio.

- rdamen, reticulo, omaso e
abomaso: mucosa avermelhadas.

- intestino: necrose focal em mucosa.

- linfonodo: leve infiltrado polimorfonuclear
(eosindfilo) focal em vasos, células endoteliais
aumentadas, com citoplasma preenchido por
pontos corados em azul.

- pulmdo: moderada a acentuada congestao
difusa, moderado edema alveolar difuso, discreto
a moderado enfisema difuso, leve quantidade de
hemossiderina focal.

- lingua: nada digno de nota.

- muasculo: nada digno de nota.

- coragao: nada digno de nota.

Continua
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N° do Alteracbes macroscépicas Alteracdes microscoépicas
animal
positivo
22 - lingua: Ulceras e petéquias na - lingua: perda de estrias transversais e
musculatura. hialinizaggo das mesmas (necrose de
- pulmé&o: coloragdo vermelho escuro coagulagdo), hemorragia moderada a acentuada
em todo o 6rgéo. focalmente extensa em camada muscular,
- coragdo: sufus@o no endocardio e infiltrado inflamatério mononuclear moderado
edema na valvula mitral. focal proximo ao epitélio.
- baco: petéquias na serosa. - pulméo: quantidade moderada de pigmentos
- figado: nada digno de nota. enegrecidos difuso, congestdo acentuada difusa.
- rimen: contetdo sanguinolento e - coragdo: hemorragia focalmente extensa entre
mucosa enegrecida. fibras musculares, congestao acentuada difusa.
- linfonodo: nada digno de nota. - baco: perda do padrao folicular (diminuicdo do
- reticulo: contetdo sanguinolento e nimero de foliculos), hiperplasia de linfécitos
mucosa hiperémica. seguida de plasmécitos, hemorragia acentuada a
- omaso: contetdo sanguinolento e moderada multifocal na capsula.
mucosa hiperémica. - figado: moderado a acentuado infiltrado
- abomaso: contetido sanguinolento e inflamatério linfocitico ao redor de dutos biliares
mucosa hiperémica. (pericolangite), hiperplasia de custos biliares, leve
- intestino: conteddo sanguinolento. a moderada congestéo difusa.
- orim: area  enegrecida de - rumen: hemorragia moderada difusa em
aproximadamente 5 cm de diametro. submucosa e leve em camada muscular
- bexiga: petéquias em serosa. multifocal.
- linfonodo: hemorragia moderada a acentuada
multifocal, alguns vasos com células da tinica
média aumentadas.
- intestino: proliferacéo intensa de linfécitos (em
placas de Peyer), auséncia de apices nas
vilosidades difusa, hemorragia leve a moderada
multifocal nas vilosidades.
- rim: discreto infiltrado inflamatdrio linfocitico
periglomerular focal, necrose de coagulacédo
acentuada difusa em porcdo contorcida,
congestao moderada difusa.
- musculo esquelético: necrose moderada
multifocal.
36 - traqueia: espuma sanguinolenta. - tragqueia: leve congestao difusa em submucosa.

- pulmao: fibrina em ambos os lobos,
ao corte flui liquido amarelado viscoso
do parénquima.

- coracao: nada digno de nota.

- bago: nada digno de nota.

- figado: nada digno de nota.

- ramen: hiperemia em algumas
papilas.

- reticulo: nada digno de nota.

- pulmé&o: acentuado enfisema interlobular difuso,
congestdo moderada difusa, edema leve a
moderado multifocal.

- coracao: discreta necrose flocular focalmente
extensa.

- baco: moderada deplecao linfoide difusa.

- figado: infiltrado inflamatério linfocitico discreto
multifocal ao redor de ductos biliares, discreta
hiperplasia de ductos biliares, moderada
congestao difusa em sinusdides.

Continua
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N°do AlteracGes macroscépicas AlteracBes microscopicas
animal
positivo
36 - omaso: mucosa com areas - reticulo:leve hemorragia multifocal.
hiperémicas. - omaso: nada digno de nota.
- abomaso: mucosa com é&reas -abomaso: nada digno de nota.
hiperémicas. - intestino: calcificagdo distréfica focalmente

- intestino: conteddo sanguinolento e
mucosa hiperémica.

