UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

LUCAS MARIAN

DETECCAO DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) EM FETOS
BOVINOS ABORTADOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

LAGES
2022



LUCAS MARIAN

DETECCAO DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) EM FETOS
BOVINOS ABORTADOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Ciéncia Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal, com
area de concentracdo em Saude Animal.

Orientadora: Prof2 Dra. Renata Assis
Casagrande

LAGES
2022



LUCAS MARIAN

DETECCAO DO VIiRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) EM FETOS
BOVINOS ABORTADOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Dissertacao apresentada ao Curso de P6s-Graduacéao em Ciéncia Animal do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias, da Universidade do Estado de Santa Catarina, como
requisito parcial para obtencédo do grau de Mestre em Ciéncia Animal.

Banca examinadora:

Bt Omws Cocougrond

Ay ¥ . AL e

Orientadora
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)

Membros:

_ //{/ﬁ WM ,,.

Prof. Dr. Claudio Wageck Canal
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Prof. Dr. Saulo Petinatti Pavarini
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Lages, 15 de julho de 2022



Ficha catalogréfica elaborada pelo programa de geragéao
automatica da Biblioteca Setorial do CAV/UDESC, com 0s
dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Marian, Lucas

Detecgédo do Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
em fetos bovinos abortados no estado de Santa Catarina
/ Lucas Marian — 2022
71p.

Orientadora: Renata Assis Casagrande

Dissertacdo (mestrado) — Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias,
Programa de Pés-Graduacgado em Ciéncia Animal, Lages,
2022.

1. Perda Reprodutiva. 2. Genotipagem. 3. Virologia. 4.
Patologia. I. Casagrande, Renata Assis. Il. Universidade
do Estado de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterinérias, Programa de PoOs-Graduagdo em
Ciéncia Animal. IIl. Titulo.




RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um importante patdégeno relacionado a
falhas reprodutivas em bovinos no mundo. O objetivo deste trabalho foi detectar
BVDV em fetos bovinos abortados em Santa Catarina, Brasil. Entre 2015 e 2022, 87
fetos bovinos foram submetidos a necropsia e exame histopatolégico. Fragmentos
de baco e timo congelados foram destinados a RT-PCR de Pestivirus de ruminantes,
com positividade em 5,7% (5/87) dos fetos. Adicionalmente, trés fetos foram também
positivos para Neospora caninum por meio da PCR. A andlise anatomopatolégica
dos fetos positivos para BVDV evidenciou alteragdes macroscopicas compostas por
mumificacdo fetal (1/5), edema subcutaneo (1/5), hepatomegalia (1/5) e edema
perirrenal (1/5). As lesdes histolégicas predominantes foram compostas por infiltrado
linfoplasmocitario discreto a moderado em epicardio e miocardio (5/5), musculo
esquelético (4/5) e pulmdes (4/5). Em placenta, havia infiltrado linfoplasmocitério
predominante, discreto a moderado (2/3), além de mineralizacdo da mucosa (1/3).
Em um feto (1/5), nos pulmbes havia hemorragia e trombose, multifocais,
moderadas; em rins, necrose tubular acompanhada por infiltrado linfoplasmocitario
intersticial, multifocais, moderados; em figado, trombose e degeneracéo
hepatocelular, multifocais, discretas, necrose fibrinoide e infiltrado linfoplasmocitario,
multifocais, moderados; na medula 6ssea, necrose fibrinoide multifocal, discreta; em
medula espinhal, infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto em meninges; em
timo, hemorragia difusa, moderada. Os produtos amplificados na RT-PCR de
Pestivirus foram submetidos a genotipagem, tendo como alvo a regido 5’UTR do
genoma viral, resultando no sequenciamento de amostras de quatro fetos. As
sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas pelo nucleotide BLAST na
plataforma GenBank, com sequéncias semelhantes ja depositadas. O grau de
semelhanca entre as cepas fetais com cepas europeias e brasileiras de BVDV-1 e
BVDV?2 variou de 96,34 a 100%. O subgenétipo 1e foi atribuido a trés fetos (3/4) e o
2b, a um. A arvore filogenética evidenciou a distribuicdo das cepas fetais em dois
ramos distintos, correspodendo ao BVDV-1 e BVDV-2. As cepas designadas como
1le formaram um Unico cluster, com ancestral evolutivo distante das demais cepas de
referéncia. A cepa correspondente ao 2b agrupou-se com as cepas do grupo,
ocupando o mesmo nodo terminal que a cepa Soldan. As propriedades com fetos
positivos para BVDV apresentavam disturbios atribuiveis a acdo do virus, como
infertilidade e abortamentos frequentes, além de fatores relacionados a introducéo e
manutenc¢do do agente nos rebanhos, tais como o aquisicdo frequente de matrizes
prenhes, possibilidade de contato direto com animais de fazendas vizinhas, bem
como o compartilhamento de touros. Os resultados obtidos neste trabalho
evidenciam a ocorréncia do BVDV em abortos oriundos de rebanhos bovinos
catarinenses, bem como a sua difusao territorial e variabilidade genotipica.

Palavras-chave: Perda reprodutiva. Genotipagem. Virologia. Patologia.



ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is an important pathogen related to
reproductive failure in cattle worldwide. The objective of this work was to detect BVDV
in aborted bovine fetuses in Santa Catarina, Brazil. Between 2015 and 2022, 87
bovine fetuses underwent necropsy and histopathological examination. Frozen
spleen and thymus fragments were used for RT-PCR of Pestivirus in ruminants, with
positivity in 5.7% (5/87) of fetuses. Additionally, three fetuses were also positive for
Neospora caninum by PCR. Anatomopathological analysis of BVDV-positive fetuses
showed macroscopic alterations composed of fetal mummification (1/5),
subcutaneous edema (1/5), hepatomegaly (1/5) and perirenal edema (1/5). The
predominant histological lesions were composed of mild to moderate
lymphoplasmacytic infiltrate in the epicardium and myocardium (5/5), skeletal muscle
(4/5) and lungs (4/5). In the placenta, there was predominant lymphoplasmacytic
infiltrate, mild to moderate (2/3), in addition to mucosal mineralization (1/3). In one
fetus (1/5), there was moderate multifocal hemorrhage and thrombosis in the lungs;
in kidneys, tubular necrosis accompanied by interstitial, multifocal, moderate
lymphoplasmacytic infiltrate; in liver, thrombosis and hepatocellular degeneration,
multifocal, mild, fibrinoid necrosis and lymphoplasmacytic infiltrate, multifocal,
moderate; in bone marrow, mild, multifocal fibrinoid necrosis; in the spinal cord,
multifocal lymphoplasmacytic infiltrate, discreet in the meninges; in thymus, diffuse,
moderate hemorrhage. The products amplified in the Pestivirus RT-PCR were
subjected to genotyping, targeting the 5'UTR region of the viral genome, resulting in
the sequencing of samples from four fetuses. The sequences obtained were analyzed
and compared by nucleotide BLAST on the GenBank platform, with similar sequences
already deposited. The degree of similarity between fetal strains with European and
Brazilian strains of BVDV-1 and BVDV2 ranged from 96.34 to 100%. Subgenotype
le was assigned to three fetuses (3/4) and 2b to one. The phylogenetic tree showed
the distribution of fetal strains in two distinct branches, corresponding to BVDV-1 and
BVDV-2. The strains designated as le formed a single cluster, with an evolutionary
ancestor distant from the other reference strains. The strain corresponding to 2b
clustered with the strains of the group, occupying the same terminal node as the
Soldan strain. The properties with BVDV positive fetuses presented disorders
attributable to the action of the virus, such as infertility and frequent abortions, in
addition to factors related to the introduction and maintenance of the agent in the
herds, such as the frequent acquisition of pregnant matrices, possibility of direct
contact with animals of neighboring farms, as well as bull sharing. The results
obtained in this work show the occurrence of BVDV in abortions from cattle herds in
Santa Catarina, as well as its territorial spread and genotypic variability.

Keywords: Reproductive loss. Genotyping. Virology. Pathology.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira possui grande destaque no cenério mundial, com um
rebanho total de aproximadamente 218,2 milhées de bovinos (IBGE, 2020). Com
relacdo a carne bovina, o Brasil ocupa o posto de segundo maior produtor e, ainda, o
maior exportador, contribuindo com cerca de 2,2 milhdes de toneladas de carne para
0 mercado mundial, o equivalente a 14% da producédo do planeta (FAOSTAT, 2021).
A pecuéria leiteira tem se destacando nos ultimos anos, colocando o Brasil em quarto
lugar no ranking de maiores produtores mundiais (EMBRAPA, 2020). Embora o estado
de Santa Catarina ocupa uma posi¢cdo discreta no ranking nacional de producéo
bovina (13° lugar) com aproximadamente 4,5 milhdes de bovinos, o estado apresentou
crescimento expressivo no niumero de bovinos abatidos nos dltimos anos. Diferente
da pecuaria de corte, Santa Catarina destaca-se na producao de leite, com 8,7% da
producdo nacional, o que corresponde a cerca de 3 bilhdes de litros produzidos,

tornando-o quarto maior produtor do pais (EPAGRI, 2020).

Embora possua um rebanho de destaque, a pecuaria bovina nacional enfrenta
uma série de desafios que tendem a limitar seu potencial produtivo. Entre os principais
entraves, destacam-se fatores relacionados a nutricdo (DIAS-FILHO, 2014),
parasitismo (GRISI et al. 2014), além da ocorréncia de enfermidades infecciosas,
sobretudo as que impactam diretamente no comércio e exportacdo de produtos e
animais, como a febre aftosa (GARCIA et al. 2015), a brucelose e a tuberculose
(SANTOS et al. 2013; FERREIRA NETO et al. 2016). As doencas que afetam a
reproducao configuram outro importante gargalo nos sistemas de producéo, sejam
elas de origem parasitéria, viral ou bacteriana (FLORES et al. 2018; FAVERO et al.
2018; COSTA, 2020).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é dos mais importantes agentes
infecciosos dos bovinos em todo o mundo (LANYON et al. 2014). A enfermidade viral
€ capaz de causar importantes perdas econdmicas, especialmente, em rebanhos
leiteiros, onde os prejuizos por animal podem chegar ao equivalente a 3,8 mil reais
por animal ao ano (RICHTER et al. 2017), com reducgé&o de até 0,7 kg na producéo de
leite animal/dia (BEAUDEAU et al. 2005). Além da reducédo na produgdo, 0s prejuizos
ocasionados pelo BVDV estao relacionados ao nascimento de bezerros fracos e de

12
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subdesenvolvidos, a ocorréncia de animais persistentemente infectados (Pl) e a
doenca das mucosas (SANTMAN-BERENDS et al. 2015). Entretando, as perdas
monetarias de maior relevancia estéo relacionadas a esfera reprodutiva, resultado da
reducdo significativa das taxas de concepcgéo e maior ocorréncia de mortalidade
embrionéria e fetal (BURGSTALLER et al. 2016).

No Brasil, o BVDV esta distribuido por todas as regides, com a descri¢cdo de
uma grande variedade de subgendtipos pertencentes a trés espécies distintas do virus
(CANAL et al. 1998; DIAS et al. 2013; OTONEL et al. 2014; SILVEIRA et al. 2015;
MARQUES et al. 2016; BIANCHI et al. 2017; FIGUEIREDO et al. 2018). No sul do
pais, BVDV esta amplamente difundido nos rebanhos bovinos, mais conhecidamente
nos estados do Rio Grande do Sul e Parana (SILVEIRA et al. 2015). Nos estados
gaucho e paranaense, ja foram relatados variados subgenétipos de BVDV em bovinos
provenientes de propriedades voltadas a pecuéria de corte e de leite (CANAL et al.
1998; LUNARDI et al. 2008; WEBER et al. 2014; MONTEIRO et al. 2018; FREITAS et
al. 2021).

Em Santa Catarina, estudos apontaram soroprevaléncia para BVDV que varia
de 28,5 a 58,2% entre diferentes regides do estado (FINO, 2011; PASQUALOTO et
al. 2015). A primeira detecc¢éo do virus em bovinos no estado foi relatada ainda nos
anos 90, quando BVDV-2 foi identificado em rebanhos com disturbios reprodutivos
(Gil, 1998). Mais recentemente, um subgendtipo de BVDV-1, nunca descrito nas
Ameéricas, foi detectado no rebanho catarinense (SILVEIRA et al. 2015).

Apesar de trabalhos envolvendo a identificacdo do BVDV em todo o territério
nacional, especialmente, nos estados vizinhos, Santa Catarina possui relatos
escassos a respeito da circulacdo do virus na bovinocultura e sua relacdo com
disrtarbios reprodutivos. Dessa forma, a prevaléncia real de BVDV em bovinos
catarinenses, bem como a ocoréncia de abortamentos pelo virus, podem estar sendo
subestimadas. Analises mais detalhadas com a pesquisa, identificagédo e tipificacao
do BVDV em fetos bovinos abortados, além da investigacdo epidemiolégica
envolvendo casos positivos sdo necessarias para o entendimento do potencial

impacto do virus na bovinocultura do estado.

13



12

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia de abortamentos em bovinos no estado de Santa
Catarina ocasionados pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV), aliando métodos
moleculares e anatomopatologicos, bem como identificar espécies e subgendtipos
circulantes no estado através do sequenciamento genético e filogenia, além de

carcaterizar epidemiologicamente as propriedades com casos positivos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar um estudro retrospectivo envolvendo todos os fetos bovinos
remetidos ao Laboratério de Patologia Animal (LAPA — CAV/UDESC) desde 2015,
bem como necropsiar os fetos recebidos durante o periodo agosto de 2020 a julho de
2022.

b) Caracterizar o quadro anatomopatolégico de fetos submetidos ao exame
necroscopico.

c) Determinar, através da RT-PCR, a presenca de BVDV em fetos bovinos
abortados em diferentes idades gestacionais.

d) Identificar, por meio do sequenciamento genético dos produtos de
amplificacéo e filogenia, espécies e subgenoétipos de BVDV envolvidas nos quadros

de abortamentos bovinos.

e) Realizar visitas técnicas e caracterizar as propriedades positivas para BVDV
através da aplicacdo de inquérito epidemiolégico aos proprietarios e/ou
colaboradores.

14
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertence a familia Flaviviridae, género
Pestivirus, no qual estdo agrupados, além do BVDV tipo 1 e 2, o virus da peste suina
cladssica (CSFV) e o virus da doenca das fronteiras (SIMMONDS et al. 2011). Uma
nova espécie de Pestivirus € composta por uma varieade de cepas virais atipicas
capazes de infectar e causar doenca em animais domeésticos e silvestres, como o
Pestivirus da girafa (AVALOS-RAMIREZ et al. 2001), de ratos (FIRTH et al. 2014) de
morcegos (WU et al. 2012), de antilopes (VILCEK et al. 2005), virus Bungowannah
(KIRKLAND et al. 2007), virus Aydin-like de ovinos da Turquia (OGUZOGLU et al.
2009), virus de pequenos ruminantes da Tunisia (THABTI et al. 2005), virus atipico
de suinos (HAUSE et al. 2015). H4, ainda, uma espécie viral denominada de
Pestivirus H, virus HoBi-like, ou BVDV-3 (SCHIRRMEIER et al. 2004).