- rim: parénquima com coloracao
avermelhada acentuada.

- linfonodos: nada digno de nota.

extensa, parasitas na serosa, acentuado edema
de submucosa difuso.

- rim: congestdo moderada a intensa de
glomérulos, trombo em artéria, necrose de
coagulagdo acentuada difusa por toda porcéo
contorcida.

- linfonodos: moderada hiperplasia de foliculos
difusa, quantidade moderada de megacariocitos
difusa, discreta hemorragia multifocal.

As principais alteragcbes macroscopicas nos sete animais positivos foram

conteudo intestinal hemorragico (85,71%, n=6), petéquias (57,14%, n=4) em lingua e

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

lingua (42,86%, n=2).

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

observados principalmente infiltrado inflamatério em 100%, em diversos 6rgaos, entre

eles, no rim (Figura 7.A), figado e pulméo; hemorragia (71,43%, n=5) em coracéo, rim,

traqueia, rimen e musculatura (Figura 7.B) e congestéo (71,43%, n=5) em pulmao, rim,

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

(n=1).
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A

B

Figura 7. Fotomicrografia de érgdos de Veado-catingueiro (M. gouazoubira, RG 18087,

31/01) acometido por lingua azul. Infiltrado inflamatério periglomerular
Hemorragia acentuada em musculatura (B). (Coloracdo HE)

(A).
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V. DISCUSSAO

No inicio da década de 90 foram publicados no Brasil os primeiros relatos de
cervideos com sinais clinicos e lesdes sugestivas de doencas hemorragicas, tais como
LA e DEH, porém sem diagndstico de agente etiolégico envolvido (DUARTE & ARITA,
1992; MORATO et al., 1993; ARITA et al., 1997). Semelhante as lesdes das doencas
acima descritas, também sdo as alteracdes encontradas em animais acometidos por
DHA (WOODS et al., 1996).

Os animais selecionados para o presente estudo exibiram como principais sinais
clinicos hiporexia, apatia, lesdes em lingua e cavidade oral, diarreia, emaciacdo, edema
em cabeca e sialorreia, sinais que condizem com aqueles encontrados em animais
diagnosticados com doencas virais hemorragicas (STOTT, 1999; MURPHY et al., 1999;
WOODS et al., 2001). As lesdes macroscopicas mais comumente encontradas neste
trabalho corroboram aquelas citadas em literatura (WOODS et al., 1999, ALFIERI et al.,
2007, MACLACHLAN, 2011), sendo, conteudo intestinal hemorragico, petéquias em
diversos 0Orgdos como coracdo (endocérdio), lingua e estbmagos, mucosas
avermelhadas de trato gastrointestinal e necrose/Ulcera em cavidade oral/lingua.

No presente trabalho, utilizando a técnica de imunoistoquimica para virus da
DHA em 42 amostras de cervideos brasileiros com lesdes sugestivas, ndo foi possivel
detectar 0 agente etiolégico em questdo. Os resultados negativos encontrados para
DHA poderiam ser decorrentes do processo de fixacdo das amostras. Dependendo do
tempo de permanéncia das amostras na formalina ocorrem alteragdes estruturais no
agente, dificultando a padronizacéo e a eficiéncia da técnica de imunoistoquimica (SHI
et al., 2005). Outra hipotese seria que os animais testados séo realmente negativos,
pela auséncia do agente no ambiente ou pela resisténcia das espécies brasileiras a
doenca. A enfermidade foi diagnosticada em cervideos nos Estados Unidos (Califérnia,
Oregon e lowa) e no Canada (Ontério) causando altos indices de mortalidade (WOODS
et al., 1996; SORDEN et al., 2000; SHILTON et al., 2002). Trata-se de uma doenca viral
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descrito por WOODS et al. (1996), cuja epidemiologia e patogenia ainda ndo foram
totalmente elucidadas.

Devido a alta mortalidade e auséncia de tratamento, é importante prevenir a
introducdo do adenovirus numa populacéo de cervideos susceptiveis. Para diminuir os
riscos de introducdo do virus, recomenda-se ndo misturar animais oriundos de vida livre
a animais de cativeiro, ainda que aparentemente saudaveis. Animais de cativeiro com
histérico de infeccdo por adenovirus ndo devem ser transferidos para outros locais ou
soltos na natureza, pois podem servir como carreadores do virus (BOYCE et al., 2000).
Fontes indiretas de contaminacdo também devem ser consideradas, uma vez que 0s
adenovirus sado estaveis no ambiente (MURPHY et al.,, 1999). Desse modo, é
importante que exista vigilancia epidemiolégica e fiscalizacdo rigorosa na entrada de
possiveis animais portadores de adenovirus que causa a doenca hemorragica,
principalmente oriundos de paises onde ocorre a doenca, como Canada e Estados
Unidos.

Na América do Norte, a caca legalizada facilitou o acesso ao material biolégico
(amostras de animais abatidos por cacadores) para pesquisas epidemiolégicas na
populacédo de vida livre. Enquanto que no Brasil, a distribuicdo das espécies em seus
diferentes habitat e a extensdo do territério brasileiro dificultam um monitoramento
efetivo dos animais e de suas doencas. Por se tratar de uma enfermidade relativamente
nova, ainda ndo haviam sido realizadas pesquisas de diagndstico da mesma em
territério brasileiro, valorizando o trabalho aqui apresentado.

As outras duas doencas virais hemorragicas estudadas nesse trabalho foram a
LA e a DEH causadas por Orbivirus. Uma caracteristica marcante da patogenia da
infecg@o por esse virus é sua capacidade de replicar e destruir células endoteliais em
diferentes 6rgédos. A lise dessas células leva a injuria vascular, resultando em leséo dos
capilares, hemorragias e coagulacéo intravascular disseminada (ALFIERI et al., 2007).

Neste estudo, utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real para o virus da
DEH, todos os exames foram negativos. A DEH causa afeccdes graves apenas em
ruminantes silvestres. A gravidade das lesGes 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 séo espécies
susceptiveis a infeccao pelo virus da DEH, sendo a ultima mais sensivel e na qual séo
obervadas lesdes mais graves, inclusive sindrome hemorragica fatal (BRODIE et al.,
1998).

Uma possivel explicacdo para os resultados negativos seria a auséncia do
agente nas amostras analisadas. Por outro lado, estudos sorolégicos realizados em 107
Cervos-do-Pantanal de vida livre em Promissdo — SP (MONTASSIER et al., 2001)
revelaram alta prevaléncia (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 existéncia
do agente em territorio brasileiro (Estado de Sao Paulo), aumentando a expectativa de
resultados positivos na detec¢éo de material gendmico do agente.

Outra explicacao para os resultados negativos poderia ser o tempo de fixacéo
em formalina, que variou de alguns dias a cinco meses. O processo de fixagcao altera o
RNA, adicionando grupos metilol (- CH,OH) aos nucleotideos (MASSUDA et al., 1999).
O tempo de arquivamento dos blocos de parafina também é um fator que pode interferir
na integridade do material genémico, uma vez que degradacao por RNases enddgenas
e fragmentacdo do RNA continuam a acontecer mesmo apos o tecido ser desidratado e
embebido em parafina, podendo interferir na transcricdo reversa do RNA e reduzir a
eficiéncia 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 possivel extrair e amplificar RNA a partir
de tecidos fixados que permaneceram em formalina durante um periodo de tempo de
21 e 30 dias.

Quanto a doencga da LA, ela ocorre em areas tropicais e subtropicais, entre
latitudes 40°N e 35°S, onde esta concentrado aproximadamente 70,7% do rebanho

ovino mundial, acometendo também caprinos, bovinos, bubalinos e cervideos. Em
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diversos paises foram relatadas evidéncias soroldgicas para o virus da LA em ovinos e
outros ruminantes, porém sem relatos da ocorréncia da doenca (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 virus da LA.
Os sinais clinicos observados nesses animais e no grupo de animais com alteracfes
sugestivas de doencas hemorragicas foram semelhantes. Dessa maneira, pode-se
afirmar que os parametros utilizados (edema em cabeca, diarreia, sialorreia, lesdes na
lingua/cavidade oral) para classificd-los em animais com lesGes sugestivas de doencas
virais hemorragicas foram adequados e conferem com a literatura (WOODS et al., 1996,
SORDEN et al., 2000).