O BVDV, assim como os demais integrantes do género Pestivirus, € pequeno,
com diametro que varia entre 40 a 60 nm, capsideo icosaédrico e com envelope de
composicao lipidica (GOENS, 2002; TAUTZ, 2015). O genoma é composto por RNA
de fita simples e polaridade positiva, com tamanho aproximado de 12,3 kb, contendo
uma grande e Unica fase aberta de leitura denominada ORF. Sua traduc¢édo origina
uma Unica poliproteina que, ao ser clivada, origina aré 12 proteinas estuturais e nédo
estruturais que compoem o virion (NEILL, 2012). As proteinas ndo-estruturais do
genoma do BVDV compreendem NP©, P7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B e
estdo relacionadas ao processo de replicacdo viral. J& as proteinas estruturais: C,
E™S, E1 e E2, exercem funcdes de revestimento e protecdo ao RNA viral e medeiam
a entrada e saida das particulas virais das células infectadas (DONIS, 1995).

As cepas de BVDV podem ser classificadas em dois biotipos, citopatico (CP)
e nao-citopatico (NCP), de acordo com os efeitos em cultivo celular. O biétipo CP
ocorre, principalmente, por altera¢cdes genémicas nas sequéncias de condificacéo da
proteina estrutural NS2/3, que ao ser clivada, origina as proteinas NS2 e NS3,
conferindo a cepa o carater citopatico e capacidade causar destruicdo das células
infectadas (NEILL, 2012). O biétipo NCP possui um genoma inalterado, por
produzirem NS2/3 nédo clivada, e uma pequena quantidade de NS2 e NS3

necessérias para replicacdo, tornando-o incapaz de causar destruicdo celular
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(MENDEZ et al. 1998). Este bidtipo compreende a maioria da cepas observadas nos
rebanhos bovinos, responséavel pelo ocorréncia de infec¢des cronicas e surgimento
de animais persistentemente infectados (PIl) (POCOCK et al. 1987).

A definicdo das espécies de Pestivirus é baseada em critérios relacionados ao
hospedeiro de origem, comparacao de sequéncias de nucleotideos, bem como titulos
de neutralizacdo cruzada (SIMMONDS et al. 2017). No entanto, as cepas de BVDV
apresentam alta variabilidade genética e antigénica intraespecificas resultantes de
diferentes processos que culminam na modificacdo do genoma viral, como o acumulo
de mutagOes pontuais resultantes de erros da RNA polimerase, recombinacao de
RNA ndo-homoélogo e RNA homologo. Estes mecanismos contribuem para o
aumento da variabilidade genética do BVDV, bem como o surgimento de
quasispécies virais (WEBER et al. 2014, YESILBAG et al. 2017).

Além da distincao entre espécies, as cepas de BVDV podem ser divididas em
subgenotipos através da genotipagem e filogenina, analisando regibes gendémicas
como 5’UTR, Npro, E2, principalmente (YESILBAG et al. 2017). Para BVDV-1, séo
descritos 22 subgendtipos (1a -1u) (OGUZOGLU et al. 2019), enquanto para BVDV-
2 ha 4 subgendtipos identificados (2a — 2d) (YESILBAG et al. 2017). Para o BVDV-
3, também hé classificacdo em 4 subgendtipos (3a — 3d) (GIAMMARIOLI et al. 2015).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

O BVDV esta amplamente distribuido pelo mundo. Pesquisas sorologicas em
diferentes regides do planeta, evidenciaram uma prevaléncia que pode chegar a 67%
a nivel de rebanho e variar de 46,2 a 48,7% a nivel animal, enquanto a ocorréncia
de bovinos persistentemente infectados (PI) com o virus oscila entre 0,8%, na
Europa e 1,6%, na Asia, com prevaléncia mundial média de 0,36% a nivel animal e
18,8% a nivel de rebanho (SCHARNBOCK et al. 2018). O BVDV-1 é predominante
em relacdo ao BVDV-2 em todo o mundo. Alguns subgendtipos ocorrem somente
em determinados locais do planeta, sobretudo Asia e Europa, onde ha relatos de
subtipos nunca identificados em outros continentes. Nas Américas, o BVDV-1 é a
espécie predominante, porém, com menor variabilidade entre os subgendtipos
(YESILBAG et al. 2017). No Brasil, assim como BVDV-1, o BVDV-2 possui alta
frequéncia de relatos e maior prevaléncia da espécie em relacdo a outros paises
onde ja foi relatada (WEBER et al. 2014; SILVEIRA et al. 2015).
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A prevaléncia do BVDV pode estar relacionada ao tamanho do rebanho. A
continuidade do agente é favorecida em rebanhos maiores, principalmente, pela
maior exposicdo a animais externos (LINDBERG & HOUE, 2005). Com relacédo a
idade, a soropositidade para BVDV pode ser maior conforme 0s animais
envelhecem, possivelmente, pela maior chance de exposi¢do ao virus durante a vida
(VASQUEZ et al. 2016; JOKAR et al. 2021). Quanto ao sistema de producédo, ha
diferenca signifcativa para a ocorréncia de BVDV. Sarrazin et al. (2013) verificaram
gue rebanhos de corte apresentaram soroprevaléncia significativamente mais baixa,
menor namero de individuos Pl e menos problemas relacionados ao BVDV se

comparado a rebanhos mistos ou leiteiros, mesmo sem vacinacao.

O fator chave da epidemiologia do BVDV se deve a ocorréncia de animais Pl
nos rebanhos. A disseminacdo do agente depende, em grande parte, da presenca
do PI, possibilidade de contato entre os animais, viruléncia do virus e presenca de
animais suscetiveis (THURMOND, 2005). O PI funciona como reservatorio e
principal fonte de disseminacdo do virus para bovinos contactantes. A transmissao
do virus ocorre, principalmente, de forma horizontal, direta ou indireta, sobretudo
guando o contato intimo com o PI é facilitado, tornando-se a via de disseminacgao
mais importante dentro de um rebanho (ARENHART et al. 2009).

Os animais Pl surgem através de transmissdo vertical ou transplacentaria,
devido a infeccdo materna pelo BVDV durante os primeiros 40 a 120 dias de
gestacao, e resulta em um feto imunotolerante ao virus (LANYON et al. 2014). Pela
viremia continua, o Pl € capaz de eliminar grandes quantidades de particulas virais
através de secrecfes nasais, oculares, orais e genitais, além de urina e fezes. Em
rebanhos de alta densidade, a transmissao ocorre de forma rapida, e o animal Pl é
capaz de contaminar todos os animais contactantes. Ja em criagbes extensivas, a
baixa concentracdo de animais reduz a velocidade de disseminacao, que pode levar
anos até atingir todo o rebanho (ARENHART et al. 2009).

InUmeras situacdes podem facilitar a introducdo de BVDV em um rebanho. O
contato direto focinho-focinho entre bovinos de propriedades vizinhas € um fator de
risco potencial, principalmente, quando o sistema de criacdo a pasto predomina, o
que facilita a interagdo entre animais de rebanhos distintos (Ql et al. 2019). A

comercializacdo associada ao transito intenso de animais possibiltada o ingresso de
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animais PIl, ou ainda, fémeas prenhes gestando um produto Pl, em rebanhos
previamente livres dos virus (GATES et al 2013; QI et al. 2019). Outras formas de
transmissao do virus incluem a contaminacdo de vacinas que possuam em sua
formulagéo subprodutos biolégicos, como soro fetal bovino, também por embrides e
sémen contaminados indevidamente tratados, exame de toque retal, bem como a
utilizacdo de instrumentos infectados (LANG-REE et al. 1994; VALLE et al. 1999;
NISKANEN & LINDBERG, 2003). A transmissdo por animais transitoriamente
infectados (TI) € menos provavel, uma vez que o periodo virémico €
consideravelmente mais curto, com eliminacdo de baixas cargas virais em
comparacao ao animal Pl (LINDBERG & HOUE, 2005).

3.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A intensidade das manifestacdes clinicas ocasionadas pela infec¢cdo do BVDV
depende de fatores relacionados a idade do animal, momento de infeccdo, status
reprodutivo e imunoldgico, bem como o tipo viral e viruléncia (RIDPATH, 2010).
Apesar de sua nomenclatura indicar, principalmente, o acometimento o trato
gastrointestinal, o BVDV esta associado a uma variedade de manifestacdes clinicas
gue incluem diversos sistemas fisioldgicos, sobretudo o hematologico, o
imunoldgico, o respiratorio e o reprodutivo (BLANCHARD et al. 2010; CHASE, 2013;
HOPPE et al. 2019; OGUEJIOFOR et al. 2019; YITAGESU et al. 2021).

Entre uma variedade de quadros ocasionados pelo BVDV, a infec¢cdo aguda
em animais imunologicamente incopetentes e, principalmente, ndo gestantes,
ocasiona viremia temporaria que se inicia em até 72 horas ap0s a infec¢éo e perdura
por até 14 dias, resultando em soroconversao e imunidade duradoura (COLLINS et
al. 2009; PEDRERA et al. 2011). A contaminacao oro-nasal permite a invasao e
rapida replicacdo do virus primeiramente nas tonsilas faringeas, seguido pela
disseminagdo por meio de macréfagos e células dendriticas. ApOs propagacgao
organica, 6rgaos como linfonodos, baco, timo, pulmdes e figado podem albergar
grande carga viral (PEDRERA et al. 2011). Apés a recuperacao do animal afetado,
o0 BVDV pode continuar circulante no sangue, dentro de células mononucleares, por
98 dias ou mais (COLLINS et al. 2009).

O BVDV interage de diversas formas com os mecanismos imunolégicos. A
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imunodepressao é comum e sua intensidade depende da cepa viral, com diferencas
entre CP e NCP. O virus é altamente capaz de invadir e destruir as células
apresentadoras de antigeno, além de prejudicar a capacidade de fagocitose das
células devido a reducdo da expressdo de receptores fundamentais a acéo
fagocitica, e comprometea captacdo e apresentacdo de antigenos aos linfocitos T
(CHASE, 2013). Estudos demonstram aumento na taxa de apoptose, que pode estar
relacionada a varios mecanismos celulares, como dano direto devido ao acumulo de
RNA intracelular, maior niumero de proteases especificas envolvidas na morte
celular, bem como participacédo de macrofagos liberadores de citocinas apoptéticas,
resultando deplecao de linfocitos T, mas também de linfocitos B, principalmente em
foliculos de linfonodos e placas de Peyer (PEDRERA et al. 2009; CHASE, 2013).

O periodo virémico induz pirexia por volta do oitavo dia apds a infec¢do, além
de leucopenia, linfopenia e trombocitopenia (COLLINS et al. 2009; BLANCHARD et
al. 2010). O mecanismo pelo qual se origina a trombocitopenia ainda ndo esta bem
claro, mas estudos apontam a capacidade do BVDV de causar necrose mieloide e,
especialmente, necrose de megacariocitos por determinadas cepas (SCRUGGS et
al. 1995). No entanto, megacariécitos intactos ou hiperplasicos foram observados em
animais acometidos por BVDV com trombocitopenia (CORAPI et al. 1989), o que
evidencia a infeccdo plaquetaria e/ou destruicdo imunomediada pelo virus (BOLIN &
RIDPATH, 1992).

O BVDV pode afetar dramaticamente a saude geral do rebanho, e sinais
inespecificos relacionados a imunodepressdo podem ser atribuidos ao virus, como
a queda na producao de leite, mastite clinica, aumento nas doencas respiratérias e
entéricas (NISKANEN et al. 1995). O BVDV pode, ainda, atingir ganglios
mioentéricos e da submucosa no trato gastrointestinal e promove a interrupcao
neural intestinal comum, resultando em motilidade intestinal desarranjada e,
consequentemente, episoddios de diarreia podem ser observados em animais
agudamente infectados (WILHELMSEN et al. 1990).
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Animais acometidos por infecc¢des transitérias podem, ainda, manter infec¢des
prolongadas ou crbnicas devido a capacidade do virus de permanecer em O0rgaos
reprodutivos e glébulos brancos, o que favorece a contaminacéo de outros bovinos
através de sangue e fluidos por meses ap0s a infeccdo (COLLINS et al. 2009;
GIVENS & MARLEY, 2013) . O virus ja foi identificado em diversos componentes
teciduais testiculares e ovarianos por longos periodos apds resolucdo do quadro
agudo (GIVENS et al. 2003; GIVENS & MARLEY, 2013). O acometimento do trato
reprodutor, tanto masculino quanto feminino por BVDV, esta relacionado com as
principais perdas econémicas e produtivas ocasionadas pelo virus (EVERMANN &
RIDPATH, 2002). Entre os efeitos ocasionados no trato reprodutivo da fémea, pode-
se ressaltar o declinio da fertilidade, com reducao das taxas de concepcéao e prenhez
em vacas suscetiveis quando a infeccao ocorre antes ou no momento da reproducao
(FRAY et al. 2000; PINIOR & KOFER et al. 2016). O virus j& foi associado ao
aumento na incidéncia de perdas embrionarias e fetais, além de natimortalidade e
retencdo placentaria (LARSSON et al. 1994).

Nos touros, o BVDV se replica em glandulas sexuais acessorias,
principalmente, em vesicula seminal e prostata, com favorecimento na eliminacéo do
virus mesmo apos o fim do periodo virémico (KIRKLAND et al. 1991). A qualidade
seminal de reprodutores Pl ou com infec¢cdes temporarias pode ndo apresentar
anormalidades (KIRKLAND et al. 1994), no entanto, diminui¢cdo significativa do
volume espermatico, além da presenca de anomalias espermaticas, ja foram
relatados em animais agudamente infectados (KOMMISRUD et al. 1996). A
utilizacdo de touros infectados, seja através da monta natural ou utilizacdo de
inseminacao artificial, € capaz de reduzir a taxa de concepcdo das fémeas
(KIRKLAND et al. 1994). O sémen de touros Pl interferiu diretamente no suceso de
técnicas de fertilizagdo in vitro, reduzindo drasticamente a taxa de clivagem, bem
como o desenvolvimento embrionario (GONZALEZ-ALTAMIRANDA et al. 2012).

Nas matrizes bovinas Pl ou agudamente infectadas, o BVDV pode ocorrer em
todos os oOrgaos do trato reprodutor, com acometimento principalmente o estroma
ovariano, incluindo células do cumulus e odcitos em diferentes estagios de
maturacdo, o0 que possibilita a ocorréncia de anormalidades fisiologicas e
desregulacéo hormonal (FRAY et al 1998; GONZALEZ-ALTAMIRANDA et al. 2013).
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Infecgbes agudas ja foram relacionadas a ocorréncia de ooforite e necrose das
células da granulosa, além de promover irregularidades no crescimento folicular,
alteracdes nos niveis de estradiol circulante, ocasionando magnitude baixa ou
infrequente da liberacdo de LH, o que consequentemente pode silenciar o estro, além
de atrasar ou impedir a ovulagcdo (FRAY et al. 2002; MCGOWAN et al. 2003). A
atividade ovariana pode, ainda, ser comprometida pela leucopenia sistémica, uma
vez que leucdcitos estdo presentes nos ovarios durante todo o ciclo e sao
responsaveis pela liberacédo de citocinas e mediadores inflamatérios reguladores de
atividades ovarianas (FRAY et al. 2002; WU et al. 2004). Em fémeas PlI, o efeito do
BVDV sobre as células germinativas ocasiona uma drastica reducdo na populacao
folicular ovariana (GONZALEZ-ALTAMIRANDA et al. 2013).