Quanto a faixa etéria, os cervideos positivos eram seis jovens (85,7%) e um
adulto (14,3%), sugerindo que 0s animais mais novos sejam mais susceptiveis a
doenca. Em relacdo ao sexo (trés fémeas e quatro machos) e as espécies acometidas
(quatro B. dichotomus, dois M. gouazoubira e um M. americana) nao foi possivel sugerir
correlacédo quanto a ocorréncia da doenca.

Todos o0s animais positivos foram oriundos de cativeiro, sendo cinco
provenientes do NUPECCE. Nesse mesmo local foi realizado em anos anteriores
(1998-1999) um estudo sorolégico com ELISA competitivo comprovando a presenca de
anticorpos para virus da LA em 23% de um total de 22 cervideos analisados
(PANDOLFI, 1999). A deteccéo de anticorpos e a comprovacao da presenca do agente
nos animais do NUPECCE mostram que o plantel ja teve contato com o virus da LA, os
animais sdo susceptiveis e eventualmente continuam albergando o agente. DUARTE
(2007) refere que os surtos de enfermidades hemorragicas ocorridos em cervideos do
NUPECCE acometidos durante varios anos, chegaram a gerar perda anuais de cerca
de 50% do plantel. Em alguns anos, houve obito de 90% dos animais. O controle da
enfermidade foi feito com uso de telas nos galpdes e ectoparasiticidas a cada 15 dias
durante a primavera e verao.

As principais alteracbes macroscopicas nos sete animais positivos foram
contetdo intestinal hemorragico (85,71%, n=6), petéquias (57,14%, n=4) em lingua e

coracdo, mucosas avermelhadas do trato gastrointestinal (42,86%, n=3) e Ulceras em
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lingua (42,86%, n=2) conferindo com dados da literatura (HOFF & TRAINER, 1981,
PARSONSON, 1990).

As alteracBes histoldégicas observadas nos animais positivos para LA foram
principalmente infiltrado inflamatério em figado, rim, pulméo, baco lingua e linfonodo;
além de hemorragia e congestdo em diversos 6rgaos. Deplecao linféide e necrose em
coracgdao, rim, lingua e intestino também foram observados. As lesdes estdo associadas
ao dano vascular primario causado pela replicacao 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 virus da LA geralmente sdo assintomaticos e tem
periodo de viremia longo, podendo atuar como reservatérios, infectando os vetores que
transmitem o virus para os cervideos. Nos bovinos, o virus € detectado no sangue
durante 35 a 60 dias pds-infec¢do, permanecendo por até 160 dias (KATZ et al., 1994).
Estudos sorologicos para LA realizados no territdério brasileiro em ruminantes
domeésticos (bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos) indicam que a infeccdo esta
amplamente distribuida em todas as regibes, incluindo a Paraiba (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), Séo
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 sorolégico 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 infeccdo para
os cervideos acometidos no NUPECCE.

Pelos dados sorolégicos obtidos associados com a falta de relatos clinicos,
acredita-se que o virus da LA perpetue-se de forma inaparente nos rebanhos
brasileiros. As possiveis explicacdes para este fato sdo: baixa viruléncia dos sorotipos
circulantes no pais, maior resisténcia de algumas racas contra a infeccdo ou a
caracteristica endémica que a infeccao assume na maior parte do pais (ALFIERI et al.,

2007), onde as condicdes de temperatura e umidade favorecem a multiplicacdo e
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manutencdo dos vetores (LOBATO, 1996). Estudos com mosquitos Culicoides,
incluindo a capacidade e competéncia do vetor e também de sorotipos que ocorrem nos
ruminantes domesticos e selvagens devem ser considerados.