Os efeitos do BVDV sobre a gestacdo e desenvolvimento do concepto
dependem do momento gestacional em que a infeccdo ocorre (HANSEN et al.
2010). As perdas ocasionadas pelo virus durante os primeiros 45 dias de gestacao
estdo relacionadas a falhas na fertilizacdo, além de morte embrionaria precoce
(WHITMORE et al. 1981; GRAHN et al. 1984). Estudos demonstram que a zona
pelicida é altamente eficiente em proteger o embrido durante o desenvolvimento
inicial (GROOMS, 2004), no entanto, morulas desprovidas de zona pellucida foram
suscetiveis aos efeitos inibitérios de cepas CP de BVDV in vitro (VANROOSE et al.
1998). Além do comprometimento celular, alteracdes inflamatérias no tero,
decorrentes da infeccédo viral, podem tornar o ambiente uterino incompativel com o
desenvolvimento do embrido (GROOMS, 2004). A diminui¢do na concentracao de
progesterona plasméatica durante a fase lUtea inicial em vacas infectadas também

ja foi descrita, com comprometimento da concepcao (FRAY et al. 2002).

Danos fetais por BVDV podem ocorrer em qualguer momento da gestacéo
(Figura 1), embora o periodo entre 40 e 150 dias esteja relacionado a maior
ocorréncia de morte fetal, aborto, mumificacdo, malformagbes congénitas e
geracéo de bezerros Pl (MOENNING & LIESS, 1995). A morte do feto e o aborto
subsequente podem estar ligados ao efeito da cepa sobre o concepto e a placenta.
Vasculite na porcdo materna da placenta pode ocorrer, aléem do comprometimento
e separacao da unidade materno-fetal (FREDRIKSEN et al. 1999).
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Figura 1. Efeitos da infeccdo pelo Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) em
bovinos conforme o periodo gestacional
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A infeccao fetal entre 80 e 150 dias de gestacdo predispde a ocorréncia de
malformacdes congénitas em uma gama de sistemas e 6rgaos (BAKER, 1995). O
sistema nervoso central é frequentemente acometido, onde observa-se hipoplasia
cerebelar, hidrocefalia, além de anormalidades na coluna vertebral, hipoplasia de
timo, artrogripose e bragnatismo mandibular (BLANCHARD et al. 2010; LANYON et
al. 2014). Os mecanismos patogénicos envolvidos no processo de malformacdes
nao sao bem claros, mas acredita-se que combinacédo entre danos celulares e
respostas inflamatérias pelo virus sdo capazes de produzir tais alteracbes
(CASTRUCCI et al. 1990). Bezerros com defeitos congénitos geralmente
apresentam-se fracos, ataxicos e com andar cambaleante, principalmente, quando

0 sistema nervoso central esta envolvido (BAKER, 1995).

Fetos que sobrevivem a infec¢do por BVDV até 120 dias, consequentemente
desenvolvem imunotolerancia e tornam-se Pl quando acometidos por cepas NCP
(GROOMS, 2004). A persisténcia da infeccdo ocorre pelo desenvolvimento
incompleto dos tecidos linfoides, quando a imunidade humoral ainda é ineficaz,
permitindo que as proteinas virais sejam reconhecidas como autoantigenos (Figura
2) (MCCLURKIN et al. 1984). Para que a infeccdo persista, € necessario que
respostas imunes inatas e adaptativas sejam evitadas pelo virus. Embora uma cepa
CP seja capaz de atravessar a placenta e afetar o feto, seu envolvimento em
infecgdes persistentes ndo foi observada (BROWNLIE et al. 1989; CANAL et al.

1998). A atribuicdo de infeccdo persistente somente as cepas NCP, refere-se a
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habilidade da mesma em inibir a indugcédo de IFN-1, um importante mediador da
imunidade inata em infeccbes fetais precoces, o que nao ocorre com cepas CP
(CHARLESTON et al. 2001). Embora nao haja producao de anticorpos contra o virus
causador da imunotolerancia, erros durante a replicagdo viral podem originar
guasiespécies de variantes antigénicas no organismo imunotolerante, com a geragao

de linfocitos B e producéo de anticorpos neutralizantes (COLLINS et al. 1999).

Figura 2. Consequéncias da infeccdo de fémeas prenhes pelo Virus da Diarreia
Viral Bovina (BVDV) de acordo com o bi6tipo da cepa envolvida
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A infeccdo aguda de matrizes prenhes suscetiveis é a origem mais frequente
de animais PI, embora vacas Pl originem somente descendentes Pl (STOKSTAD et
al. 2002). Estes animais podem ser clinicamente saudaveis, mas geralmente
subdesenvolvidos e mais suscetiveis a infec¢cdes secundarias (BAKER, 1995;
VOGES et al. 2006). Anormalidades no crescimento podem estar relacionados a
diminuicdo de osteoclastos e baixa atividade de osteoblastos, comprometendo a
modelagem trabecular de ossos longos (WEBB et al 2012). Animais Pl podem
ultrapassar os dois anos de idade, porém a capacidade de sobrevivéncia é limitada,
principalmente, pela possibilidade de desenvolverem doenga das mucosas (BOOTH
& BROWNLIE, 2012).
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A doenca das mucosas (DM) é uma sindrome clinico-patolégica que acomete
animais Pl. Para que ocorra, deve haver infeccdo com uma cepa CP de BVDV
antigenicamente semelhante ou, mais frequentemente, por mutacdes na cepa NCP
ja circulante no animal Pl (BROWNLIE et al. 1984; TAUTZ et al. 2003). Dessa forma,
cepas CP e NCP sao encontradas em animais com a doenca (BOLIN et al. 2004). A
cepa citopatica promove a ativacdo e diferenciacdo de mondcitos, inibindo a
apresentacdo de antigenos a linfocitos T, o que desencadeia inflamacdo grave e
aumento da viremia (LEE et al. 2009). A inducédo do apoptose celular € caracteristica
do quadro de DM, desencadeada por vias intrinsecas e extrinsecas, com
acometimento principalmente placas de Peyer, o que resulta em deplecéo e atrofia
linfoide (YAMANE et al. 2005; YAMANE et al. 2006; PEDRERA et al. 2012).
Queratindcitos do trato espinhoso se tornam necréticos e lesdes erosivas e
ulcerativas surgem na pele, focinho, cavidade oral, es6fago e pro-ventriculos
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995).

Animais Pl de todas as idades podem ser afetados pela doenca, mas ocorre
com mais frequéncia entre 6 meses e 2 anos. Lesdes extensas ao longo do trato
gastrointestinal sdo as caracteristicas mais marcantes do quadro e predispéem a
diarreia e infeccBes bacterianas secundarias, induzindo um quadro de doenca
perceptivel. Entre outros achados clinicos, observa-se anorexia, febre, desidratacéo,
inflamacé&o de cascos e perda de condicédo corporal (BOLIN, 1995; KELLING et al.
2004). Dermatite é frequente na DM pelo tropismo do virus por células epiteliais
(DABAK et al. 2007). A doenca possui alta taxa de mortalidade e animais vao a 6bito

dentro de uma a duas semanas apdés o inicio dos sinais clinicos (BAKER, 1995).

3.4 DIAGNOSTICO
3.4.11ISOLAMENTO VIRAL (IV)

O isolamento viral foi por muito tempo considerada a técnica padréo ouro para
o diagnodstico de BVDV, utilizada para indetificagdo viral em animais vivos através
de amostras de sangue total, além de 6rgéaos linfoides como baco, timo, linfonodos
mesentéricos, placas de Peyer e pulmbes de animais necropsiados e fetos
abortados (SALIK & DUBOVI, 2004; SANTOS et al. 2011). Este método diagndstico
possui algumas desvantagens relacionadas a complexidade para realiza-lo, bem
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como tempo para que o resultado seja obtido, necessidade de amostras virais
integras, além de ndo possibilitar a identificacdo de infeccdo persistente ou
transitoria, a menos que novos testes sejam realizados posteriormente (DUBOVI,
2013; CORNISH et al. 2005). O isolamento viral pode ter sua eficAcia comprometida
qguando utilizado para diagnéstico de BVDV em bezerros sob efeito da imunidade
materna, pois a acdo de anticorpos colostrais pode reduzir os niveis de virus livre
no soro (PALFI et al. 1993).

3.4.2 IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

Programas de controle de BVDV envolvem diretamente a identidicacdo de
animais Pl nos rebanhos, e podem contar com o auxilio da imuno-histoquimica
(DUBOVI, 2013). Essa técnica possibilita um diagndstico especifico e sensivel para
Pestivirus, com a identificacdo de BVDV nas células epiteliais de amostras de pele
fixadas em formalina e incluidas em parafina, utilizados para o diagnostico de
animais PIl, bem como em tecidos de fetos abortados e natimortos (ELLIS et al.
1995; BEDEKOVIC et al. 2011; SANTOS et al. 2011). Encéfalo, pré-ventriculos,
intestinos, figado, rins, pulmdes, medula éssea, linfonodos, orofaringe, entre outros
orgaos, também podem ser utilizados para identificacdo do antigeno viral (SANTOS
et al. 2011). Nos casos de animais com infeccdo transitoria aguda, a marcacao
também ocorre, porém com menor intensidade (CORNISH et al. 2005). A técnica
de IHQ possui a vantagem de ndo ser afetada pela presenca de anticorpos
maternos, dessa forma a presenca do antigeno em amostras ndo € prejudica por
anticorpos anti-BVDV, o que permite a utilizacdo do teste em animais de qualquer
idade (HILBE et al. 2007). Uma desvantagem da IHQ refere-se a impossibilidade de
caracterizar genotipicamente a amostra viral presente nos tecidos, uma vez que
amplificacdo e sequenciamento do material genético depende da associacdo de
outras técnicas (SANTOS et al. 2011).

3.4.3 ELISA PARA DETECCAO DE ANTIGENO

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) apresenta boa sensibilidade e
especificidade na deteccao de BVDV, com frequente utilizacdo para identificacao de

animais Pl (KISH et al. 2013). As proteinas virais NS3 e Erns sdo altamente
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conservadas entre as cepas de BVDV e utilizadas como antigenos alvo, o que
possibilita a identificacdo, principalmente, em entalhes de orelha e soro, mas
também em leite (DUBOVI, 2013). A deteccdo de infec¢cdes agudas também é
possivel atrevés do ELISA de captura de antigeno apresentando negatividade em
coletas posteriores de forma mais rapida do que a IHQ (CORNISH et al. 2005).

3.4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE COM TRANSCRIPTASE REVERSA
(RT-PCR) E SEQUENCIAMENTO GENETICO

Com sensibilidade e especificidade de 100% e 99%, respectivamente, a
anélise molecular se tornou o0 método diagnadstico rotineiro para BVDV (CANAL et al.
1998; HILBE et al. 2007; SMITH et al. 2008), o que permite ser aplicada sobre uma
variedade de amostras biologicas, incluindo soro, sangue, leite, tecidos e 6rgaos
(KIM & DUBOVI, 2003). O resultado positivo ndo define o estado clinico do animal,
uma vez que a técnica permite o diagndstico de animais vacinados com vacinas vivas
modificadas, infeccfes agudas e persistentes através da repeticdo das analises com
intervalo minimo de quatro semanas, com a positividade sucessiva indicativa de
animais Pl (DUBOVI, 2013; BHUDEVI & WEINSTOCK, 2003). A RT-PCR permite,
ainda, o agrupamento de amostras e realiza¢@o do teste através de pools. Em caso
de pools positivos, as amostras ali contidas sdo testadas individualmente também
pela RT-PCR a fim de determinar o animal infectado, com a diminuicdo dos custos
para triagem de um rebanho (DUBOVI, 2013).

A genotipagem possibilita a caracterizacédo genética dos isolados de BVDV,
0S quais apresentam importantes variacbes biolégicas relacionadas a
patogenicidade e apresentacdo clinica, além da variabilidade antigénica entre
genotipos e subgendtipos (RIDPATH, 2003). A genotipagem associada a analise
filogenética possibilitam estabelecer a ocorréncia e distribuicdo de diferentes
representantes de BVDV em determinadas regides (WEBER et al. 2014), além da
identificacdo de variantes atipicas do virus (SCHIRRMEIER et al. 2004). A
tipificacdo do virus detectado possui implicacbes no controle do agente nos
rebanhos, uma vez que a utilizacdo de vacinas com determinados genotipos e
subgenotipos pode conferir imunidade insuficiente a animais desafiados por cepas
diferentes das vacinais (FULTON & BURGE, 2000).
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3.5 PREVENCAO E CONTROLE

Estratégias de controle do BVDV tem se mostrado eficazes quando ha
abrangéncia de diferentes pontos, incorporando a detecgéo e descarte de animas
Pl, estabelecimento da vacinacdo e biosseguridade (EVANS et al. 2019). Paises
europeus estabeleceram diferentes programas de controle e erradicacdo do BVDV,
incialmente com a pesquisa de indicios da circulacéo viral através da sorologia dos
rebanhos, seguida pela busca por animais persistentemente infectados
(MOENNING & YARNALL, 2021). Com a proibicdo do uso de vacinas para evitar
interferéncia nos testes sorologicos, testagens em massa de leite a granel com a
utilizacdo ELISA foram realizadas na maioria dos paises, além da testagem de
bezerros recém-nascidos a partir de fragmentos de orelha e, animais adultos,
através da coleta de sangue, através ELISA e RT-PCR (HOUE et al. 2006). Assim,
criou-se um banco de dados do rebanho bovino, permitindo a rastreabilidade animal
e restricdes de transito e comércio foram impostas as propriedades com ocorréncia
de animais Pl (MOENNING & YARNALL, 2021).

A vacinacdo € amplamente difundida como uma ferramenta de controle do
virus, mas sua necessidade pode ser questionada com base nas caracteristicas dos
rebanhos. Vacinas sdo indicadas em situacdes que ha grande rotatividade animal,
presenca de animais soropositivos além de historico de doenca clinica e/ou
reprodutiva com a confirmagdo do envolvimento do BVDV (RIDPATH, 2010).
Atualmente, as vacinas contra BVDV possuem cepas do tipo 1 e 2, ndo ha inclusao
de cepas do virus do tipo Hobi (BVDV-3). Vacinas vivas modificadas e vacinas
inativadas séo disponiveis no mercado na maioria dos paises, embora a utilizacao

nao seja liberada em alguns paises europeus (EVANS et al. 2019).