Considerando os aspectos epidemiologicos da doenca, alguns autores propdem
gue o aquecimento global favorecera o surgimento de doencas transmitidas por vetores
(arbovirus), em parte, porque os insetos de areas tropicais (vetores) e os agentes
causadores irdo expandir seus habitat & 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 propagacao das infec¢des por arbovirus 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 fixacdo e de arquivamento dos
blocos). Entretanto, neste estudo, as amostras positivas para LA foram fixadas em
formalina por um periodo que variou de seis a 45 dias e o tempo de arquivamento dos
blocos de parafina que originaram esta pesquisa foi de trés a 15 anos, néo interferindo
com a positividade das amostras.

O sequenciamento e a identificacdo dos sorotipos do virus da LA deste trabalho
ficaram comprometidos devido a fragmentacdo do material genémico, possivelmente
em decorréncia da idade da amostra e da fixagcdo em formalina.

Considerando os sinais clinicos e as lesdes macroscoépicas apresentadas pelos
animais deste estudo e levando em consideracao os resultados negativos para as trés
doencas virais pesquisadas, diagnostico diferencial para outras enfermidades, tais
como, febre aftosa, febre catarral maligna, diarreia viral bovina, rotavirus e coronavirus
em filhotes, devem ser consideradas (HAIGH et al., 2002, WILLIAMSON et al., 2008).
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VI. CONCLUSOES

Os cervideos brasileiros sdo acometidos pelo virus da LA sendo o agente
responsavel detectado por diagndstico molecular.

Apesar da fixacdo de amostras de tecidos em formalina por até 45 dias foi
possivel obter resultados positivos na deteccdo de material gendmico pela técnica de
PCR.

O tempo de arquivamento dos blocos de parafina por até 15 anos nao interferiu
na deteccao de material gendémico pela técnica de PCR.
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VIl.  IMPLICACOES

Estudos no Brasil com agentes virais causadores de doencas hemorragicas em
ruminantes domésticos e selvagens sdo escassos, tornando dificil a classificacdo do
pais em relacdo a essas enfermidades. A identificacdo dos sorotipos de Reovirus que
ocorrem no Brasil é essencial para desenvolver e implementar programas com medidas
apropriadas para o controle das enfermidades. Estudos moleculares e soroldgicos
integrados a estudos dos vetores devem ser conduzidos nos ruminantes domesticos e
selvagens, ndo s6 no Brasil como na América do Sul como um todo, a fim de avaliar a
situacdo atual dos virus nas populacdes desses animais e os impactos que podem

causar.
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APENDICE C. Dados dos cervideos que apresentaram lesdes macro e/ou microscopicas
sugestivas de doencas hemorragicas virais.

N° Silvestres/
RG Patologia

Espécie

VL/C
(origem)

Sexo

Idade

Observacdes

1 90/94
11029

M.
gouazoubira

[
(NUPECCE)

M

Sii

SC: anorexia, letargia, edema na
cabeca e lesbes na boca. Macro:
espuma em traqueia, petéquias em
epicérdio. Micro: lesdes
hemorragicas generalizadas.

2 60/95
11496

M. nana

C
(NUPECCE)

adulto

SC: apatia, hiporexia.  Macro:
contetdo intestinal hemorragico,
hidropericardio, petéquias no
endocardio e na serosa de
estdbmagos. Micro: glossite,
congestao em rim e pulmao.

3 67/95
11584

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

adulto

SC: edema facial, prostracéo, lesfes
na boca. Macro: figado, rim e pulmao
congestos, petéquias em
endocardio. Micro: glossite,
congestdo em pulmdo e figado,
hemorragia em fibras cardiacas.

4 142/95
12077

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

jovem

SC: sem informagbes. Macro:
petéquias em endocardio, tragqueia
hiperémica, enterite hemorragica.
Micro: areas de hemorragia em
mucosa de abomaso e intestino,
figado congesto.

5 04/96
12111

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

adulto

SC: edema submandibular, lesdes
na boca, magro, anorexia, recém-
parida. Macro: petéquias em
endocardio, figado e pulméo
congestos, mucosa intestinal
hemorragica. Micro:  pneumonia
intersticial e abomaso com
hemorragia e infiltrado inflamatério.

6 71/96
12355

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

adulto

SC: magro, apesar de alimentar-se
bem, prostracdo e em seguida 6bito.
Macro:  petéquias em lingua,
endocardio e estbmagos, edema
pulmonar. Micro hemorragia em
miocardio e mucosa intestinal.

7 77/96
12375

M.
nemorivaga

[
(NUPECCE)

Sii

SC: hiporexia, emaciacdo. Macro:
figado e pulmdo congestos,
contetdo intestinal hemorragico.
Micro: hemorragia em submucosa
intestinal, autdlise em figado,
congestdo em pulm&o e rim.

Continua
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N° Silvestres/
RG Patologia

Espécie

Origem
VL/C

Sexo

Idade

Observacdes

8

102/96
12462

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

adulto

SC: edema submandibular. Macro:
hemotérax, petéquias em lingua e
endocéardio, intestino com contetdo
hemorragico. Micro: hemorragia em
pulm&o e rim, degeneracdo em
figado e rim, infiltrado inflamatério
em baco.

150/96
12689

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

adulto

SC: diarréia ha 60 dias, apetite
normal, emaciacdo. Macro: mucosa
intestinal escurecida, pulméo e
figado congestos. Micro: enterite,
degeneracdo tubular, congestao
em figado.

10

26/97
13370

M. bororo

C
(NUPECCE)

adulto

SC: edema de face e lingua,
sangue nas fezes. Macro:
petéquias em endocardio, enterite
hemorragica, mucosa de abomaso
hiperémica. Micro: infiltrado
inflamatério em rim.

11

75/00
17043

B. dichotomus

C
(CccP)

adulto

SC: recém-parida, apatia, magreza,
vomitos, abortos. Macro:
pericardite, enterite hemorragica,
mucosa de abomaso hiperémica.
Micro: degeneracdo em figado e
musculo, infiltrado inflamatério em
intestino.

12

79/00
17065

M.
gouazoubira

C
(Zoolégico)

adulto

SC: emaciacdo, lesdo na lingua,
sialorreia, prostrado. Macro: edema
e congestdo pulmonar, petéquias
em endocardio, perda do epitélio
da lingua, Ulceras em duodeno.

13

31/01
18087

M.
gouazoubira

C
(NUPECCE)

jovem

SC: anorexia, lesbes na boca.
Macro: contetido intestinal
sanguinolento, edema pulmonar,
petéquias em endocéardio, mucosa
de rimen e abomaso hiperémicas.
Micro: congestdo em rim, pulmao,
intestino e abomaso, infiltrado
inflamat6rio em figado e rim.

14

01/02
19323

B. dichotomus

C
(NUPECCE)

jovem

SC: decubito lateral seguido de
Obito. Macro: conteddo intestinal
hemorréagico, sufusbes em
mucosas dos estbmagos,
petéquias em endocardio. Micro:
congestdo em pulméo e traqueia,
hemorragia em miocardio.

Continua
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N° Silvestres/
RG Patologia

Espécie

Origem
VL/C

Sexo

Idade

Observacdes

15

215/03
22362

B.
dichotomus

C
(NUPECCE)

jovem

Macro:
ramen,

SC: sem informacdes.
Ulcera na lingua e
linfonodos aumentados. Micro:
infiltrado inflamatério em pulmé&o,

figado e baco, hemorragia em rim.

16

38/05
24144

B.
dichotomus

C
(CCCP)

jovem

SC: apatia, sialorreia, anorexia,
lesdes em cavidade oral. Macro:
enterite hemorragica, lesdes na
lingua, mucosas dos estdbmagos
hiperémicas. Micro: congestdo e
enfisema em pulmao.

17

40/05
24146

B.
dichotomus

C
(CCCP)

jovem

SC: apatia, lesbes na boca,
dificuldade para se alimentar.
Macro: lesBes ulcerativas em
cavidade oral, enterite
hemorragica. Micro: infiltrado
inflamatorio em estbmagos,
intestino, pulmdo com enfisema e
células inflamatérias.