No Brasil, a maioria das vacinas contra BVDV disponiveis no mercado séo
polivalentes e contém antigenos contra outras doencas. A maioria € do tipo
inativada, porém, ha disponibilidade de uma vacina viva atenuada, ambas com
cepas de BVDV-1 e BVDV-2, todas de origem internacional e produzidas a partir de
cepas americanas e alemas, por exemplo, e conferem baixa eficacia contra as
variantes em circulagdo no territério nacional (FLORES et al. 2005; SILVA et al.
2021). Estudos demonstraram variagfes biologicas de rebanhos brasileiros em

resposta a vacinagdo, como grande circulacdo viral e presenca de animais TI,
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grande variagdo de titulos na avaliacéo sorolégica em rebanhos vacinados (DAZEN
et al. 2013). A ocorréncia de diferentes espécies, subgendtipos e variantes
antigénicas em circulacéo resulta por falhas vacinais, principalmente relacionadas
a protecao fetal (FLORES et al. 2000). Dessa forma, as vacinas devem conter em
sua composicao espécies e subtipos presentes no territdrio em que seré aplicada
(RIDPATH, 2010).
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4 Abortamentos em bovinos associados ao virus da diarreia viral bovina
(BVDV) em Santa Catarina, Brasil

RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um importante patdégeno relacionado a
falhas reprodutivas em bovinos no mundo. O objetivo deste trabalho foi detectar
BVDV em fetos bovinos abortados em Santa Catarina, Brasil. Entre 2015 e 2022, 87
fetos bovinos foram submetidos a necropsia e exame histopatolégico. Fragmentos
de baco e timo congelados foram destinados a RT-PCR de Pestivirus de ruminantes,
com positividade em 5,7% (5/87) dos fetos. Adicionalmente, trés fetos foram também
positivos para Neospora caninum por meio da PCR. A anélise anatomopatolégica
dos fetos positivos para BVDV evidenciou alteracdes macroscopicas compostas por
mumificacdo fetal (1/5), edema subcutaneo (1/5), hepatomegalia (1/5) e edema
perirrenal (1/5). As les@es histolégicas predominantes foram compostas por infiltrado
linfoplasmocitario discreto a moderado em epicardio e miocéardio (5/5), masculo
esquelético (4/5) e pulmdes (4/5). Em placenta, havia infiltrado linfoplasmocitario
predominante, discreto a moderado (2/3), além de mineralizacdo da mucosa (1/3).
Em um feto (1/5), nos pulmbes havia hemorragia e trombose, multifocais,
moderadas; em rins, necrose tubular acompanhada por infiltrado linfoplasmocitario
intersticial, multifocais, moderados; em figado, trombose e degeneracdo
hepatocelular, multifocais, discretas, necrose fibrinoide e infiltrado linfoplasmocitario,
multifocais, moderados; na medula 6ssea, necrose fibrinoide multifocal, discreta; em
medula espinhal, infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto em meninges; em
timo, hemorragia difusa, moderada. Os produtos amplificados na RT-PCR de
Pestivirus foram submetidos a genotipagem, tendo como alvo a regido 5UTR do
genoma viral, resultando no sequenciamento de amostras de quatro fetos. As
sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas pelo nucleotide BLAST na
plataforma GenBank, com sequéncias semelhantes ja depositadas. O grau de
semelhanca entre as cepas fetais com cepas europeias e brasileiras de BVDV-1 e
BVDV2 variou de 96,34 a 100%. O subgenotipo 1e foi atribuido a trés fetos (3/4) e o
2b, a um. A arvore filogenética evidenciou a distribuicdo das cepas fetais em dois
ramos distintos, correspodendo ao BVDV-1 e BVDV-2. As cepas designadas como
1le formaram um unico cluster, com ancestral evolutivo distante das demais cepas de
referéncia. A cepa correspondente ao 2b agrupou-se com as cepas do grupo,
ocupando o mesmo nodo terminal que a cepa Soldan. As propriedades com fetos
positivos para BVDV apresentavam disturbios atribuiveis a acdo do virus, como
infertilidade e abortamentos frequentes, além de fatores relacionados a introducgéo e
manutencdo do agente nos rebanhos, tais como o aquisicao frequente de matrizes
prenhes, possibilidade de contato direto com animais de fazendas vizinhas, bem
como o compartiihamento de touros. Os resultados obtidos neste trabalho
evidenciam a ocorréncia do BVDV em abortos oriundos de rebanhos bovinos
catarinenses, bem como a sua difuséo territorial e variabilidade genotipica.

Palavras-chave: Perda reprodutiva. Genotipagem. Virologia. Patologia.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is an important pathogen related to
reproductive failure in cattle worldwide. The objective of this work was to detect BVDV
in aborted bovine fetuses in Santa Catarina, Brazil. Between 2015 and 2022, 87
bovine fetuses underwent necropsy and histopathological examination. Frozen
spleen and thymus fragments were used for RT-PCR of Pestivirus in ruminants, with
positivity in 5.7% (5/87) of fetuses. Additionally, three fetuses were also positive for
Neospora caninum by PCR. Anatomopathological analysis of BVDV-positive fetuses
showed macroscopic alterations composed of fetal mummification (1/5),
subcutaneous edema (1/5), hepatomegaly (1/5) and perirenal edema (1/5). The
predominant histological lesions were composed of mild to moderate
lymphoplasmacytic infiltrate in the epicardium and myocardium (5/5), skeletal muscle
(4/5) and lungs (4/5). In the placenta, there was predominant lymphoplasmacytic
infiltrate, mild to moderate (2/3), in addition to mucosal mineralization (1/3). In one
fetus (1/5), there was moderate multifocal hemorrhage and thrombosis in the lungs;
in kidneys, tubular necrosis accompanied by interstitial, multifocal, moderate
lymphoplasmacytic infiltrate; in liver, thrombosis and hepatocellular degeneration,
multifocal, mild, fibrinoid necrosis and lymphoplasmacytic infiltrate, multifocal,
moderate; in bone marrow, mild, multifocal fibrinoid necrosis; in the spinal cord,
multifocal lymphoplasmacytic infiltrate, discreet in the meninges; in thymus, diffuse,
moderate hemorrhage. The products amplified in the Pestivirus RT-PCR were
subjected to genotyping, targeting the 5'UTR region of the viral genome, resulting in
the sequencing of samples from four fetuses. The sequences obtained were analyzed
and compared by nucleotide BLAST on the GenBank platform, with similar sequences
already deposited. The degree of similarity between fetal strains with European and
Brazilian strains of BVDV-1 and BVDV2 ranged from 96.34 to 100%. Subgenotype
le was assigned to three fetuses (3/4) and 2b to one. The phylogenetic tree showed
the distribution of fetal strains in two distinct branches, corresponding to BVDV-1 and
BVDV-2. The strains designated as le formed a single cluster, with an evolutionary
ancestor distant from the other reference strains. The strain corresponding to 2b
clustered with the strains of the group, occupying the same terminal node as the
Soldan strain. The properties with BVDV positive fetuses presented disorders
attributable to the action of the virus, such as infertility and frequent abortions, in
addition to factors related to the introduction and maintenance of the agent in the
herds, such as the frequent acquisition of pregnant matrices, possibility of direct
contact with animals of neighboring farms, as well as bull sharing. The results
obtained in this work show the occurrence of BVDV in abortions from cattle herds in
Santa Catarina, as well as its territorial spread and genotypic variability.

Keywords: Reproductive loss. Genotyping. Virology. Pathology.
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5 INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV), € um membro da familia Flaviviridae,
género Pestivirus. Sdo virus pequenos, de genoma composto por RNA fita simples
de polaridade positiva, com tamanho aproximada de 12,3 kb (NEILL, 2012; TAUTZ,
2015). BVDV possui distribuicdo mundial e ampla variabilidade genética e antigénica,
sendo classificado em duas espécies distintas, BVDV-1 e BVDV-2, que subdividem-
se respectivamente em 21 e 4 subgnétipos (YESILBAG et al. 2017). Uma nova
espécie foi caracterizada como HoBi-like ou BVDV-3 (SCHIRRMEIER et al. 2004).
Os Pestivirus podem ser classificados ainda de acordo com o biétipo em
citopatogénico (CP) e né&o-citopatogénico (NCP), conforme a capacidade de
destruicdo de células em cultivo celular (NEILL, 2012).

A infeccdo por BVDV possui grande impacto econdmico e sobre a saude
animal, e compromete principalmente a eficiéncia produtiva e reprodutiva dos
bovinos (EVERMANN & RIDPATH, 2002). Seus efeitos na reproducao dependem do
periodo em que a infeccao ocorre e pode ocasionar haver mortalidade embrionéaria
precoce, abortamentos, natimortalidade, malformac¢des, bem como nascimento de
bezerros fracos e persistentemente infectados (Pl) (BLENCHARD et al. 2010;
SPETTER et al. 2020). O fator chave da epidemiologia é a ocorréncia de animais PI,
gue resultam da transmissdo vertical do virus até os 120 de gestacdo, com o
desenvolvimento de feto imunotolerante capaz de eliminar grandes quantidades de
particulas virais no ambiente (ARENHART et al. 2009).

O BVDV ¢é amplamente reconhecido com um agente causador de
abortamentos em bovinos, que podem ocorrer em qualquer momento da gestacao
(GROOMS, 2005). O dignostico desse distarbio é, muitas vezes, dificultoso, em
vitude da baixa qualidade das amostras fetais analisadas, relacionadas
principalmente ao nivel de autdlise tecidual e integridade do RNA viral, uma vez que
intervalo entre a morte fetal por BVDV e expulsdo uterina pode levar até 50 dias
(RIDPATH et al. 2013). O quadro anatomopatolégico de fetos abortados pelo virus
€, muitas vezes, pouco elucidativo, frequentemente com lesGes discretas ou
inexistentes (KIRKIBRIDE et al. 1986). A associacdo com técnicas moleculares deve
ser considerada para o diagnostico de BVDV em fetos, devido a alta sensibilidade e
especificidade proporcionada pela RT-PCR (GRAHAM et al. 2009).
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S&o0 escassos os relatos abrangentes sobre abortamento bovinos por BVDV
no Brasil e no mundo (ANDERSON et al. 1990; BLENCHARD et al. 2010; SPETTER
et al. 2020; FRITZEN et al. 2021). Em Santa Catarina, ndo ha descricdo do BVDV
relacionado a abortamentos em bovinos, mesmo com evidéncias de circulagéo do
virus nos rebanhos, com soproveléncia que pode chegar a aproximadamente 60%
(PASQUALOTO et al. 2015). A primeira deteccéo do virus ocorreu na década de 90
(GIL, 1998) e demosntrou a presenca de BVDV-2 no estado. Mais tarde, o BVDV-1
também foi identificado, bem como diferentes subgenaétipos pertencentes as duas
espécies (MOSENA et al. 2022).

O objetivo deste estudo € identificar o BVDV em amostras de fetos abortados
em diferentes regibes do estado de Santa Catarina, caracterizando o quadro
anatomopatologico associado a ocorréncia a infeccao, bem como tipificar as cepas

virais através da genotipagem e filogenia.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Necropsia e colheita de materiais

Fetos bovinos abortados oriundos de diferentes regides do estado de Santa
Catarina remetidos ao Laboratorio de Patologia Animal - LAPA/AV/UDESC foram
necropsiados mediante historico clinico e epidemioldgico. Durante a necropsia,
inicialmente, mensurou-se o comprimento cranio-coccigeo dos fetos para
determinacao do periodo gestacional aproximado em que ocorreu o abortamento,
conforme White et al. (1985). Em seguida, procedeu-se uma analise corporal
externa, mucosas e possiveis lesbes. ApoOs isso, seguiu-se com a abertura das
cavidades e avaliacdo macroscopica in situ. Cada érgédo foi removido e fragmentos
de aproximadamente 2x2 cm foram coletados e acondicionados em formalina
tamponada 10%. Além disso, amostras de baco e timo foram coletadas e
acondicionadas em microtubos, preservados a uma temperatura de -80°C para
posterior submissdo a analise molecular para Pestivirus de ruminantes, bem como
fragmentos de encéfalo para analise molecular de Neospora caninum e Toxoplasma
gondii, além de figado e rim para deteccdo molecular de Leptospira spp. Para cultivo
microbiolégico aerdbico, amostras de figado, pulméo e liquido abomasal foram
coletadas e mantidas sob refrigeragéo.

6.2 Analise histopatoldgica
Os fragmentos de tecidos acondicionados em formalina tamponada a 10%
foram clivados, incluidos em blocos de parafina e processados rotineiramente pela

técnica de hematoxilina e eosina (HE), para visualizacdo em microscopia optica.

6.3 Andalise molecular (RT-PCR) para o virus da diarreia viral bovina (BVDV)
Amostras compostas por aproximadamente 5g de baco e timo, mantidas a uma
temperatura de -80°C, foram analizadas em pools contendo 10 amostras cada e
submetidas a RT-PCR para (BVDV). A extracdo de RNA viral foi realizada pelo
método Trizol (TRIzol™ LS Reagent, ThermoFischer Scientific®). A sintese do DNA
complementar (cDNA) foi realizada utilizado o kit GoScript™ (Reverse Transcription
System, Promega®) e a PCR foi realizada utilizando a enzima GoTagq™ (DNA
polymerase, Promega®), de acordo com as instrucdes do fabricante. Foi utilizado o
par de primers 324F e 326R (5’ ATGCCCTTAGTAGGACTAGCA-3')/(5TCAACTCCA
TGTGCCATGTAC -3’) (Vilcek et al.1994), que amplifica um produto de 288pb da
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regido 5’UTR do genoma dos pestivirus. A PCR foi realizada na seguintes condicdes:
Desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos; Seguida de 35 ciclos compostos por 95°C
durante 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C durante 30 segundos; Extensdo
final a 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, com posterior visualizacao sob lampada ultravioleta.

6.4 Analises complementares para diagnoésticos diferenciais

Testes diagndsticos adicionais foram realizados para descatar outras causa
potenciais de abortamento em bovinos. A analise molecular (PCR) para pesquisa de
Neospora caninum foi realizada com base na metodologia Muller et al. (1996) e, para
Toxoplasma gondii, com base em Moura et al. (2011). Para extracdo do DNA,
aproximadamente 5g de encéfalo de cada feto bovino foi incubado com 500uL de
tampao de lise e 5u de proteinase K overnight a 42°C. Apoés, a extracdo do DNA foi
realizada pelo método de fenol-cloroférmio. Os primers selecionados para T. gondii,
SAG2.F4/SAG2.R4(59GCTACCTCGAACAGGAACAC39)/(59GCATCAACAGTCTT
CGTTGC39), respectivamente, amplificando separadamente as extremidades 59 e
39 do locus SAG2 de T. gondii com produtos de 340pb. Amplificagéo ocorreu em
termociclador com desnaturacao inicial a 94°C por 3min, seguida por 40 ciclos a 94°C
por 45seg para desnaturacdo, a 60.5°C por 30seg para anelamento, a 72°C por
40seg para extensdo; e com extensdo final a 72°C por 10 min. As amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% para
visualizacdo. Os controles positivos utilizados foram taquizoitos purificados de T.
gondii e os controles negativos foram compostos por agua ultrapura autoclavada.
Para N. caninum, a regido Nc5 foi selecionada como a sequéncia alvo para
amplificacdo de DNA. Os primers Np21/Np6 (5-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-
3)/(5-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3") amplificaram um produto de 337pb.
As condi¢des do termociclador e da eletroforese foram as mesmas descritas para
PCR de T. gondii, com controle positivo composto por taquizoitos da cepa Nc-Bahia,
e controle negativo por agua ultrapura autoclavada.