18

43/05
24185

B.
dichotomus

C
(CCCP)

adulto

SC: hiporexia, sialorreia. Macro:
mucosa oral e dos estdbmagos
hiperémica, lingua enegrecida,
contelido intestinal sanguinolento.
Micro: infiltrado inflamatério em
lingua, omaso e abomaso, edema
pulmonar.

19

80/05
24343

M. nana

C
(NUPECCE)

adulto

SC: edema submandibular. Macro:
hidropericardio,  sufusbes em
endocardio, mucosa do abomaso
hiperémica. Micro: hemorragia
entre fibras cardiacas, figado e
pulm&o congestos.

20

154/05
24817

B.
dichotomus

C
(Zoolégico)

adulto

SC: ferida em membro toracico
esquerdo, mantida em caixa de
transporte, hiporexia. Macro:
petéquias em lingua, edema
pulmonar, hemopericardio. Micro:
pulmdo congesto, figado com
degeneragao gordurosa.

21

73/06
25702

M.
gouazoubira

VL
(Ribeiréo
Preto)

S/i

SC: amputagdo de membro
torécico esquerdo. Macro: musculo
branco, pulmao e figado
hemorragicos, contetddo intestinal
hemorragico.
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N° Silvestres/
RG Patologia

Espécie

Origem
VL/C

Sexo

Idade

Observacdes

22 74/06
25704

B.
dichotomus

C
(CCCP)

F

jovem

SC: apatia, sialorreia, diarreia,
decubito lateral. Macro: Ulceras e
petéquias na lingua, conteddo
sanguinolento em estdbmagos e
intestinos, petéquias em
endocardio. Micro: necrose e
hemorragia em lingua, infiltrado
inflamatério em figado.

23 75/06
25705

B.
dichotomus

C
(CCCP)

adulto

SC: dificuldade para comer,
sialorreia. Macro: enterite
hemorragica, lesbes em palato
duro. Micro: infiltrado inflamatério
em lingua, intestino e pulmao,

24 77/06
25708

B.
dichotomus

C
(CCCP)

adulto

SC: hiporexia h&d 1 més,
emaciacao, decubito. Macro:
necrose em gengiva, liquido com
sangue em cavidade toracica e
abdominal. Micro: edema
pulmonar, figado e omaso
autolisados.

25  79/06
25706

B.
dichotomus

C
(CCCP)

jovem

SC: anorexia, apatia, sialorreia.
Macro: petéquias em cavidade oral,
endocardio e pericardio, enterite
hemorragica. Micro: hemorragia em
lingua, infiltrado inflamatério em
intestino e lingua.

26  51/07
27206

B.
dichotomus

C
(CCCP)

adulto

SC: apatia, lesbes na boca,
dificuldade  respiratéria, fezes
pastosas. Macro: enterite
hemorragica, hiperemia em
mucosas dos estbmagos,
hepatomegalia. Micro: congestéo
em pulmao, baco e figado, infiltrado
inflamatdrio em lingua e reticulo.

27 52/07
27207

B.
dichotomus

C
(CCCP)

adulto

SC: hiporexia, diarreia, apatia,
dificuldade para comer. Macro:
cavidade oral arroxeada, enterite
hemorragica, hemotorax,
esplenomegalia. Micro: autélise em
orgaos.

28 53/07
27208

B.
dichotomus

C
(CCCP)