Para pesquisa de Leptospira spp. fragmentos de rim e figado foram
submetidos a PCR em Laboratorio particular (metodologia ndo informada). Para
pesquisa de possiveis agentes bacterianos, amostras de figado, pulmao e liquido

abomasal foram submetidas a cultura aerébica de acordo com Quinn et al. (2007).
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6.5 Sequenciamento genético e analise filogenética do virus da diarreia viral
bovina (BVDV)

As amostras positivas para BVDV na RT-PCR foram purificadas com o auxilio
de um kit comercial (Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, Promega) Para
reacdo do sequenciamento, foi usado o kit BigDye™ Terminator 3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFischer Scientific®). Em seguida, as amostras tiveram suas
sequéncias obtidas pelo método Sanger em um equipamento automatico (ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer, ThermoFischer Scientific®), nos sentidos forward e
reverse. As sequéncias parciais de 288bp da 5’UTR foram montadas utilizando o
programa BioEdit™ 7.2, e as sequéncias obtidas posteriormente submetidas a
analise pelo nucleotid BLAST na plataforma GenBank
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacdo de sua identidade. Para
andlise filogenética, sequéncias de cepas de Pestivirus foram coletadas do GenBank
e alinhadas com as sequéncias obtidas no presente trabalho com CLUSTAL W™,
conforme Thompson et al. (1994). A construcdo da arvore filogenética ocorreu pelo
software MEGAL11, utilizando o método Maximum Likelihood com anélise bootstrap
de 500 repeticbes e modelo estatistico Kimura 2-parametros. Foram utilizadas as
sequéncias obtidas da regidao 5’UTR do genoma viral encontrado nos fetos bovinos,
bem como sequéncias de cepas nacionais e internacionais de diferentes
subgendtipos, como referéncia. A cepa LVCER18914 (KP715143.1),
correspondente ao virus tipo do HoBi-like (BVDV-3), foi utilizada como outgroup.

6.6 Caracterizacdo das propriedades positivas e investigacao epidemiolégica

Em propriedades com casos positivos para BVDV, foi aplicado um inquérito
epidemioldgico (Apéndice |) para coletar informacdes a respeito de potenciais fatores
associados a ocorréncia de BVDV. Proprietarios e/ou colaboradores foram
submetidos a aproximadamente 35 questfes fechadas sobre caracteristicas gerais
da propriedade e manejo dos animais, bem como aspectos ligados a biosseguridade
do plantel, principalmente, no que se refere ao transito e rotatividade de animais.
Aspectos da reproducdo e disturbios reprodutivos foram abordados. Foram
pesquisadas informacdes mais detalhadas a respeito do animal acometido por

aborto, natimortalidade e/ou malformacdes, bem como a origem dos progenitores.
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7 RESULTADOS

7.1 Origem e caracterizacdo dos fetos bovinos

Entre 2015 e 2020, 87 fetos bovinos de diferentes racas e idades gestacionais,
provenientes de diferentes regides do estado catarinense foram analisados no
LAPA/CAV/UDESC mediante historico do animal e propriedade de origem.

Deste total, em 5,74% (5/87) dos casos, obteve-se diagndstico final de infeccéo
por BVDV. Quanto a origem geografica dos casos positivos, houve o envolvimento
de trés mesorregides do estado. Trés fetos (3/5) eram provenientes do Vale do Itajali,
dos municipios de Pouso Redondo (-27.255791, -49.932510) e Rio do Oeste (-
27.191605, -49.797281). Um feto (1/5) era oriundo da regido Serrana, do municipio
de Campo Belo do Sul (-27.898565, -50.761049) e, um feto (1/5) da regido Oeste,
pertencente ao municipio de Linddia do Sul (-27.053390, -52.084675). A disposicao
dos municipios com fetos positivos no estado encontra-se na Figura 3. Com relacao
ao género dos fetos, dois (2/5) eram fémeas e, trés (3/5) eram machos. As racas
observadas foram a Holandés, em dois fetos (2/5), seguinda pela raca Jersey,
mestica leiteira e mestica de corte, com um feto cada. A idade gestacionalrevelou
que trés (3/5) dos abortamentos ocorreram no terco médio, um (1/5) no terco inicial
e, um (1/5) no terco final. A identificacdo fetal e as informacdes detalhadas

envolvendo cada caso positivo para BVDV estéo dispostas na Tabela 1.

Tabela 1. Origem e caracterizacdo quanto ao sexo, raca, e idade gestacional de fetos
bovinos positivos para o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em Santa Catarina,
Brasil.

Idade gestacional

Fetos Género (meses) Raca Origem
1 Macho 4 Mestica leiteira Pouso Redondo/SC
2 Macho 5 Holandesa Rio do Oeste/SC
3 Fémea 3 Jersey Pouso Redondo/SC
4 Macho 7 Holandesa Lindoia do Sul/SC
5 Fémea 4 Mestica corte Campo Belo do Sul/SC

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 3. Disposicédo dos municipios com fetos bovinos positivos para o virus da
diarreia viral bovina (BVDV) em Santa Catarina, Brasil.

Legenda

I:I América do Sul
l:l Brasil

I santa catarina
l: Campo Belo do Sul
I vindsia do sui
- Pouso Redondo
I io do oeste

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

7.2 Anédlise anatomopatolégica

Entre os fetos positivos para BVDV, quatro (4/5) apresentaram alteracdes
macroscopicas. A andlise revelou mumificacdo em um feto (feto 3), caracterizado por
tecidos de aspecto coridceo e completamente desidratados (Figura 4A). Em um caso
(feto 4), observou-se hepatomegalia difusa acentuada, com &reas multifocias a
coalescente variando de amareladas a vermelho escuro, além de padrdo lobular
moderadamente evidente (Figuras 4B-C). Neste feto evidenciou-se, ainda, edema
perirrenal e renal, difusos, moderados (Figira 4D), além de edema focalmente extenso,
moderado, em subcuténeo. A placenta estava disponivel para analise em trés casos
(60%), apresentando-se completamente ressecada em um caso (feto 3 mumificado) e

sem alteragbes macroscopica nas demais.
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Figura 4. Alteracdes macroscopicas encontradas em fetos bovinos com infecgéo
pelo BVDV em Santa Catarina, Brasil. A) Mumificacdo fetal. B) Figado:
hepatomegalia difusa, acentuada, além de areas multifocias a coalescente variando
de amareladas a vermelho escuro. C) Figado: padrdo lobular moderadamente
evidente. D) Rim: edema difuso, moderado.

Fonte: O proprio autor, 2022.

No exame histopatolégico todos os fetos positivos para BVDV (5/5)
apresentaram lesdes. Nos cinco fetos, a principal lesdo foi no coracao, carcterizada
por infiltrado linfoplasmocitario multifocal, variando de discreto a moderado, em
miocardio (Figura 5A) e, principalmente, em epicardio (Figura 5B). Em quatro fetos
(1, 2, 4 e 5), observou-se infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto a moderado
em musculo esquelético (Figura 5C) e, multifocal, discreto, em septos
interaoveolares dos pulmdes. Ainda nos pulmdes, o feto 4 apresentou hemorragia
subpleural e trombose vascular, multifocais, moderadas (Figura 5D). As lesbes
placentarias ocorreram em 2 casos, sendo caracterizadas por infiltrado
linfoplasmocitario difuso, moderado, acompanhado por mineralizacdo multifocal,
discreta, na mucosa (caso 1) (Figura 5E) e infiltrado predominantemente
linfoplasmocitério, além de macréfagos e neutrdéfilos, difusos, moderados na mucosa
(caso 3). Em um feto (feto 4), verificou-se lesdes em rins, figado, medula 6ssea e
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medula espinhal. Nos rins, havia necrose tubular e infiltrado linfoplasmocitario
intersticial, multifocais, moderados (Figura 5F), além de edema na regido
subcapsular. Em figado, constatou-se necrose fibrinoide e hemorragia,
acompanhadas por infiltrado linfoplasmocitario, multifocais, moderados (Figura 5G),
além de degeneracdo hepatocelular e trombos de fibrina em sinusoides, multifocais,
discretos. Na medula 0ssea, foi observada necrose fibrinoide multifocal, discreta
(Figura 5H). Em medula espinhal, havia infiltrado linfoplasmocitario multifocal,
discreto, nas meninges (Figura 5I) e, no timo, hemorragia difusa, moderada (Figura
5J). Em todos os fetos ndo foram observadas lesdes encefalicas. A distribuicdo das
lesbes histolégicas pelos diferentes 6rgaos, bem como a intensidade, estdo

dispostas na Tabela 2.

Tabela 2. Ocorréncia e intensidade de lesdes histolégicas observadas em diferentes
orgaos de fetos bovinos positivos para o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em

Santa Catarina, Brasil.

Lesdes histopatoldgicas

, . . . M I Medul . .
Feto |Coragdo Mdusculo Placenta Pulm&o Figado Rim ,edu a et;iu a Timo Encéfalo
0ssea espinhal

1 + ++ ++ + - - - - - -

2 ++ + - + - - - - - -

3 + - ++ - - - - - - -

4 + ++ - ++ ++ ++ + + ++ -

5 ++ + - + - - - - - -
Total 5 4 2 4 1 1 1 1 1 0

Intensidade de leséo: (+) discreta; (++) moderada; (-) ausente.
Fonte: o proprio autor, 2022.
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Figura 5. Lesdes histologicas em fetos bovinos positivos para o virus da diarreia viral bovina (BVDV)
em Santa Catarina, Brasil. A) Miocérdio: infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto (seta). Obj.
20x. B) Epicardio: infiltrado linfoplasmaocitario multifocal, moderado (asterisco). Obj. 10x. C) Mdsculo
esquelético: infiltrado linfoplasmocitario multifocal, discreto (seta). Obj. 20x. D) Pulmé&o: trombose
multifocal, moderada (asterisco), hemorragia multifocal, moderada (ponta de seta) e infiltrado
linfoplasmocitario multifocal, discreto (seta). Obj. 10x. E) Placenta: infiltrado linfoplasmocitario difuso,
moderado (asterisco) e mineralizacdo multifocal, discreta (seta). Obj. 10x. F) Rim: necrose tubular
(seta) e infiltrado linfoplasmocitario intersticial (asterisco), multifocais, moderados. Obj. 40x. G:
Figado: necrose fibrinoide (asterisco), acompanhada por infiltrado linfoplasmocitario (seta),
multifocais, moderados. Obj. 20x. H: Medula espinhal - meninge: infiltrado linfoplasmocitario
multifocal, discreto (estrela). Obj, 10x.
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7.3 Analise molecular (RT-PCR), sequenciamento genético e anélise
filogenética do virus da diarreia viral bovina (BVBV)

Nas 87 amostras fetais de baco e timo submetidas a RT-PCR, houve
amplificacdo de produtos com aproximadamente 288pb da regido 5’UTR dos
Pestivirus em cinco fetos, evidenciado a presenca do BVDV em 5,74% dos casos.

O produtos amplificados na RT-PCR, submetidos ao sequenciamento genético
e analisadas através nucleotide BLAST para comparacado com sequéncias contidas
no GenBank, evidenciou que em trés fetos (fetos 1, 2, 5), as sequéncias foram
atribuidas ao BVDV-1, enquanto que em um feto (feto 4), ao BVDV-2. Nao foi
possivel classificar a espécie e o subgenoétipo viral em um feto (feto 3), por
impossibilidade do sequenciamento devido a ma qualidade do material obtido na RT-
PCR, possivelmente em consequéncia da mumificacado fetal.

Para o feto 1 (SC-Feto-1), o grau maximo de semelhanca foi de 96,43% com a
cepa europeia bo228/02-Gl (AY159554.1), de origem espanhola e pertencente ao
subgenotipo le. Para o feto 2 (SC-Feto-2), a maxima semelhanca observada foi de
96,50%, também com a cepa bo228/02-Gl (AY159554.1) e 96,34% com a cepa
Alema 1891/19 (AJ304384.1), caracterizada como subgendétipo 1g. Para o feto 4, a
cepa brasileira LV/587/17 (0OL412543.1), originaria do Rio Grande do Sul e
caracterizada BVDV-2b, obteve 96,30% de similaridade. O feto 5 obteve 100% de
semelhanca com quatro cepas europeias, bo228/02-Gl (AY159554.1), MRI1232
(LT901611.1) briténica e 21-07 (KF205276.1) francesa, pertencentes ao subgenétipo
le, e, assim como o feto 2, mostrou-se semelhante a cepa alema 1891/19
(AJ304384.1), subgendtipo 1g. A diposicao dos fetos conforme a identificacdo das

espécies e subgenotipos de BVDV diagnosticados encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Classificagdo dos fetos bovinos positivos para o virus da diarreia viral
bovina (BVYDV) em Santa Catarina, Brasil, com base nas espécies e subgenotipos
identificados.

Feto Idadp Espécie Subgendtipo
gestacional BVDV BVDV
1 4 BVDV -1 e
2 | 5 BVDV -1 e
3 | 3 - -
4 | 7 BVDV - 2 b
5 | 4 BVDV — 1 e

(-): ndo identificado.
Fonte: o proprio autor, 2022.
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A arvore filogenética resultante (Figura 6) ficou subdividida em trés bracos,
correspondendo ao BVDV-1, BVDV-2 e virus do tipo HoBi (BVDV-3). A cepa (SC-Feto-
4) referente ao feto 4, agrupou-se no braco correspondente ao BVDV-2, mostrando
relacao proxima com cepas de subgendétipo 2b, compartilhando o mesmo nodo terminal
com a cepa Soldan (U94914.1). As cepas dos fetos 1 (SC-Feto-1), 2 (SC-Feto-2) e 5
(SC-Feto-5), agruparam-se no bracgo atribuido ao BVDV-1. As trés cepas inicialmente
caracterizadas como BVDV-le apresentaram sequéncias de bases diferentes em
relacdo a todas as demais utilizadas como referéncia e formaram um cluster tnico, com
ancestral evolutivo distante em ralacdo as cepas pertencentes aos subgedétipos 1a, 1b,
le e 1g presentes na arvore, inclusive com uma cepa de BVDV-1e também identificada
em Santa Catarina. As cepas do feto 2 e 5 compartilharam o mesmo nodo terminal e,
a cepa do feto 1, apresentou um ancestral proximo em relacdo aos dois anteriores. A
andlise evolutiva realizada pelo programa MEGAL11 entre sequéncias de aminoacidos
daregido 5'UTR dos Pestivirus de ruminantes, obtidos de fetos bovinos com sequéncias
contidas do GenBank, estdo dispostas no Apéndice Il. Baixa divergéncia evolutiva foi
observada entre as cepas encontradas nos fetos 1 (SC-Feto-1), 2 (SC-Feto-2) e 5 (SC-
Feto-5), no entanto, houve divergéncia significativa com as demais cepas pertencentes
ao BVDV-1 e BVDV-2, inclusive as pertencentes ao subgendétipos le. As sequéncias
de aminoacidos obtidas do feto 4 (SC-Feto-4) mostraram-se bastante similares as

demais sequéncias de cepas de BVDV-2b, principalmente, com a cepa Soldan.
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Figura 6. Arvore filogenética baseada na regido 5UTR do genoma viral dos
pestivirus. Relacdo entre sequéncias brasileiras e internacionais de BVDV-1 e
BVDV-2, recuperadas do banco de dados do GenBank, com as novas sequéncias
obtidas dos fetos bovinos de Santa Catarina, Brasil.

_|: MRI1232-United Kingdom-1e

21-07-France-1e

_|: 228/02-Spain-1e
1891/99-Germany-1g
LV/ILF15/12-SC-Brazil-1e

o LV/152/18-SC-Brazil-1e
4‘; CN11a 09-ltaly-1e
%5 i CH2192-Switzerland-1e
- 10-84-France-1e . BVDVA
3186VE-ltalv-1e
—— LVILF79/12-SC-Brazil-1a
o5 —— LVILF43/12-SC-Brazil-1a
77 —— SV81712-15.5-RS-Brazil-1b
n —— LV/LFB6/12-SC-Brazil-1b
— SC-Feto-1
l —|SC-Feto-5
w L [SCFetp2 |
Giessen 6-2b —
VS-260-SC-Brazil-2b
|: 4511UYCNIA/2017-Urugray-2b
LV/AD1/18-RS-Brazil-2b
L\V/587/17-RS-Brazil-2b — BVDV-2
— Soldan-2b

L [SC-Feto-4|
LV/G11/17-RS-Brazil-2b
LV/C06/18-RS-Brazil-2b

67 I
LV/CER189/14-HoBi-BVDV-3 ____—— BVDV-3

92

Fonte: o proprio autor, 2022.

7.4 Exames complementares para diagnoésticos diferenciais

Amostras encefalicas de trés fetos (1, 2, e 3) apresentaram positividade para
N. caninum através da PCR. Para T. gondii, todos os fetos foram negativos.

Devido a maior ocorréncia de lesbes histoldgicas por diversos 6rgaos, as
amostras do feto 4 submetidas a PCR para Leptospira spp., bem como o cultivo
bacteriano aerébico, apresentaram resultados negativos para o envolvimento de

agentes bacterianos.

7.5 Caracterizacao das propriedades positivas

A investigagéo epidemiologica demonstrou a ocorréncia fatores facilitadores
a introducdo do BVDV nas propriedades, principalmente, relacionados ao menejo
reprodutivo, contactantes vizinhos e transito de animais. As caracteristicas gerais de

cada estéo dispostas na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracterizacao epidemioldgica das propriedades com fetos bovinos positivos
para o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em Santa Catarina, Brasil.

Caracteristicas Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5
Area (Ha) 13ha 12,4ha 80ha NI 25ha
Total animais 36 6 220 53 11
Aptidéo Leite Leite Leite Leite Corte
Método de criagdo Semiextensivo Extensivo Semiextensivo  Semiextensivo Extensivo
Tempo de criacdo 1,5 anos 30 anos 7 anos 30 anos 20 anos
Reposicédo dos animais Mista (propria Propria Mista Propria Propria
e externa)
Reposicao fémeas
posi¢ Sim - Sim Nao Nao
prenhes
Isolamento de animais
Nao Nao Nao - Nao
externos
Contato com vizinhos Sim Sim Sim Sim Sim
Uso de touro N&ao Sim N&ao Nao Sim
Origem do touro - De vizinhos - - De compra
Uso de Inseminacao . ~
e ¢ Sim Sim Sim Sim Nao
artificial
Média doses/prenhez 15 2 4 2 =
Origem das doses Comercial Comercial Comercial Comercial -
Vacinas reprodutivas Sim Nao Sim Sim N&o
Tipo da vacina Inativada - Inativada Inativada -
Sim. Sim. Sim. Intervalos .
Repeticdo de cio Invervalos Invervalos regulares e Sl lniereles Nao
. . - regulares
irregulares irregulares irregulares
Nascimento bezerros N ~ . ~ ~
Nao Nao Sim. 3. Nao Néao
fracos
Bezerros malformados N&o Nao Sim. 1. Nao Nao
Retardo crescimento Nao Sim Sim Nao Sim
Incidéncia abortos/ano 10% 16% 15% 10% 9%
Epoca predominante dos 0 @ 30
P P 2° trimestre 1° trimestre Tpdas as 2 es 20 trimestre
abortos épocas trimestre
Fetos mumificados Nao Sim Sim Nao Nao
Vacas com fetos positivo para BVDV
; Criacéo Criacao Criagdo Criacao
QU prérpia prorpia BT prérpia prorpia
Origem da mae Criagdo Criagdo - Criagdo Criagéo
prorpia prorpia prorpia prorpia
Origem do pai To_u_ro e Touro vizinho - IA Touro
vizinho
Contato com recém . N . - .
Sim Nao Sim Nao Sim
chegados
Numero de gestagbes 1 4 4 3 1
Repeticdo de cio Nao Sim N&o Sim N&o
Abortos anteriores 0 0 2 0 0
Origem da gestagao feto + IA 1A 1A 1A Touro proprio

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, 5,74% dos fetos foram positivos para o BVDV. O resultado
obtido neste trabalho difere dos demais relatos de abortamentos por BVDV em
bovinos no Brasil, que abordam casos isolados de abortos diagnosticados pela RT-
PCR (BIANCHI et al. 2011; FRITZEN et al. 2021). Nos Estados Unidos, estudos de
rebanho revelaram indices de 1,5% de diagndstico de abortamento por BVDV através
do isolamento viral e molecular (ANDERSON et al. 1990), bem como surto de
abortamentos tardios e natirmotaliade pelo virus em aproximadamente 50% das
novilhas de um unico rebanho (BLANCHARD et al. 2010). Na Argentina, um estudo
utilizando RT-PCR e ELISA captura de antigeno evidenciou o envolvimento do virus
em 34% dos abortamentos ocorridos (SPETTER et al. 2020). Neste estudo, a
coinfeccao fetal entre BVDV e N. caninum ocorreu em 60% dos fetos. A ocorréncia
concomitante entre BVDV e diferentes agentes potencialmente causadores de
abortamentos ja foi relatada, especialmente com N. caninum (STAHL et al. 2006;
ANTONIASSI et al. 2013; SPETTER et al. 2020).

A idade dos fetos analisados apresentou variacbes entre os trés trimestres
gestacionais, corroborando com a afirmativa de que BVDV pode ocasionar morte fetal
em qualquer periodo da gestacdo (GROOMS, 2005). A idade da maioria dos fetos
deste trabalho correpondeu ao segundo trimestre, diferente do observado em outros
estudos, em que maior ocorréncia de abortamentos foi no terceiro trimestre
gestacional (BLANCHARD et al. 2010; SPETTER et al. 2020).

As alteracdes macroscOpicas comumente associadas ao BVDV incluem
malformacdes, especialmente, quando h& infeccdo materna pelo virus entre 80 e 150
dias de gestacdo (BAKER, 1995), sendo caracterizadas por alteracdes 6sseas, como
o bragnatismo mandibular, além malforacdes envolvendo o sistema nervoso,
compostas por hidrocefalia e hipoplasia cerebelar (BLANCHARD et al. 2010;
SPETTER et al. 2020). No entanto, o achado macroscopico de maior importancia
neste estudo foi a mumificacéo fetal, ocorridas em um feto aos 3 meses de gestacéo,
concomitantemente infecado por BVDV e N. caninum. O envolvimento do BVDV na
mumificacdo fetal foi verificado em estudos experimentais envolvendo pequenos
ruminantes (BROADDUS et al. 2009; PASSLER et al. 2014; ) e ruminantes selvagens
(PASSLER et al. 2007), bem como de forma espontadnea em bovinos leiteiros
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(FRITZEN et al. 2021). Neospora caninum ja foi associado a mumificacao fetal de
ocorréncia natural em ovinos (WITHOEFT, 2021) e bovinos (COSTA, 2020; GHANEM
et al. 2009). Os demais achados macroscopicos observados nos fetos positivos para
BVDV foram, em sua maioria, compostas por lesbes inespecificas comumente
observadas em fetos abortados. A presenca de liquido serossanguinolento nas
cavidades, bem como o edema de subcutaneo, geralmente estdo relacionados a
migracdo post mortem de liquidos dos oOrgdos e musculatura adjacente,
respectivamente (KIRKIBRIDE et al. 1986). O processo de autélise e o congelamento
antes da analise também favorecem a ocorréncia de liquidos nas cavidades (PEREZ
et al. 2003). Embora tais alteracdes ndo possam ser atribuidas a causas infecciosas
de abortamento (PEREIRA et al. 2013), tais achados macroscopicos ocorreram com
frequéncia em casos de abortamento por BVDV (MEYERS et al. 2007; SPETTER et
al. 2020). A hepatomegalia pode ocorrer devido a congestdo passiva, envolvendo
também outros orgdos (KIRKIBRIDE et al. 1986). No entanto, as dimensdes
aumentadas do figado ja foram descritas em fetos abortados por BVDV (KIRKIBRIDE,
1992), embora a evidenciagdo do padréo lobular ndo tenha sido relatada. O edema
perirrenal observado em um feto deste trabalho, também ja foi verificado por Meyers
et al. (2007).

As lesbes histolégicas fetais ocasionadas por BVDV tendem a ser leves,
caracterizadas por respostas inflamatérias ndo supurativas, predominantemente,
linfocitéria, em diversos 6rgaos (BIELEFELDT-OHMANN et al. 2008; SPETTER et al.
2020), ou inexistentes, mesmo com marcac¢ao imuno-histoquimica (SCHERER et al.
2001). Grande parte dos achados histolégicos observados no presente estudo ja
foram relacionados a infeccéo por BVDV anteriormente, principalmente, a ocorréncia
de infiltracdo linfoplasmocitaria no coracdo, mais especificamente em epicardio e
miocardio, e nos pulmdes, com padrao interalveolar (MURRAY, 1991; BIELEFELDT-
OHMANN et al. 2008; SPETTER et al. 2020). As lesdes inflamatérias cardiacas e
musculares observadas sdo comumente visualizadas em infec¢des fetais N. caninum
(COSTA, 2020; WITHOEFT, 2021; MELENDEZ et al. 2020), embora tais alteracbes
tenham ocorrido em dois fetos nos quais o envolvimento do agente foi descartado.
No coracdo, o quadro lesional de maior importancia em todos os fetos envolveu o

epicardio, de acordo com o observado por Spetter et al (2020) em fetos infectados por
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BVDV. Né&o foram observadas quaisquer lesdes em encéfalo, consideradas
predominantes em abortamentos pelo protozoario (COBERLINI et al. 2006;
PESCADOR et al. 2007; CABRAL et al. 2009; COSTA, 2020). Estudos experimentais
indicam a placenta como um dos locais de escolha para a replicacdo do BVDV
(SNOWDON et al. 1975; SCHERER et al. 2001). Nas placentas avaliadas, foram
observadas lesbes condizentes com mineralizacdo, além de infiltrado
linfoplasmocitario, ambas relatadas por Murray (1991), sendo a ultima também
descrita em abortamentos de caprinos infectados por BVDV (BROADDUS et al. 2009).
Apesar de ja ter sido observada em outros casos de abortamentos envolvendo BVDV,
a mineralizacéo na placenta é considerada um processo fisiolégico que ocorre durante
a gestacédo e apos o parto (BOTTA et al. 2019).

O feto 4, acometido por BVDV-2b, apresentou quadro lesional particular, além
das lesbes cardiacas e pulmonares ja descritas (MURRAY, 1991; BIELEFELDT-
OHMANN et al. 2008; SPETTER et al. 2020). Em figado, a necrose e o infiltrado de
linfoplasmocitario, bem como a degeneracdo hepatocelular, foram descritos
anteriormente em fetos abortados por BVDV (MURRAY, 1991; MEYERS et al. 2007).
Em medula espinhal também havia inflamacéo linfoplasmocitaria, sendo uma das
lesdes observadas por Spetter et al. (2020) no sistema nervoso central de fetos
positivos para o virus. Necrose de medula 6ssea também foi observada neste feto,
no entanto, tal achado havia sido descrito apenas em infec¢gbes agudas envolvendo
bezerros jovens infectados tanto naturalmente (SCRUGGS et al. 1995), quanto
experimentalmente (ELLIS et al. 1998), ambos acomentidos por BVDV-2.

No rins foi detectada necrose tubular acompanhada de infiltrado
linfoplasmoctiario intersticial, também descritos em fetos e bezerros Pl (SCHMITZ,
2006; SANTOS et al. 2011). A hemorragia em pulméo e timo pode ser consequéncia
da infeccéo pelo virus. Quadros de sindrome hemorragica pos-natais foram atribuidas
ao BVDV, resultante da trombocitopenia (HAMERS et al. 2000; BLANCHARD et al.
2010). Hemorragia extensa por varios o6rgdos foi observada em fetos bovinos
apresentando-se de forma discreta (SPETTER et al. 2020) e acentuada (FULTON et
al. 2017). Na imuno-histoquimica, a distribuicdo multissistémica do BVDV ja foi
demonstrada em células trofoblasticas e mononucleares da placenta, sendo

associado ao quadro inflamatdério local (BASZLER et al. 1995), bem como em células
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mononucleares em medula 6ssea, figado, coracdo, determinadas regiées do sistema
nervoso, meninges, além células epiteliais dos pulmdes e tdbulos renais
(BIELEFELDT-OHMANN et al. 2008).

Fetos bovinos sdo capazes de produzir imundiade contra BVDV a partir dos
160-200 dias de gestagédo (BRAUN et al. 1973), no entanto, o feto 4 foi abortado aos
7 meses de gestacdo, o equivalente a 210 dias. A ocorréncia do abortamento, bem
como de lesdes anatomopatoldgicas em diversos 6rgdos podem estar relacionadas
ao envolvimento do BVDV-2. Maior patogenicidade ja foi atribuiada a algumas cepas
do tipo 2, que pode atravessar a barreira placentaria e infectar numerosas células,
sendo evidenciadas com maior intensidade nos tecidos fetais pela imuno-histoquimica
em comparacao as cepas de BVDV-1 (BIELEFELDT-OHMANN et al. 2008).

A RT-PCR foi utilizada neste estudo para deteccao do BVDV nos fetos, sendo
considerada uma técnica diagnostica de eleicdo em tecidos fetais (GRAHAM et al.
2009). A deteccao de BVDV nesse tipo de tecido pode ser dificultosa, principalmente
no que se refere a qualidade da coleta e armazenamento dos tecidos, bem como o
nivel de autdlise tecidual e consequente degradac¢do do RNA viral (GROOMS, 2005;
RIDPATH et al. 2014). A analise molecular evidenciou infec¢cdo concomitante de N.
caninum e BVDV em 3 fetos, sendo uma técnica diagnostica frequentemente utilizada
para pesquisa do protozoario (CABRAL et al. 2009 COSTA, 2020). Coinfec¢des
envolvendo BVDV sao favorecidas pelo efeito imunossupressor ocasionado pelo
virus, capaz predispor a infec¢cdes subsequentes, reativar infeccdes latentes (BAKER,
1995), ou ainda facilitar a recrudescéncia de infec¢des crbnicas por N. caninum (HALL
et a. 2005).

A andlise filogenética evidenciou a ocorréncia de BVDV-1 e BVDV-2 em fetos
provenientes de trés mesorregides do estado catarinense. Assim como no Rio Grande
do Sul, estado vizinho onde a ocorréncia e caracterizagdo do BVDV foram
amplamente estudadas (CANAL et al. 1998; WEBER et al. 2014; WEBER et al. 2017),
em Santa Catarina, a detecgéo e tipificagdo do BVDV tipo 1 e 2, ocorreu com menor
expressédo (MOSENA et al. 2022). Com relagéo aos subgenotipos, a comparacgao de
sequéncias dos fetos através do nucleotide BLAST com sequéncias depositadas no
GenBank inicialmente indicou alta semelhanga com cepas nacionais e internacionais

de BVDV-1e e 2h. O Brasil € o pais com maior nimero de relatos envolvendo BVDV-

48



47

2b no mundo, sendo considerado um dos subgenoétipos predominantes no territério
nacional e de alta concentracdo no Rio Grande do Sul (WEBER et al. 2014; SILVEIRA
et al. 2015; YESILBAG et al. 2017). Em Santa Catarina, este subegnotipo ja foi
verificado anteriormente, ainda na década de 90 (GIL et al. 1998).

O BVDV-1e possui distribuigdo restrita no mundo, com grande concentragéo de
relatos em paises europeus como Suica, Italia, Franca e Alemanha. Jamais foi
descrito na Asia, Africa e Oceania, sendo a América do Sul o Gnico continente, além
da Europa, onde o BVDV-1e j& foi detectado (YESILBAG et al. 2017). Todas os relatos
envolvendo o subgendtipo 1e, no continente e no Brasil, ocorreram no estado de Santa
Catarina, com duas cepas indentificadas em 2012 e 2018 (MOSENA et al. 2022). O
motivo pelo qual o estado catarinense é o Unico local além da Europa com a presenca
do subgendtipo le ainda € incerto, no entanto, sua introducéo através da importacao
de racas europeias como Simental e Pardo Suico, deve ser considerada. Na Suica,
um estudo sobre a relacéo entre as duas principais racas bovinas do pais, bem como
a distribuicao territorial, evidenciou forte correlacao entre BVDV-1e e a raca Simental
(STALDER et al. 2018).

A arvore filogenética demonstrou relagdo evolutiva proxima entre a cepa
correspondente ao BVDV-2b identificada neste estudo com as demais 2b utilizadas
como referéncia, relacionando-se a grande incidéncia desse subgenditpo no pais
(WEBER et al. 2014; SILVEIRA et al. 2015; YESILBAG et al. 2017). Apesar das
semelhancas apontadas pela analise nucleotide BLAST das trés cepas fetais
inimeras cepas internacionais também de BVDV-1e, as cepas isoladas de dois fetos
também mostraram semelhanca de até 100% com uma cepa de BVDV-1g. Além disso,
o alinhamento dessas sequéncias evidenciou bases bastante distintas das demais
sequéncias de cepas referéncia, contribuindo para a formac&o de um cluster isolado
e ancestral longiquo. Dessa forma, afirmagdo de que o gendtipo envolvido nos
abortamentos se trata do le, pode ser questionada.

As incongruéncias observadas em relacdo a definicdo do subgendtipo podem
estar relacionadas a diversos fatores. Primeiramente, o BVDV é um virus RNA
altamente propenso a mutacdes genéticas (DOMINGO et al. 1985). Vilcek et al. (2001)
relataram maior variabilidade dentro do grupo 1e devido a presenca de varios outliers,

0 gue poderia referir-se a outros subgendtipos. Outro fator importante refere-se a
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utilizacdo da regido 5’UTR para genotipagem e filogenia, por se tratar de uma regiao
altamente conservada do genoma viral (YESILBAG et al. 2017). Entretando, sua
utilizacao isolada pode ser limitada devido a baixa diversidade e comprimento restrito
de sequéncias, interferindo na formacdo dos ramos da éarvore e relacdo entre
subgendtipos. Dessa forma, a utilizagcdo das regibes Npro e E2 pode ser mais
confiavel para organizacdo de cepas de BVDV em subgendétipos conhecidos
(CHERMICK et al. 2014; YESILBAG et al. 2017).

Varios fatores epidemiolégicos estdo relacionados ao estabelecimento de
BVDV e a ocorréncia de doenca aguda, crénica e persistente, compromentando a
saude dos animais de imediato e a longo prazo (SORENSEN et al. 1995). As
propriedades com positividade para o virus avaliadas neste estudo, possuiam
rebanhos de tamanho pequeno a moderado. O nimero de animais interfere na
ocorréncia e circulagédo do virus. A manutencao do agente é favorecida em rebanhos
maiores devido as chances aumentadas de serem abertos e possibilitarem a entrada
de animais de origem externa (ERSBOLL et al. 2010). No entanto, a densidade animal
observada nas propriedades variou de média a elevada, o que contribuiu para maior
contato entre os animais, favorecendo a disseminacéo do virus (VEGA et al. 1997).

O sistema de producéo leiteira predominou entre as propriedades, com somente
um feto positivo oriundo de um rebanho destinado ao corte. Rebanhos leiteiros ou
mistos estdo mais proprensos a alta soroprevaléncia, distarbios reprodutivos, bem
como surgimento de animais PIl, se comparados aos rebanhos de corte (SARRAZIN
et al. 2013). Isso pode ser atribuido a intensidade de manejo ao qual o gado leiteiro é
submetido e ao risco em potencial de carreamento do virus devido a maior frequéncia
de visitacdes, envolvendo veterinarios, inseminadores, caminhdes de racao e leiteiros,
além dos demais trabalhadores que transitam entre diferentes propriedades
(BRENANN et al. 2008).

A maioria das fazendas deste estudo repde o plantel de matrizes de forma
mista, ou seja, com novilhas préprias, mas também novilhas adquiridas de outras
criagbes, geralmente prenhes. Apenas uma das cinco matrizes que originaram fetos
positivos para o virus possuia origem externa, sendo as demais todas nascidas dentro
propriedade. O método de reposicao externa pode ser considerado uma das principais

vias de introducgé&o do virus em rebanhos livres e aumento da carga viral nos rebanhos
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nao livres, considerando o risco em potencial ao adiquirir as chamadas “Vacas de
Troia”, caracterizadas por matrizes prenhes gestando um produto Pl (REARDON et
al. 2018). A possibilidade de contato direto com animais de propriedades vizinhas foi
verificada em todas as fazendas envolvidas neste estudo. O contato com animais
transitoriamente ou persistentemente infectados de outros rebanhos através de cercas
limitiformes, principalmente entre pequenas e fragmentadas propriedades, é outro
fator facilitador da entrada do BVDV nos rebanhos (TALAFHA et al. 2008).

A inseminacao artificial foi considerada uma préatica comum em praticamente
todas as fazendas, sendo utilizada parcial ou totalmente. O uso de touros foi
identificado em duas propriedades, sendo que uma, havia o compartilhamento do
reprodutor com rebanhos vizinhos. Nos touros, o BVDV se replica em glandulas
sexuais acessoOrias e podem eliminar o virus através do sémen em infeccdes
persistentes (GONZALEZ-ALTAMIRANDA et al. 2012) e, transitorias, havendo
disseminacéo do virus por longos periodos apoés a viremia (KIRKLAND et al. 1991).
Considerando a origem do sémen, a transmissao via IA ndo pode ser descartada, visto
gue a deteccao de BVDV em rebanhos bovinos inseminados com doses de touros
coletados durante infeccao transitoria ja foi demonstrada (RIKULA et al. 2008). Neste
trabalho, quatro dos cinco fetos abortados eram oriundos de inseminacéao artificial
utilizando sémen criopreservado de touros provenientes de centrais de inseminacao.
A OIE atribui as centrais de coleta uma série de exigéncias a respeito dos touros para
gue a contaminac¢do por BVDV ndao seja possivel (GARD et al. 2007), o que diminui a
possibilidade da transmisséao ter ocorrido via sémen comercial.

O uso regular de vacinas reprodutivas foi relatado em trés dos cinco rebanhos.
A vacinac¢do antes da reproducédo é uma ferramenta importante para limitar as perdas
econdmicas relacionadas a disseminacéo do virus e desenvolvimento de animais Pl
(DAMMAN et al. 2015). Situagdo semelhante a observada neste estudo ja foi
demonstrada por Dezen et al. (2013), em que a circulacao viral foi verificada através
da RT-PCR de soro sanguineo em um rebanho regularmente vacinado contra BVDV.
Bolin et al. (2009) observaram o surgimento de animais Pl acometidos por
subgenotipos de BVDV diferentes dos contidos em vacinas aplicadas no rebanho. Tais
afirmativas relacionam-se com existéncia de diferentes espécies de BVDV, bem como

a diversidade de subgendétipos e variantes antigénicas, que podem dificultar os
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mecanismos de imunidade cruzada e ocasionar falha vacinal, principalmente
relacionados a protecao fetal (FLORES et al. 2002). A utilizacdo de vacinas do tipo
inativada ocorreu entre todas as propriedades que praticam a vacinacéao. No Brasil, a
grande maioria das vacinas disponiveis no mercado s&o inativadas, as quais podem
induzir resposta imune de baixa a média magnitude frente as diferentes cepas de
BVDV (VOGEL et al. 2002; SILVA et al. 2021), o que pode ter permitido a viremia
materna, infeccéo fetal e abortamento nas propriedades deste estudo.

Além dos abortamentos, outros disturbios reprodutivos como repeticdo de cio,
nascimento de bezerros fracos, subdesenvolvidos e malformados foram relatados,
sinalizando possivel circulacao prévia do virus nesses rebanhos. O retorno ao estro
em bovinos pode ter origem multifatorial, como manejo, fatores ambientais e
alteracdes hormonais (GUSTAFFSON & EMANUELSON, 2002; ASADUZZAMAN et
al. 2016). Todavia, agentes infeciosos estdo frequentemente ligados a ocorréncia
deste distdrbio (MCGOWAN & KIRKLAND, 1995; LIBONATI et al. 2018). O BVDV é
capaz de promover uma variedade de alteracdes celulares, induzir respostas
inflamatérias e causar desniveis hormonais que tendem a comprometer a fertilizacéo
e o desenvolvimento embrionario inicial (FRAY et al. 2002; GROOMS, 2004). O BVDV
tem sido associado a animais com subdesenvolvimento, principalmente por interferir
na modelagem de ossos longos (WEBB et al. 2012), bem como em casos de
malformac¢des congénitas (BLANCHARD et al. 2010; AGERHOLM et al. 2015),
sobretudo quando a infeccdo ocorre até os 150 dias de gestacdo (BROWN et al. 1974).
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9 CONCLUSOES

Este estudo evidenciou a ocorréncia de abortamentos causados por BVDV-1 e
BVDV-2 em bovinos de corte e de leite no estado de Santa Catarina, manifestando-se
através de casos isolados em trés mesorregides distintas. A analise
anatomopatologica demonstrou que alteracdes macro e microscopicas podem ser
atribuidas ao virus e, associada a RT-PCR, foi essencial para identificar e caracterizar
do quadro de abortamentos em bovinos. O sequenciamento genético e a analise
filogenética possibilitaram identificar e categorizar as cepas virais envolvidas nos
abortamentos, auxiliando na compreencdo da atividade e distribuicdo do virus no
estado, servindo de alerta para o estabelecimento de estratégias de prevencado e
controle da enfermidade nos rebanhos. A investigacdo epidemiolégica nas
propriedades revelou fatores predisponentes a ocorréncia e manutencao do agente
nos rebanhos, relacionados principalmente ao transito de animais e manejo

reprodutivo.
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11 APENDICE |

Responsavel: Lucas Marian

Orientador: Prof2 Renata Assis Casagrande

Identificagdo da propriedade:
Localizagdo:

CARACTERISTICAS GERAIS
1. Qual a drea total da propriedade?

BVDV COMO CAUSA DE ABORTO EM BOVINOS
NO ESTADO DE SANTA CATARINA

1.1 Qual a drea utilizada na criagdo?

1.3 Qual a distancia de outras propriedades?
2. Tipode exploragdo:

( ) Corte

- Quantas vacas em cria?

- Quantos bezerros desmamados?

- Fazrecria de machos/fémeas?

() Leite
Quantas vacas em lactagdo?
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BIOSSEGURIDADE
7.J4 levou os bovinos para eventos de aglomeragdo (feiras,
exposi¢do, leildo) nos ultimos 5 anos?
( ) Ndo
( ) Sim. Quantos por ano?

8. Qual a origem dos animais do rebanho?

( ) Reposigdo propria

( ) Comprae/outroca

( ) Mista (reposicdo prépria e compra/troca)

8.1 Em caso de compra/troca de animais, quando foi a ultima?

Quantas primiparas?

8.2 Em que época do ano costuma adquirir novos animais?

Quantas multiparas?

2.1 Qual o nimero total de animais?

2.2 Ragas presentes:

2.3 Possui funcionarios fixos ou colaboradores temporarios?
( ) Ndo
()Sim

3.Tipo de criagdo
( ) Confinamento
( ) Semi-confinado
( ) Extensivo

( ) Semi-extensivo

4. Ha quanto tempo desenvolve a atividade pecudria nesta
propriedade?

5. A propriedade tem assisténcia veterinaria?
( ) Néo
() Sim. Qual frequéncia?
( )Anual ( ) Semestral ( ) Mensal ( ) Quando solicitado

6. Além da bovinocultura, ha alguma outra atividade?
( ) Ndo
() Sim. Qual?
( ) Suinocultura ( ) Ovinocultura ( ) Agricultura ( )
Outra

6.1 Bovinos dividem instalagGes, piquetes ou fontes de
alimento e dgua com outras espécies?

( ) Néo

( ) Sim. Com que frequéncia?

8.3 Os animais adquiridos por compra/troca s3o provenientes
de quantas outras propriedades?

()Uma ()Trés

( ) Duas ( ) Mais. Quantas?

8.4 Compra fémeas de reposi¢cdo com que idade
principalmente?

( ) Menos de 1 ano

( ) Até 2 anos

( ) Adultos

8.5 Adquire fémeas de reposicdo ja prenhes?
( ) Ndo
( ) Sim. Com que frequéncia?

8.6 Animais provenientes de compra/troca sdo isolados antes
de serem introduzidos no rebanho?

( ) Néo

( ) Sim. Quanto tempo?

8.7 Em caso de compra/troca, ja observou alteragdes de saude
e reprodutivas no rebanho ap6s a insergdo dos novos

animais?

( ) Ndo

( ) Sim. Quais?

REPRODUCAO
9. Qual o intervalo entre partos médio geral da
propriedade?

9.1 Qual o intervalo médio geral do rebanho entre parto e
novo cio?

10. Utiliza touros na propriedade?
( ) Ndo

( ) Sim, somente para repasse

() Sim, s6 utiliza monta natural
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10.1 Qual a origem desses touros?
( ) Nascido na propriedade

( ) Comprado

( ) Emprestado

10.2 Em caso de compra/troca/empréstimo, os touros sdo
examinados antes de serem inseridos no rebanho?

( ) Nao

( ) Sim. Quais doengas?

BVDV COMO CAUSA DE ABORTO EM BOVINOS
NO ESTADO DE SANTA CATARINA

10.3 Compartilha touros com outras propriedades e
rebanhos?

() Nao

()Sim

10.4 Qual a relagdo touro/vaca?

11. Realiza inseminagdo artificial nos bovinos?
() Nao
( ) Sim. Qual a porcentagem do rebanho inseminado?

11.1 Quantas doses sdo necessdrias para se obter uma
prenhez?

11.2 Quem executa a inseminagdo artificial?
( ) Proprietario/funciondrio da propriedade
( ) Funciondrio da prefeitura/estado

( ) Funciondrio de Cooperativa

( ) Funciondrio de empresa terceirizada

11.3 Os utensilios utilizados na inseminagdo sdo higienizados
apos uso em cada animal?

() Nao

( ) Sim. Com que frequéncia?

11.4 Qual a origem do sémen utilizado?
( ) Touros préprios

( ) Touros de propriedades locais

( ) Touros de centrais de inseminagdo

12. Realiza transferéncia de embrides na propriedade?
() Nao
()Sim.

Origem:

( ) Doadoras préprias

( ) Doadoras de propriedades locais

( ) Doadoras de centrais de reprodugdo

13. Sdo realizadas técnicas de diagndstico de gestagdo nos
bovinos?

( ) Ndo

() Sim. Qual?

13.1 Para palpagdo retal e/ou inseminagdo artificial, costuma-
se reutilizar a mesma luva em mais de um animal?
()Sim () N&o ( ) N&o se aplica

14. A propriedade possui piquetes maternidade? cavuDESC
()Sim ( ) Ndo

15. Possui banco de colostro/mistura de leite de mais de uma
vaca para ser fornecido aos terneiros?
()Sim () Ndo

DISTURBIOS REPRODUTIVOS

16. Nos ultimos tempos tem sido observado aumento na
ocorréncia de retorno ao cio nos bovinos?
() Ndo
()Sim

Qual a caracteristica principal?

( )Intervalos regulares (21-21 dias)

() Intervalos irregulares (>18 dias ou >25 dias)

17. )4 foi ocorreu nascimento de terneiros fracos?
( ) Nao
()Sim.
Quantos aproximadamente?
Quantos morreram?

18. Ja ocorreu nascimento de terneiros com malformagdes?
( ) Néo.
( ) Sim. Que tipo?

Quantos aproximadamente?

Quantos morreram?

19. Nos ultimos tempos houve aumento da ocorréncia de
abortos?

( ) Nao

( ) Sim. Quantos nos ultimos 3 anos?

2019

2020

2021

19.1 Qual o intervalo entre os abortos?
( ) Poucos dias de diferenga (- 30 dias)
( ) Meses de diferenga (+ 30 dias)

19.2 Em que fase da gestagdo ocorreram os
abortos?

19.3 Em qual periodo os abortos foram mais frequentes?
() 12 Trimestre () 32 Trimestre
() 22 Trimestre ( ) Todas as fases

19.4 Qual a idade de cada vaca que abortou? Quantos crias
cada uma ja teve?

19.4 Qual a idade predominante das vacas que abortaram?
( ) Novilhas ( )5-6anos
()3-4anos ( )>6anos
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19.5 A(s) vaca(s) com histérico de aborto ja apresentaram
outras desordens* reprodutivas anteriormente?
( ) Ndo
()Sim

Quais?

Com que frequéncia?
*repeti¢cdo de cio, outros abortos, natimortos, bezerros fracos

19.6 A(s) vaca(s) com histdrico de aborto sdo(é) nascida(s) na

propriedade?

( ) Sim. Houve contato delas com animais vizinhos ou trazidos
de outras propriedades recentemente? ( ) Sim () Ndo

( ) Ndo. Qual a origem?

BVDV COMO CAUSA DE ABORTO EM BOVINOS
NO ESTADO DE SANTA CATARINA

( ) Ambos acima

19.7 A(s) vaca(s) com histérico de aborto apresentaram algum
sinal clinico de doenga como:

( ) Apatia ( ) Baixa produgdo de leite

( ) Baixo apetite () Febre

( ) Peso baixo ( ) Outro. Qual?

( ) Descarga nasal e ocular

19.8 Alguma vaca da propriedade apresentou retardo no

desenvolvimento durante a vida?

( ) Nao

( ) Sim. Quantas?
Ainda estdo no rebanho?

19.9 Ja houve ocorréncia de fetos mumificados na
propriedade?

( ) Ndo

( ) Sim. Quantos?

Em que fase da gestagdo ocorreu? _

19.10 Qual(is) a(s) raga(s) da(s) vaca(s) com histérico de
aborto?

19.11 Em casos de aborto, qual o destino dos restos fetais?
( ) Enterrados ( ) Fornecidos aos cées

() Incinerados ( ) Compostagem

( ) Decompdem no ambiente

ORIGEM DO FETO POSITIVO PARA BVDV
HISTORICO DA VACA

20. Qual araga da vaca que abortou

20.1 Qual a idade da vaca no momento do aborto
20.2 Quando ocorreu o aborto (més/ano)

20.3 Qual a origem da vaca?

( ) Nascida da propriedade
( ) Compra/troca

6PV
CAV/UDESC

Caso seja oriunda de compra/troca:
20.4 Ja adquiriu outros animais dessa mesma origem?
()Sim () N&o

20.5 Estes animais ja apresentaram algum problema
relacionado a satide/reprodugdo?

( ) Ndo

() Sim. Quais?

20.6 Com que idade chegou a propriedade?

20.7 Foi adquirida prenha ou emprenhou apds?

Caso tenha nascido na propriedade:
20.8 Qual a origem da mae?

( ) Nascida na propriedade

( ) Compra/troca

20.9 Qual a origem do pai?
() Inseminagdo
( ) Sémen de central
( ) Sémen de propriedades vizinhas
( ) Sémen reprodutores préprios
( ) Touro
( ) Nascido na propriedade
( ) Compra/troca
( ) Emprestado

20.9 Possui irmdos por parte de mde e/ou pai?

( ) Ndo

( ) Sim. Quantos?
Problemas reprodutivos?
Problemas de saude?
Problemas de desenvolvimento?

20.10 Como foi o nascimento e desenvolvimento deste animal?
Alguma doenga ou disturbio?

20.11 Esta vaca apresentou alguma das seguintes alteragdes de
saude durante avida?

() Apatia

( ) Baixo apetite

( ) Peso baixo

( ) Descarga nasal e ocular

( ) Baixa produgdo de leite
() Febre
( ) Outro. Qual?

20.12 Teve contato com animais recém introduzidos no
rebanho?

( ) Ndo

()Sim

20.13 Tem contato com animais de propriedades vizinhas?
() Ndo
()Sim
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Reprodugdo
20.14 Com que idade emprenhou e pariu pela primeira
vez?

20.15 Quantas gestagdes esta vaca ja teve?

20.16 Todos nasceram vivos?
()Sim
( ) Ndo. Quantos morreram?

20.17 Ja abortou anteriormente?
() Nao
( ) Sim. Quantas vezes?

BVDV COMO CAUSA DE ABORTO EM BOVINOS
NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Em que momento da gestagdo?

20.18 Ja apresentou fetos mumificados?

( ) Ndo

( ) Sim. Quantos?
Qual idade gestacional?

20.19 Ja apresentou repeti¢do de cio?

( ) Ndo

( ) Sim. Frequéncia?
Regular ou irregular?
Muco limpido ou sujo?

20.20 Ja apresentou outros problemas/doengas reprodutivos?
( ) Nao
() Sim. Quais?

20.21 Esta vaca possui descendentes na propriedade?
() Nao
( ) Sim. Quantos(as)?
Algum(a)com alteragdo no desenvolvimento?
() N3o ( )Sim.
Quantos?
Qual(is)?
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20.23 Ja emprenhou novamente?
() Nao
()Sim

20.24 Apresentou alguma dificuldade para emprenhar?
() Ndo
() Sim. Quais?

Feto positivo para BVDV
21. Qual a origem desta prenhez?
( ) Inseminagdo
( ) Sémen de central
( ) Sémen de propriedades vizinhas
( ) Sémen reprodutores préprios
() Touro
( ) Nascido na propriedade
( ) Compra/troca
( ) Emprestado

21.1 Em que periodo gestacional ocorreu o aborto?

Algum(a) alteragdo de saude?
() Ndo ( )Sim.

Quantos?

Qual(is)?

Algum(a) com malformagdes?
() N&o( )Sim.

Quantos?

Qual(is)?
Algum(a) com falha reprodutiva?
() N&o ( )Sim.

Quantos?
Qual(is)?

20.22 Apds o aborto deste feto, a vaca permaneceu em
reprodugdo?

()Sim

( ) N3o. Qual destino?

21.2 Foi expulso do utero de forma:
( ) Espontanea
() Com auxilio

21.3 Houve retengdo de placenta?
( ) Ndo
()Sim

CONDICOES SANITARIAS
22. As seguintes alteragdes clinicas ja foram observadas em
algum animal da propriedade?
( ) Corrimento nasal
( ) Secregdo ocular
( ) salivagdo excessiva
( ) Timpanismo crénico
( ) Feridas (Ulcera/erosdo) na boca, narinas e/ou entre os
cascos, Ubere, tetos, vulva
( ) Diarreia intermitente, podendo conter sangue

23. Ja foram observados na propriedade animais com
crescimento deficiente, que ndo engordam e que
constantemente ficam doentes?

( ) Ndo

( ) Sim. Quais alteragdes observadas?

24. S3o realizadas vacinas reprodutivas no rebanho?

() Ndo

() Sim. Qual e com que frequéncia?
( ) Cattle Master ( ) Fertiguard
( ) Bovigen ( ) Poliguard
( ) Outra. Qual?
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24.1 J4 utilizou outra(s) vacina(s) antes?
( ) Ndo
() Sim. Qual(is)?

BVDV COMO CAUSA DE ABORTO EM BOVINOS
NO ESTADO DE SANTA CATARINA

24.2 Ha quanto tempo vacina o
rebanho?

25. Existe a possibilidade de contato fisico* entre os bovinos
da propriedade com bovinos de propriedades vizinhas?
* focinho-focinho, espirro, lambid

( ) Nao
() Sim. Quantos vizinhos?

MANEJO E INSTALACOES
26. Os bovinos sdo divididos por categoria/idade em
diferentes piquetes?
( ) Ndo
()Sim

27. No que consiste a alimentagdo fornecida aos animais?

( ) Pastagem de inverno Qual
( ) Pastagem de verdo Qual
( ) Gramineas perenes Qual

( ) Suplementagdo com concentrado e silagem
( ) Suplementagdo com sal mineral

28. Sdo Observadas plantas téxicas nos piquetes frequentados

pelos animais?
() Nao
( ) Sim. Que plantas?

( ) N&o soube responder

29. Como é feita a ordenha?

( ) Manual

( ) Ordenhadeira tipo balde ao pé

( ) Ordenhadeira mecanica canalizada

30. Sdo realizados registros de nascimentos/mortalidade e
praticas de manejo em geral*?

() Nao

()Sim

*i, ~ I ~

tr etc.

¢ao, ¢

31. Qual a frequéncia de vermifugagdo dos
animais?

31.1. Quais os principais produtos
utilizados?

Aplicacao de medicamentos
32. Quem faz a aplicagdo nos animais?
( ) Funcionarios de lojas agropecudrias
( ) Médico Veterinario
() Leigos (vizinhos, amigos)
( ) Técnico agricola
( ) O préprio produtor

&

33. Quando sdo aplicados medicamentos ou vacinas injetdveis
nos bovinos, € comum utilizar a mesma agulha em maisde um
animal?

() Ndo

()Sim

DATA de aplicagdo: / /

LABORATORIO DE PATOLOGIA ANIMAL
CAV-UDESC

Fones
(48) 9 98303975 — Lucas Marian
(49) 9 88238060 — Renata Casagrande

E-mail
lucasmarian94 @hotmail.com
renata.casagrande@udesc.br
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Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias de aminoacidos da regido
5'UTR dos Pestivirus de ruminantes obtidos de fetos bovinos em Santa Catarina,

Brasil, com sequéncias contidas do GenBank.

CEPAS 1 2 3 4 5 L] 7 8 g W N1 12 13 14 15 1% 17 18 19 20 M1 21 23 24 25
1. SC-Feto-1
2. 5C-Feto-2 0,05
3. SC-Feto-3 0,04 0,04
4. MRI232-United_Kingdom-1e 166 183 184
5. LWILF15/12-3C-Brazil-1e 166 1,83 184 0.00
8. LV1152/18-5C-Brazi-1e 1,867 1,79 180 0.01 001
7. CN11a_09-laly-1= 1,50 169 1,70 0,01 0,01 001
8. CH2122-5witzedand-1e 1,50 183 1,84 001 0,01 0,00 0.1
9. 3136VE-Haly-1e 142 1,59 154 0,07 007 008 003 008
10. 228/02-Spain-1e 166 1,03 194 000 000 0.01 0.01 001 0.O7
11. 21-07-France-1e 166 1,93 184 0,00 0,00 001 0,010 0,01 D07 000
12. 1801/28-Germany-1g 166 1,83 124 0,00 0,00 0.01 001 001 007 000 0,00
13. 10-B4-France-1e 1,60 1,83 124 001 001 0.01 002 001 DOB 001 001 0O.M
14. LVILF79/12-5C-Brazi-1a 145 154 162 0,16 016 0,16 018 0,16 D17 01& 0,16 0.18 0,15
15. LWLF43/12-5C-Brazi-1a 132 140 148 012 012 0.1 012 0,42 D14 012 042 012 0.11 0.04
18. LVILFE8M12-5C-Brazi-1b 120 1,50 151 0,13 013 014 014 0,14 D16 012 043 013 0,42 011 000
17. SVEB1712-15.5-R5-Brazil-1b 161 1,78 1,77 0.12 0,12 0,13 0,13 0,13 015 012 0,42 0,12 0,12 0,12 0,00 0,03
18. SC-Feto4 N/C M/C N/C D031 031 020 030 020 D035 031 021 0.3 0231 035 032 033 034
19. Soldan-2b 270 353 322 031 031 020 030 030 0.35 031 031 031 031 0.34 030 020 029 005
20. Giessen_6-2b 182 1,07 205 0.31 031 021 032 031 032 031 021 0.1 021 032 028 024 024 0,07 0.08
21. V5-260-3C-Brazil-2b 212 219 230 033 032 032 024 024 D35 0,32 023 033 032 0.24 030 026 025 005 0,08 002
22, LG T1NMT-RS-Brazil-2b 287 319 353 0.34 034 032 033 033 D35 034 034 034 034 037 032 020 029 007 0.05 006 0.06
23. LVICD8/18-R5-Brazil-2b 250 261 278 032 032 030 0.31 031 0.33 032 022 032 032 035 031 028 023 005 0.05 0.05 006 0.04
24, LViAD1/18-RS-Brazil-2b 230 240 263 0,31 031 020 030 020 035 031 021 0.1 0231 023 030 027 028 004 0,05 0,04 0.04 005 0,04
25. L\iS87TMT-RS-Brazil-2b 211 233 228 031 031 0.20 0.30 030 0.35 031 021 031 031 035 031 028 024 005 0.06 0.05 005 0.06 0.06 0.03
28. 451 1UYCNIA201T-Uruguay-2b | 2,10 217 228 033 033 0.23 034 034 035 033 033 033 033 0.34 030 026 024 005 0.07 003 0,03 008 0.08 D.04 0.03
27. LVICER18%/14-HoBi-BVDV-3 1.87 1.95 188 0.34 034 034 035 035 035 034 034 034 034 040 034 034 032 020 0.27 027 027 028 0.30 0.28 0.27 025

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
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