jovem

SC: sialorreia, hiporexia, lesfes na
boca, diarreia. Macro: enterite
hemorragica, liquido sanguinolento
em cavidade toracica e abdominal.
Micro: pneumonia severa,
degeneracéo em fibras cardiacas.
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N° Silvestres/ Espécie Origem Sexo Idade Observacgbdes
RG Patologia VL/C
29 54/07 B. C F jovem  SC: sialorreia, anorexia, apatia.
27209 dichotomus (CCCP) Macro: petéquias na mucosa oral,
enterite hemorragica, liquido
sanguinolento em cavidades
tordcica e abdominal, mucosas
hiperémicas dos estdbmagos.
30 55/07 B. C F filhote  SC: dificuldade para mamar,
27210 dichotomus (CCCP) apatico, fezes com sangue. Macro:
enterite hemorragica. Micro:
infiltrado inflamatério em intestino,
bactérias em pulmao.
31  146/07 M. VL F adulto SC: escoriagbes, fraturas de
28027 gouazoubira (Luis dentes, Ulcera na lingua, exposicédo
Antonio) de falanges. Macro: Ulcera em
lingua, musculo branco em
membros.
32 206/07 M. VL F adulto  SC: escoriacbes em membros e
28303 gouazoubira (Ibitinga) cabeca devido ataque por caes,
magra. Macro: pulmdes
hemorragicos, contetddo intestinal
hemorragico.
33 07/08 M. C F adulto SC: trauma em  contengéo,
28425 americana  (NUPECCE) anorexia, animal prenhe. Macro:
placas diftéricas na lingua, edema
em pulmao.
34 115/08 M. C F jovem  SC: apatia, hiporexia apds soltura
28828 americana  (NUPECCE) em piquete, fezes pastosas. Macro:
conteddo intestinal sanguinolento,
mucosa do abomaso hiperémica.
35 118/08 M. C F jovem  SC: apatia, hiporexia ap6s soltura
28852 americana  (NUPECCE) em piquete. Macro: intestino com
contetdo sanguinolento, papilas
ruminais avermelhadas.
36 120/08 M. C M jovem  SC: hiporexia apés soltura em
28860 americana  (NUPECCE) piquete. Macro: hemotorax,
hemoperiténio, contelddo intestinal
sanguinolento. Micro: congestado
em rim, traqueia e pulméo,
infiltrado inflamatério em figado.
37 173/08 M. C M adulto  SC: hiporexia ha 12 dias, edema
29191 americana  (NUPECCE) submandibular, declbito seguido
de Obito. Macro: petéquias na
lingua e coragdo, conteudo
intestinal sanguinolento, petéquias
em endocérdio.
38 205/08 M. nana C F adulto SC: encontrado morto. Macro:
29395 (NUPECCE) sufusbes e lUlceras na lingua,

Ulceras na mucosa do abomaso.
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Ne° Silvestres/ Espécie Origem Sexo Idade Observacgbdes
RG Patologia VL/C
39 03/09 B. C F filhote  SC: junto da mée, ainda mamava,
29766 dichotomus  (NUPECCE) decubito lateral. Macro: Glceras na
lingua, petéquias em coracao,
conteddo intestinal sanguinolento,
Ulcera em abomaso.
40 04/09 M. C F adulto SC: anorexia, lesdes na lingua,
29771 americana  (NUPECCE) decUbito lateral seguido de oObito.
Macro: petéquias em lingua e
endocardio, enterite hemorragica,
hiperemia  em mucosa  de
estdbmagos.
41  15/09 M.americana C F adulto  SC: prostrado, dificuldade
30278 (NUPECCE) respiratoria, diarreia. Macro:
petéquias no endocérdio, figado
com manchas esbranquicadas,
mucosa do omaso e abomaso
hiperémicas, intestino com
contelido sanguinolento.
42  225/10 M. C M adulto  Encontrado morto, em autdlise.
32252 americana  (NUPECCE) Macro: conteudo intestinal

avermelhado.

Legenda: VL = vida livre, C = cativeiro, F = fémea, M = macho, SC = sinais clinicos, S/i = sem informacao,
Macro = macroscopia, Micro = microscopia, NUPECCE = Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de
Cervideos — Unesp/Jaboticabal, CCCP = Centro de Conservacdo de Cervo-do-Pantanal — Promissao/SP.
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APENDICE D. Autorizagdo do Governo Americano para entrada de materiais de cervideos
brasileiros (fixados em formalina e emblocados em parafina).
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APENDICE E. Resultados da deteccdo dos virus da Lingua azul e Doenca epizodtica
hemorragica em cervideos brasileiros utilizando RT-PCR em tempo real,
realizados no laboratério do CAHFS (California Animal Health and Food Safety).

Continua



69

Continua



70

Continua



71

Continua




72




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	I. INTRODUÇÃO
	II. REVISÃO DE LITERATURA
	III. MATERIAL E MÉTODOS
	IV. RESULTADOS
	V. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	IMPLICAÇÕES
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE

