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RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é responsavel por expressivas perdas
econbmicas na bovinocultura mundial, em virtude da ampla diversidade de
manifestagdes clinicas e patoldgicas associadas a infecgdo. O objetivo deste projeto
foi caracterizar as multiplas doencgas relacionadas ao BVDV em bovinos do estado de
Santa Catarina e identificar os bidtipos, gendtipos e subgendtipos virais. Foram
analisados bovinos de corte e de leite com historico de perdas reprodutivas,
malformacgdes, subdesenvolvimento, imunossupressdo, bem como afecgdes
digestivas e renais. A abordagem diagndstica geral contemplou necropsia e exame
histopatoldgico, colheita de soro, sistema nervoso, bago, timo, figado e rins para
multiplas analises complementares. Para detec¢ao do BVDV, utilizou-se RT-PCR, com
os primers 324F/326R da regido 5’UTR dos pestivirus. As amostras amplificadas
foram submetidas ao sequenciamento genético pelo método Sanger, com posterior
andlise filogenética para determinagdo dos genoétipos e subgenoétipos. Para
identificacdo do bidtipo viral, foi realizado cultivo e isolamento viral em células MDBK
(Madin-Darby Bovine Kidney) e, para detec¢cdo de anticorpos contra o BVDV, ELISA
indireto. Em um dos cenarios investigados, um surto envolvendo BVDV ocorreu em
um rebanho de 218 bovinos de corte, resultando em falhas reprodutivas e nascimento
de bezerros fracos. Dois neonatos e um feto de 6 meses foram submetidos ao exame
anatomopatolégico. As principais alteragbes consistiram em subdesenvolvimento
corporal, malformagdes congénitas, caracterizadas por hipoplasia cerebelar,
hidrocefalia e cistos porencefalicos, com disgenesia foliar e neurénios de Purkinje
ectopicos. O feto apresentou epicardite, miocardite e miosite linfoplasmociticas.
Amostras dos trés casos foram negativas para BVDV por RT-PCR, no entanto, a
investigacdo do rebanho identificou seis bezerros positivos para BVDV em trés
colheitas consecutivas por RT-PCR, dos quais cinco eram soronegativos e um
apresentou baixa titulagdo de anticorpos no ELISA. A analise filogenética classificou
as sequéncias como BVDV-1b. Em um segundo cenario, foram analisados dois
bovinos com idade de 4 e 24 meses, com doenga das mucosas. A andlise
anatomopatolégica, havia dermatite, estomatite, glossite, esofagite, ruminite e
abomasite erosivas e/ou ulcerativas, além de deplecgao linfoide em placas de Peyer. A
analise filogenética classificou os isolados como BVDV-1b e 1e. As amostras de
ambos os bovinos apresentaram efeito citopatico em cultivo celular. Adicionalmente,
foram investigados trés bovinos leiteiros com sindrome nefrética associada ao BVDV,
com idades entre 8 a 24 meses, provenientes de dois rebanhos distintos. Todos
apresentavam subdesenvolvimento e imunossupressao. A necropsia, os rins estavam
diminuidos, esbranquicados e com superficie cortical irregular, histologicamente
caracterizados por nefrite intersticial linfoplasmocitica e fibrosante, além de
glomerulonefrite  membranoproliferativa. Depleg¢ao linfoide de placas de Peyer,
linfonodos e bago também foram observadas. As analises bioquimicas séricas
evidenciaram hiperuremia, aumento de creatinina e hipoalbuminemia. A analise
filogenética classificou os isolados como BVDV-1a. Houve efeito citopatico em cultivo
celular em todas as amostras. Os resultados demonstram a ocorréncia simultanea de
multiplas afeccbées em bovinos, incluindo perdas reprodutivas, malformacgdes
congénitas, infecgao persistente, doenga das mucosas e sindrome nefrética, as quais
foram associadas a infecgédo pelo BVDV-1a, 1b e 1e, sendo esse ultimo subgendtipo
de distribuicdo aparentemente restrita ao estado de Santa Catarina, além da deteccéao
de cepas citopaticas envolvidas.

Palavras-chave: patologia; doencas virais; filogenia; bovinocultura.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is responsible for significant economic losses in the
global cattle industry due to the wide diversity of clinical and pathological
manifestations associated with infection. The aim of this study was to characterize
multiple BVDV-related diseases in cattle from the state of Santa Catarina and to
identify viral biotypes, genotypes, and subgenotypes. Beef and dairy cattle with a
history of reproductive losses, malformations, poor development, immunosuppression,
and digestive and renal disorders were evaluated. The general diagnostic approach
included necropsy and histopathological examination, as well as collection of serum,
central nervous system, spleen, thymus, liver, and kidney samples for multiple
complementary analyses. For BVDV detection, RT-PCR was performed using primers
324F/326R targeting the 5'UTR region of pestiviruses. Amplified products were
subjected to Sanger sequencing followed by phylogenetic analysis to determine
genotypes and subgenotypes. Viral biotype identification was performed through virus
isolation and culture in MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) cells, and indirect ELISA
was used to detect antibodies against BVDV. In one of the investigated scenarios, a
BVDV outbreak occurred in a herd of 218 beef cattle, resulting in reproductive failure
and the birth of weak calves. Two neonates and one 6-month-old fetus were submitted
for anatomopathological examination. The main findings included poor body
development and congenital malformations characterized by cerebellar hypoplasia,
hydrocephalus, and porencephalic cysts, with foliar dysgenesis and ectopic Purkinje
neurons. The fetus presented lymphoplasmacytic epicarditis, myocarditis, and
myositis. Samples from the three cases were negative for BVDV by RT-PCR; however,
herd investigation identified six calves positive for BVDV in three consecutive RT-PCR
samplings, of which five were seronegative and one showed a low antibody titer by
ELISA. Phylogenetic analysis classified the sequences as BVDV-1b. In a second
scenario, two cattle aged 4 and 24 months with mucosal disease were evaluated.
Anatomopathological examination revealed erosive and/or ulcerative dermatitis,
stomatitis, glossitis, esophagitis, ruminitis, and abomasitis, in addition to lymphoid
depletion in Peyer’s patches. Phylogenetic analysis classified the isolates as BVDV-
1b and le. Samples from both animals showed cytopathic effects in cell culture.
Additionally, three dairy cattle with BVDV-associated nephrotic syndrome, aged 8 to
24 months and originating from two different herds, were investigated. All animals
exhibited poor development and immunosuppression. At necropsy, kidneys were
reduced in size, pale, and had an irregular cortical surface, histologically characterized
by lymphoplasmacytic fibrosing interstitial nephritis and membranoproliferative
glomerulonephritis. Lymphoid depletion of Peyer’s patches, lymph nodes, and spleen
was also observed. Serum biochemical analysis revealed hyperuremia, increased
creatinine, and hypoalbuminemia. Phylogenetic analysis classified the isolates as
BVDV-1a. Cytopathic effects were observed in cell culture in all samples.The results
demonstrate the simultaneous occurrence of multiple disease conditions in cattle,
including reproductive losses, congenital malformations, persistent infection, mucosal
disease, and nephrotic syndrome, all associated with infection by BVDV-1a, 1b, and
le, the latter a subgenotype apparently restricted to the state of Santa Catarina, as
well as the detection of cytopathic strains involved.

Keywords: pathology; viral diseases; phylogeny; cattle production.
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1. INTRODUGAO

A bovinocultura é uma atividade de grande importancia econémica e social em
diversos paises, com significativa contribuicdo para o abastecimento alimentar, a
geragado de empregos e a produgédo de insumos agroindustriais (HOCQUETTE et al.,
2018). Nesse contexto, as doengas infecciosas configuram gargalos importantes ao
impactarem diretamente na produtividade animal e representam um dos principais

desafios enfrentados pelos pecuaristas (RICHTER et al., 2017).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV), género Pestivirus e familia Flaviviridae, é
reconhecido como um dos principais patdégenos da bovinocultura mundial (LANYON et
al., 2014). Produz impacto econdmico global ocasionado por perdas diretas
relacionadas as altas taxas de morbidade e mortalidade e diminui¢do do desempenho
produtivo e reprodutivo (RICHTER et al., 2017). O nascimento de bezerros fracos,
subdesenvolvidos e com malformacdes congénitas, os animais persistentemente
infectados (PI), o desenvolvimento da doenca das mucosas e a imunossupressao,
favorecendo infecgdes secundarias estao entre os principais efeitos ocasionados pela
infeccao pelo BVDV (SANTMAN-BERENDS et al., 2015).

Devido a importadncia econbmica da infeccdo pelo BVDV, muitos paises
estabeleceram medidas eficazes de controle e erradicaram o virus de seus rebanhos
(SCHWEITZER et al., 2021). No Brasil, apesar de possuir um rebanho de
aproximadamente 238,6 milhdes de cabecas (IBGE, 2023), com status de maior
exportador e maior produtor de carne bovina, bem como terceiro maior produtor de
leite do mundo, n&o ha um programa de controle e erradicagdo BVDV estabelecido no
pais, o qual encontra-se amplamente distribuido e com ampla variabilidade genética
(MOSENA et al., 2022). A ocorréncia de pestivirus acometendo bovinos & bem
documentada no Nordeste (SILVEIRA et al., 2018), no Norte (BAUMBACH et al., 2023)
e no Sul, onde o BVDV ¢ frequentemente detectado nos rebanhos bovinos, sobretudo
no estado do Rio Grande do Sul (WEBER et al., 2014; MOSENA et al., 2022).

Em Santa Catarina, a ocorréncia do BVDV é subestimada, com raros relatos de
identificacdo e caracterizagdo do virus (SILVEIRA et al., 2017; FLORES et al. 2018;
MOSENA et al., 2022; MARIAN et al., 2024). A primeira deteccdo em bovinos no estado
ocorreu em 1997, quando o BVDV-2b foi identificado em um rebanho com disturbios
reprodutivos (FLORES et al., 2018). O BVDV-1 foi relatado pela primeira vez no estado
em 2012, com detecgédo dos subgnendtipos 1a, 1b e 1e (SILVEIRA et al., 2017). Em

[ —
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2018, uma nova detecgdo do subgendtipo 1e ocorreu (MOSENA et al. 2022). Até 2023,
todos os isolados do BVDV-1 em Santa Catarina foram detectados em amostras de
liquido folicular recuperados em abatedouros, até que no mesmo ano, o BVDV-1e e

BVDV-2b foram associados a multiplos abortamentos em diferentes regides do estado
(MARIAN et al. 2024).

Santa Catarina apresenta um cenario distinto do nacional, no qual ha ampla
ocorréncia de pestivirus até entdo nao detectados no estado. Estudos recentes
demonstram a deteccdo do Pestivirus brasiliense em monitoramentos regionais, bem
como associado a apresentagdes clinicas variadas em diferentes regiées do Brasil
(WEBER et al., 2016; BAUMBACH et al., 2023). Em contrapartida, Santa Catarina
mantém o status nacional de unico estado em que ha deteccdo do BVDV-1e,
predominantemente observado na Europa (YESILBAG et al., 2017; MOSENA et al.,
2022; MARIAN et al., 2024). Esse panorama evidencia que o estado possui um perfil
epidemioldgico proprio quanto a circulagdo de pestivirus, distinto daquele observado

em outras regides brasileiras (MOSENA et al., 2022).

Apesar de conhecida circulagdo do BVDV no Sul e nas demais regides do pais,
sdo escassas as informagdes a respeito dos efeitos do virus sobre a saude e
desempenho dos bovinos no estado de Santa Catarina. Dessa forma, a associagao
de ferramentas diagnosticas, como a analise anatomopatolégica, soroldgica,
viroldgica, molecular e filogenética, € essencial para identificagdo e tipificagdo dos
bidtipos, gendtipos e subgendtipos que circulam pelo estado, bem como a

caracterizagao das manifestagdes clinicas e patoldgicas associadas.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Determinar, por meio das analises anatomopatoldgica, viroldgica, soroldgica,
molecular e filogenética, a presengca do BVDV em bovinos acometidos por doengas
clinico-patolégicas compativeis com a infecgédo viral em bovinos de Santa Catarina,

bem como determinar os bidtipos, os gendtipos e os subgenatipos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar, por meio da RT-PCR, a presenca do BVDV em bovinos com
sindromes clinico-patolégicas compativeis com a infec¢ao viral.

b. Caracterizar o quadro anatomopatoldgico dos bovinos infectados por BVDV.

c. Caracterizar os gendtipos e subgenoétipos do BVDV em bovinos acometidos,

utilizando o sequenciamento parcial.

d. Determinar os biétipos, por meio do isolamento e cultivo celular, das cepas
detectadas em bovinos acometidos por doencas clinico-patologicas associadas
ao BVDV

[ —
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2 HISTORICO E AGENTE ETIOLOGICO

A doenga conhecida como Diarreia Viral Bovina (BVD) foi inicialmente descrita em
1946, na América do Norte (OLAFSON et al., 1946), com isolamento do virus depois
de mais de uma década (LEE & GILLESPIE, 1957). O virus da diarreia viral bovina
(BVDV) pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, no qual foram agrupadas
diferentes espécies capazes de infectar e causar doenga em diversos hospedeiros
mamiferos domésticos e selvagens (SMITH et al., 2017). Até o inicio deste século, o
género Pestivirus era composto por quatro espécies virais distintas, classificadas
como: virus da diarreia viral bovina tipo 1 (BVDV-1) e tipo 2 (BVDV-2), além do virus
da doenca da fronteira (BDV) e virus da peste suina classica (CSFV), as quais
acometem, principalmente, ruminantes e suinos (BECHER et al., 1999). Desde entéo,
novas espécies de Pestivirus, consideradas atipicas, foram identificadas em diferentes
espécies animais de diferentes regides do mundo e inicialmente nomeadas de acordo
com os hospedeiros, localizagdo geografica e caracteristicas da doenga apresentada
(SMITH et al., 2017; POSTEL et al., 2021).

A descoberta de novas espécies pertencentes ao género Pestivirus ao longo das
ultimas décadas despertou a necessidade de alterar a nomenclatura utilizada até
entdo. Para que isso seja possivel, uma proposta formal deve ser submetida ao
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) para que haja uma revisao na
taxonomia empregada. A primeira proposta de revisdo ocorreu em 2017, a qual era
constituida por um pedido de inclusdo de sete novas espécies, resultando em onze,
além de nomear todas as espécies do género de acordo com um formato padréao e
modificar os critérios pelos quais essas eram batizadas. Na ocasido, a proposta
aprovada alterou as nomenclaturas do virus da diarreia viral bovina tipo 1 e 2, os quais
passaram a ser chamados de Pestivirus A e B, respectivamente, assim como dos
demais integrantes do género, que foram nomeados de Pestivirus C a Pestivirus K
(SMITH et al., 2017).

Apesar das atualizagdes recentes, o numero crescente de novas sequéncias de
pestivirus catalogadas levou a criagdo de uma nova proposta de revisdo taxondmica.
Em 2021, além das 11 espécies ja descritas, sugeriu-se a criagdo de oito novas
espécies classificadas de Pestivirus L a Pestivirus S (POSTEL et al., 2021). Ainda em

2021, o ICTV passou a exigir que todos os nomes de espécies seguissem uma nova

[ —

© P4g. 18 de 108 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00006105/2026 e o cédigo 12H5EEZ0.



18

regra, com adocgédo de um formato binominal em que o nome da espécie deve ser
constituido por apenas dois componentes de palavras distintas e separados por um
espaco. O primeiro componente do nome deve ser igual ao nome do género ao qual
a espécie pertence. Ja o segundo componente ndo deve conter nenhum sufixo
especifico para taxons (ICTV, 2023). Em 2023, modificagbes foram realizadas na
taxonomia de 11 das 19 espécies de pestivirus. A exemplo, os pestivirus de
ruminantes foram renomeados como Pestivirus bovis (Pestivirus A ou BVDV-1),
Pestivirus tauri (Pestivirus B ou BVDV-2) e Pestivirus braziliense (Pestivirus H ou
HoBi-like) (POSTLER et al., 2023).

Além da classificacao oficial estabelecida pelo ICTV, a alta variabilidade genética
e antigénica observada dentro das espécies de pestivirus levou a subdivisdo de
algumas delas em subgnendtipos (YESILBAG et al., 2017). Trés regides do genoma
sdo frequentemente utilizadas para genotipagem de pestivirus. A 5'UTR € a principal
regiao utilizada pois, embora pequena, apresenta-se altamente conservada intra e
interespécies, seguidas pelas sequéncias de codificagao NP° e E2 (SHI et al., 2020;
YUAN & WANG, 2021). Para BVDV-1, atualmente sao descritos 24 subgenotipos (1a
- 1x), enquanto para BVDV-2 ha 5 subgendtipos identificados (2a - 2e) (MUCELLINI
et al., 2023). Para o Pestivirus braziliense, ha classificagdo em 4 subgenétipos (3a —
3d) (GIAMMARIOLI et al., 2015).

As cepas do BVDV podem ser classificadas em dois bidtipos, citopatico (CP) e
nao-citopatico (NCP), de acordo com os efeitos em cultivo celular. O biétipo CP ocorre,
principalmente, por alteracbes gendmicas nas sequéncias de codificacdo da proteina
estrutural NS2/3, que ao ser clivada, origina as proteinas NS2 e NS3, conferindo a
cepa o carater citopatico e a capacidade de causar destruigcdo das células infectadas
(NEILL, 2013). O biétipo NCP possui um genoma inalterado, por produzir NS2/3 nao
clivada e uma pequena quantidade de NS2 e NS3 necessarias para replicacao,
tornando-o incapaz de causar destruicdo celular. Este bidtipo compreende a maioria
das cepas observadas nos rebanhos bovinos, responsavel pela ocorréncia de
infecgdes agudas e surgimento de animais persistentemente infectados (PI) (LI et al.,
2024).

Quanto a organizacao estrutural, o BVDV é um virion pequeno, com diametro
entre 40 e 60nm, capsideo icosaédrico e envelope de composig¢ao lipidica, com
genoma composto por RNA de fita simples e sentido positivo de aproximadamente de

12,3kb. O RNA gendmico contém um unico e grande quadro de leitura aberto (ORF),

N
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flanqueado por regides nao traduzidas (UTRs) 5' e 3' (KOKKONOS et al., 2020). O
ORF codifica uma unica poliproteina que é processada pos-traducionalmente e origina
quatro proteinas estruturais (C, Erns, E1 e E2) e sete proteinas nao estruturais (NP,
p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (TAUTZ et al., 2015). As proteinas nao-
estruturais estao relacionadas ao processo de replicagao viral, enquanto as proteinas
estruturais exercem fungdes de revestimento e protegcdo ao RNA viral, além de mediar

a entrada e saida das particulas virais das células infectadas (CHI et al., 2022).

1.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Os pestivirus exibem uma certa especificidade em relacdo aos hospedeiros,
contudo, infecgdes por BVDV em hospedeiros heterélogos foram documentadas logo
apo6s sua primeira identificagcdo em bovinos (BECKENHAUER et al.,, 1961). Desde
entdo, o BVDV foi detectado em diversas espécies, tanto domésticas quanto
selvagens, incluindo ovinos, suinos, girafas e camelos, induzindo sindromes
caracterizadas por pirexia, diarreia, leucopenia, aborto e imunossupressao (PASSLER
& WALZ, 2010). Ainfeccdo por BVDV pode manifestar-se de maneiras variadas, desde
infecgdes subclinicas transitorias (NODAR et al., 2023) e persistentes (FRITZEN et al.,
2024), com manifestagdes clinicas e patoldgicas evidentes nos sistemas nervoso,
respiratorio, gastrointestinal e reprodutivo (SILVA SILVEIRA et al., 2020; TOKER &
YESILBAG, 2021; GOLCHIN et al., 2023; MARIAN et al., 2024).

A gravidade das manifestagdes clinicas esta relacionada a fatores como a idade
do animal, momento da infec¢ao, status reprodutivo e imunolégico, além do tipo viral e
sua viruléncia (RIDPATH, 2010). O BVDV é bem adaptado aos bovinos e, na maioria
dos casos, além de alguns dias de febre e perda de apetite, ndo ha sinais clinicos de
infeccdo aguda, que termina apds cerca de duas a trés semanas e deixa os animais
imunes a reinfecgdo (MOENNIG & YERNALL, 2021). No entanto, animais infectados
podem apresentar diarreia persistente, fezes com sangue ou muco, ulceragéo da
mucosa, disturbios reprodutivos e temperatura corporal elevada, bem como a
ocorréncias de doencas do poés-parto, como retencdo placentéria, metrite e mastite
clinica (BASQUEIRA et al., 2020; RIVAS et al., 2022).

1.4 INFECCAO AGUDA OU TRANSITORIA

A infeccao pos-natal por BVDV, caracterizada por curso agudo e transitério, €
causada, principalmente, por cepas NCP, as quais sado transmitidas direta ou

indiretamente por meio do contato com fluidos corporais, incluindo secrecéo nasal,

N
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urina, leite, sémen, saliva, lagrimas e fluidos fetais, sobretudo de individuos PI
(LANYON et al., 2014). Apos adentrar no organismo, o BVDV rapidamente replica em
células epiteliais locais e tecidos linfoides associados, seguido de viremia transitoria
que se inicia entre 2 e 3 dias pods infecgado (COLINS et al., 2009). A infeccéo aguda é
sempre acompanhada por imunossupressao transitoria, podendo ser assintomatica ou
induzir sinais clinicos transitorios e leves até doenca aguda grave, incluindo febre,
diarreia, anorexia, disturbios respiratérios, falha reprodutiva, aumento da
suscetibilidade a infec¢gdes secundarias (SEONG et al., 2013; PEDDIREDDI et al.,
2018; MARIAN et al., 2024). A soroconversdo pode ser detectada por volta do 14° dia
e, a medida que a imunidade ativa se estabelece, a eliminagdo do agente ocorre e a
deteccao do virus infeccioso em células da camada leucocitaria ou em secrecoes

nasais apos esse periodo torna-se insignificante (COLLINS et al., 2009).

1.5 EFEITOS NO SISTEMA IMUNOLOGICO

A imunossupresséao induzida por BVDV foi identificada em animais naturalmente
infectados, com infecgcdo transitoria ou persistente, bem como apods infecgéo
experimental (WALZ et al., 2020). A primeira barreira a ser transpassada pelo BVDV é
a imunidade inata, que atua como uma linha de defesa primaria do organismo contra
patdgenos invasores e reage de maneira rapida as infecgdes (PANG et al., 2023). Apds
a infeccdo, a resposta inata € ativada por receptores de reconhecimento de padroes
(PRRs), que detectam e se ligam a padrées moleculares especificos de patégenos
(PAMPs) (CHEN et al., 2023). Os PAMPs, responsaveis por iniciarem uma cascata de
sinalizagdo para produgdo de interferon tipo | (IFN-1) e outras citocinas pro-
inflamatodrias, ja demonstraram atividade desregulada em decorréncia da infecgao por
BVDV (MORALES-AGUIAR et al., 2020). Para prevenir a ativagao da resposta imune
inata e promover infeccdo bem-sucedida, a maioria dos pestivirus conta com a proteina
nao estrutural NP e a glicoproteina de envelope E™, que atuam inibindo diversas
etapas de transducdo de sinal que evitam a sinalizacido de diferentes subtipos de
interferons tipo | (IFN-1), presentes em todas a células nucleadas e essenciais para
funcbes antivirais (MESEV et al., 2019).

Os efeitos imunossupressores do BVDV incluem alteragdes na composicdo das
células e imunofendtipo alterado de leucdcitos e varios defeitos na fungao das células
imunes, resultando em aumento da gravidade da doenca de infecgdes secundarias

com outros patdgenos (AI-KUBATI et al., 2021). Afagocitose € o elo entre a imunidade

N
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inata e adaptativa, pois leva a degradagéo do antigeno e subsequente apresentagao
aos linfécitos para o inicio da resposta imune adaptativa. A infec¢ao por BVDV é capaz
de alterar a viabilidade e atividade funcional de macréfagos e neutrdfilos, consideradas
as principais células com poder fagocitico (ABDELSALAM et al., 2020; ABDELSALAM
etal., 2023). O BVDV prejudica a apresentagao do antigeno e evita a imunidade celular
através de estimulos distintos (FENG et al., 2023). A presenca de mediadores
inibitérios e a diminuigdo da quimiotaxia induzida por citocinas reduzem o poder de
fagocitose dos macréfagos, principalmente quando ha infecgdo por cepas de alta
viruléncia (ABDELSALAM et al., 2020). A infeccéo prejudica a eficacia das células T
CD4 e CD8 em estimular respostas imunes adaptativas (RAJPUT et al., 2020), além
de regular negativamente as moléculas de MHC | e Il nas células apresentadoras de

antigenos, como os mondcitos e células dendriticas (CHASE, 2013).

Aimunossupressao ocasionada pelo BVDV também esta relacionada ao aumento
da taxa de apoptose de linfocitos T e B, principalmente em timo, foliculos de linfonodos
e tecido linfoide associado ao intestino (GALT) (PEDRERA et al., 2009; ROMERO-
PALOMO et al.,, 2017). O processo de morte celular € natural e essencial na
morfogénese e homeostase tecidual e envolve duas vias regulatorias principais:
intrinseca e extrinseca que, por mecanismos distintos, induzem a apoptose pela
ativacdo de caspases efetoras e participacdo mitocondrial (PEDRERA et al., 2012).
As cepas citopaticas do BVDV ativam predominantemente a via intrinseca, que
envolve a liberagdo do citocromo C das mitocOndrias, ativacdo da caspase-9, e
formacdao do apoptossomo. Além disso, o BVDV pode ativar a via extrinseca,
dependente de receptores de morte celular, como Fas e TNF, levando a ativagao de
caspase-8 (MORALES-AGUIAR et al., 2020). Estudos também mostram que a
infeccédo por BVDV provoca estresse no reticulo endoplasmatico, o que ativa caspase-
12 e desencadeia apoptose, contribuindo para a supressado do sistema imunoldgico
(FENG et al., 2023). Macréfagos infectados pelo BVDV sao capazes de liberar
citocinas que promovem apoptose em linfocitos e deplecédo de tecido linfoide com
intensidade conforme a viruléncia da cepa envolvida, independente do bibtipo
(ABDELSALAM et al., 2020). Tais macrofagos aumentam seu numero em tecidos
linfoides cerca de 3 dias apos a infecgao, antes de qualquer sinal de deplecgéo linfoide
(PEDRERA et al., 2009).
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1.6 EFEITOS NO SISTEMA REPRODUTOR

O acometimento do trato reprodutor, tanto masculino quanto feminino pelo BVDV,
esta relacionado com as principais perdas econémicas e produtivas ocasionadas pelo
virus (OGUEJIOFOR et al., 2019). A gravidade dos efeitos reprodutivos tende a ser
mais impactante em popula¢gdes bovinas sem imunidade, especialmente durante o
periodo de reprodugédo (FOUNTAIN et al., 2021). O virus ja foi identificado em diversos
componentes teciduais testiculares, ovarianos e uterinos de animais Pl, bem como em
bovinos transitoriamente infectados (Tl) durante longos periodos apds resolugéo do
quadro agudo (READ et al., 2020; SIRAG et al., 2022). Entre os efeitos ocasionados
no trato reprodutivo da fémea, pode-se ressaltar o declinio da fertilidade, com redugao
das taxas de concepcao e prenhez em vacas suscetiveis quando a infecgdo ocorre
antes ou no momento da reprodugdo (OGUEJIOFOR et al., 2019). O virus ja foi
associado ao aumento na incidéncia de perdas embrionarias e fetais, além de
natimortalidade e retencdo placentaria (BASQUEIRA et al.,, 2020). Fémeas néo
prenhes que se recuperam de infeccao transitoria possuem probabilidade reduzida de
concepcao por 42—60 dias (FOUNTAIN et al., 2021). Novilhas Pl também apresentam
baixa taxa de fertilidade, porém continua, com necessidade de multiplas inseminacdes
quando submetidas ao manejo reprodutivo artificial, além de maior incidéncia de
perdas gestacionais (BASQUEIRA et al., 2020).

Em matrizes bovinas Pl ou agudamente infectadas, o BVDV pode ocorrer em todos
os orgaos do trato reprodutor, com acometimento principal do estroma ovariano,
incluindo células do cumulus e odcitos em diferentes estagios de maturagdo, o que
possibilita a ocorréncia de anormalidades fisiolégicas e desregulagdo hormonal
(OGUEJIOFOR et al.,, 2019; SIRAG et al.,, 2022). Infeccbes agudas ja foram
relacionadas a ocorréncia de ooforite e necrose das células da granulosa, além de
promover irregularidades no crescimento folicular, alteragbes nos niveis de estradiol
circulante, ocasionando magnitude baixa ou infrequente da liberagdo de LH, o que
consequentemente pode silenciar o estro, além de atrasar ou impedir a ovulagao
(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 sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas e
mediadores inflamatorios reguladores de atividades ovarianas (FRAY et al., 2002). Em
fémeas PI, o efeito do BVDV sobre as células germinativas ocasiona uma drastica
reducao na populagao folicular ovariana (ALTAMIRANDA et al., 2013).
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Os efeitos do BVDV sobre a gestacao e o desenvolvimento do concepto dependem
do estagio gestacional em que a infeccdo ocorre (HANSEN et al., 2010). Estudos
experimentais demonstraram que as perdas causadas pelo virus durante as fases
iniciais de gestacdo estdo associadas a morte embrionaria precoce (GARD et al.,
2010). Baixas taxas de concepcdo podem estar relacionadas a falhas do
reconhecimento materno da gestacdo. O interferon-tau (IFNT) é liberado do
trofectoderma do concepto entre os dias 8 e 25 da gestacdo e, ao atingir um limiar
suficiente no dia 16, o reconhecimento materno € iniciado, incluindo a manutencao do
corpo lateo e o desenvolvimento de um ambiente receptivo no Utero (LONERGAN &
FORDE, 2014).

A acdo do BVDV causa desregulacédo da resposta antiviral do interferon (IFN) e,
consequentemente, interfere na sinalizacdo do IFNT no endométrio e compromete a
sinalizacao da gestacdo (WATHES et al., 2020). O BVDV pode interferir nas funcdes
imunolégicas do Utero ao inibir expressdo de genes tipicamente regulados
positivamente no endométrio bovino, importantes nas respostas imunes inatas a virus
e bactérias, predispondo assim o uUtero a infeccdo bacteriana secundaria e a
endometrite, o que torna 0 ambiente uterino incompativel com o desenvolvimento
embrionario (OGUEJIOFOR et al.,, 2015; CHENG et al., 2019). A diminuicdo na
concentracdo de progesterona plasmética durante a fase Iutea inicial em vacas
infectadas também foi relatada, comprometendo a concepcéo (FRAY et al., 2002).

A infeccao transplacentaria do feto em desenvolvimento com BVDV até 150 dias
de gestacdo pode resultar em morte embrionaria, mumificacdo, aborto, infeccéo
persistente, além do nascimento prematuro de um bezerro vivo, mas fraco ou
subdimensionado ou aparentemente normal, e varias malformacfes congénitas
(GROOMS, 2004). A morte do feto e o aborto subsequente estao relacionados ao efeito
direto do virus sobre o concepto e a placenta, tendo como resultado uma vasculite na
porcdo materna, além de comprometer e favorecer a separacao da unidade materno-
fetal (OGUEJIOFOR et al., 2019).

Nos touros, tanto em infecgdes persistentes quanto em infecgdes agudas, o BVDV
se estabelece em testiculos e glandulas sexuais acessérias, principalmente em
vesicula seminal e préstata, com alteragées morfolégicas importantes, caracterizadas
por hipoplasia testicular, atrofia de tubulos seminiferos, por vezes acompanhada por
auséncia de espermatogénese (BOREL et al.,, 2007; READ et al., 2020).

Eventualmente, os touros desenvolvem infecgdo persistente nos testiculos,
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principalmente dentro dos compartimentos imunoprivilegiados dos tubulos seminiferos,
com detecgdo no sémen por meses apos uma infecgdo aguda inicial, porém, com risco
de transmissao pouco provavel apés nove semanas (WATHES et al., 2020; READ et
al., 2020). A qualidade seminal pode nao apresentar anormalidades, no entanto
a infeccdo aguda de touros sexualmente ativos resulta na reducdo da densidade e
motilidade dos espermatozoides, além de um aumento nas anormalidades
espermaticas (LANYON et al., 2014). O sémen de touros infectados também pode
constituir uma fonte potencial de infecgao para vacas suscetiveis (OGUEJIOFOR et al.,
2019). Além de promover a infecg¢ado, a utilizacdo de sémen de touros infectados, seja
através da monta natural ou inseminacao artificial, € capaz de reduzir a taxa de
concepcgao das fémeas (RIKULA et al., 2008), assim como o uso sémen de touros Pl
interfere diretamente no sucesso de técnicas de fertilizagao in vitro, reduzindo a taxa

de clivagem e o desenvolvimento embrionario (ALTAMIRANDA et al., 2012).

1.7 MALFORMACOES CONGENITAS

Ainfeccao pelo BVDV em vacas prenhes pode causar uma série de malformacgdes
congénitas nos fetos, especialmente quando ocorre entre 80 e 150 dias, que resultam
da auséncia de um sistema imunologico plenamente estabelecido e da combinagao
entre danos celulares e respostas inflamatérias ocasionadas pelo virus (AGERHOLM
et al., 2015). As anomalias congénitas mais comuns sdo as malformag¢des em sistema
nervoso central, principalmente quando os érgaos do sistema ainda encontram-se em
processo de crescimento e diferenciacao (GROOMS, 2004). A principal apresentagao
encefalica é a hipoplasia cerebelar, a qual apresenta intensidade variavel e, por vezes,
€ caracterizada pela formagdo de pequenos nodulos de tecido cerebelar
remanescente, nos quais a diferenciacao regular em lobos ou folias € descaracterizada
(GOLCHIN et al., 2023). Outras malformagdes associadas ao BVDV envolvem o
cérebro, como a hidrocefalia, a porencefalia, a hidranencefalia e a microcefalia, que
geralmente ocasionam uma série de sinais clinicos, como ataxia, tremores e falha no
desenvolvimento dos bezerros afetados (AGERHOLM et al., 2015)

Malformagdes em outros 6rgaos e sistemas podem estar associadas as anomalias
em sistema nervoso central ou ocorrerem de forma isolada (BLANCHARD et al., 2010).
Entre as anormalidades musculoesqueléticas, destacam-se a artrogripose, o
bragnatismo mandibular, o encurtamento dos membros e a hipoplasia muscular
(GROOMS, 2004; BLANCHARD et al., 2010). Outras malformag¢des congénitas que
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foram associadas a infecgao por BVDV incluem alteragdes oculares como microftalmia
bilateral, catarata, displasia retiniana, neurite Optica e atrofia, além de anomalias
pulmonares e timicas, caracterizadas por hipoplasia, bem como displasia renal
(GROOMS, 2004). Ha relatos de alteracdes de pelagem como hipotricose, alopecia e
pelos crespos (LARSSON et al., 1991). Bezerros nascidos fracos apds infecgdo uterina
apresentam alta mortalidade na primeira semana de vida, bem como baixo crescimento

até o desmame, se comparados com bezerros saudaveis (FOUNTAIN et al., 2021).

1.8 INFECCAO PERSISTENTE

Fetos que sobrevivem a infeccdo por BVDV até 120 dias de gestacéo,
consequentemente desenvolvem imunotolerédncia e tornam-se Pl (LIEBLER-
TENORIO, 2005). Para que haja persisténcia viral, a infeccdo deve ocorrer durante um
periodo de desenvolvimento fetal em que o sistema imunoldgico esta incompleto, com
respostas imunes inatas e adaptativas evitadas, o que permitira que as proteinas virais
sejam reconhecidas como autoantigenos, que resultard em viremia constante e
eliminacdo de grandes quantidades de virus em todas as excrec¢des e secregdes,
incluindo leite, sémen, saliva, secre¢des nasais, urina, sangue e aerossois (LANYON
et al., 2014). A persisténcia esta associada a infecgao por cepas NCP, as quais
possuem habilidade de inibir a inducdo de IFN-1, um importante mediador da
imunidade inata em infecgdes fetais precoces (SCHWEITZER et al., 2006). Apesar da
capacidade de atravessarem a placenta e alcangarem o feto, as cepas CP nao foram
associadas ao estabelecimento de infec¢des persistentes (BROWNLIE et al., 1989;
CANAL et al., 1998).

A infeccdo aguda de matrizes prenhes suscetiveis é a origem mais frequente de
animais Pl, embora vacas Pl originem somente descendentes Pl (LANYON et al.,
2014). Estes animais podem ser clinicamente saudaveis, mas geralmente apresentam
subdesenvolvimento, fertilidade reduzida e imunossupressédo constante, que resulta
em morte devido a infec¢des secundarias em diversos sistemas durante o primeiro ano
de vida ou ao desenvolvimento de doenca das mucosas (HANSEN et al., 2010;
BIANCHI et al., 2017). Os fetos Pl apresentam peso ao nascer significativamente
menor e comprimento cranio-coccigeo inferior quando comparados com fetos
transitoriamente infectados ou saudaveis (HANSEN et al., 2010). Bezerros Pl que
eventualmente sobrevivam ao primeiro ano de vida apresentam desempenho
prejudicado, com ganhos de peso vivo diario reduzidos até os 450 dias de idade

(FOUNTAIN et al., 2021). As anormalidades no crescimento apresentadas por esses
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animais podem estar relacionadas ao comprometimento da modelagem trabecular de
0ossos longos, resultado da diminuicdo de osteoclastos e baixa atividade de
osteoblastos (WEBB et al., 2012).

1.9 DOENCA DAS MUCOSAS

A doenga das mucosas (DM) é uma sindrome clinico-patoldgica grave e fatal que
acomete animais PI (HILBE et al., 2013). O desenvolvimento da enfermidade ocorre
quando ha infecgdo simultdnea entre uma cepa CP do BVDV antigenicamente
semelhante ou, mais frequentemente, por mutagdes na cepa NCP ja circulante no
animal Pl (CHERNICK et al., 2018). O biétipo CP difere do NCP devido a sua
capacidade de expressar a proteina NS3, uma forma clivada da proteina NS2-3
presentes no bidtipo NCP, capaz de induzir morte celular e lesdes epiteliais,
principalmente pela ativagdo da via apoptética intrinseca, com maior expresséo de

caspases especificas (HILBE et al., 2013).

Animais Pl de todas as idades podem ser afetados pela doenca, mas com maior
frequéncia até um ano de idade (DARWEESH et al., 2015; CRUZ et al., 2018). As
células epiteliais sdo alvos comuns, principalmente os queratinécitos do trato
espinhoso, que se tornam necrdéticos e resultam em lesdes erosivas e ulcerativas em
pele, plano nasal, pré-estdmagos, abomaso e intestinos (BIANCHI et al., 2017). As
lesbes extensas ao longo do trato gastrointestinal sdo as caracteristicas mais
marcantes do quadro e predispdem a diarreia e infecgbes bacterianas secundarias,
induzindo um quadro de doencga perceptivel (CRUZ et al., 2018). Entre os achados
clinicos tipicos, destaca-se a anorexia e 0 emagrecimento progressivo, febre, secregéo
nasal e ocular, desidratacao, claudicacao e lesdes cutaneas generalizadas (BIANCHI
et al.,, 2017; CRUZ et al., 2018). A DM pode ocorrer sob a forma de surto e possui alta
taxa de mortalidade, com progressao ao ébito dentro de poucas semanas apds o inicio
dos sinais clinicos (CRUZ et al., 2018).

1.10 SINDROME NEFROTICA

Nefropatias sdo raramente associadas ao BVDV, com descrigbes de
glomerulopatias associadas a infeccao persistente (TRANG et al., 2014; WHITE et al.,
1986). A etiologia dessas lesdes esta ligada a persisténcia do virus no hospedeiro,
que, apesar de ser sorologicamente negativo e imunotolerante, pode favorecer a
deposi¢ao de imunocomplexos nos glomérulos (HEWICKER et al., 1987). A patogenia

da sindrome nefrética fundamenta-se em mecanismos imunomediados, nos quais ha

N

00 P4g. 27 de 108 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00006105/2026 e o cédigo 12H5EEZ0.



27

uma reacao de hipersensibilidade do tipo Ill, onde o antigeno viral, o componente C3
do complemento e imunoglobulinas, especialmente a IgG, acumulam-se no espago

mesangial e em membrana basal dos glomérulos (TRANG et al., 2014).

Clinicamente, a sindrome nefrética em bovinos caracteriza-se por edema
generalizado, ascite e emagrecimento, muitas vezes acompanhados de diarreia
persistente (WHITE et al., 1986). Os achados macroscopicos em nefropatias
imunomediadas tendem a ser discretos, mas incluem rins levemente aumentados, por
vezes palidos, com cortical manifestando pontos avermelhados ou micro-nodulagdes
conforme a cronicidade (NEWMAN, 2011). Microscopicamente, a les&o mais
caracteristica € a glomerulonefrite membranoproliferativa, definida por glomérulos
hipercelulares e hipersegmentados devido a proliferacao de células mesangiais e
endoteliais, além do aumento da matriz mesangial (TRANG et al., 2014). Em casos
avangados, observa-se também fibrose periglomerular, esclerose focal e nefrose

tubular com presenca de cilindros hialinos (NEWMAN, 2011).

A confirmacéao de sindrome nefrética secundaria a glomerulopatia imunomediada
se baseia na evidenciacédo de depdsitos de imunoglobulinas nas membranas basais
dos glomérulos por meio de imunofluorescéncia, bem como na associagdo com o
quadro clinico debilitante e as lesdes anatomopatoldgicas renais (HEWICKER et al.,
1987; TRANG et al., 2014).

1.11EFEITOS NO SISTEMA RESPIRATORIO

O BVDV exerce importante papel no estabelecimento de doencas no trato
respiratério de bovinos (GUO et al.,, 2021). A infecgdo pelo virus pode ocasionar
pneumonia leve e, esporadicamente, resultar em surtos, com manifestagdes clinicas
de doenca respiratéria como febre, taquipneia e estertores pulmonares alterados
(WALZ et al., 2020). Embora ndo seja o principal local de replicagédo, o BVDV pode
estabelecer infecgdes no trato respiratorio de bovinos e ocasionar lesdes ao epitélio e
deplecdo do tecido linfoide associado a brénquios e bronquiolos (BALT), com
manifestagbes predominantemente subclinicas (LIEBLER-TENORIO et al., 2002).
Apesar disso, as doencas respiratorias estao entre os principais desafios enfrentados
por animais imunossuprimidos por BVDV, especialmente os PI, que frequentemente
sucumbem a doenca (RIDPATH, 2010).

O BVDV é um dos principais agentes associados a doenga respiratéria bovina

(DRB), uma sindrome polimicrobiana caracterizada pela interagao entre dois ou mais
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microrganismos patogénicos, virais e/ou bacterianos (GUO et al., 2021). Entre os
demais agentes mais comumente evolvidos, destacam-se: Herpesvirus bovino-1
(BoHV-1), Influenzavirus D (Flu D), Respirovirus bovino 3 (PI-3) e Orthopneumovirus
bovino (BRSV) e Coronavirus bovino (BCoV); as bactérias comensais do trato
respiratorio pertencentes a familia Pasteurellaceae, Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida e Histophilus somni, além de Mycoplasma spp. (GAUDINO et al.,
2022). A DRB comumente acomete animais jovens e sob a forma de surtos,
principalmente quando sdo submetidos a condigdes ambientais altamente
estressantes, como desmame, transporte e superlotacdo (SILVA SILVEIRA et al.,
2020).

Apesar de nao atuar diretamente como um patdégeno respiratério primario, o BVDV
contribui de diferentes maneiras para a ocorréncia e aumento da gravidade da DRB
(RIDPATH, 2010). Seu papel principal durante a DRB é imunossupressor, que cursa
com supressao da quimiotaxia celular, producdo de interferon e fagocitose,
predispondo o estabelecimento de infecgdes secundarias por agentes oportunistas
(AL-KUBATI et al., 2021). Efeitos sinérgicos entre BVDV e agentes secundarios
também ocorrem e resultam em patogénese aumentada e disseminagéo facilitada de
patdgenos pelos tecidos (RIDPATH, 2010). Apesar de agentes bacterianos estarem
frequentemente envolvidos na DRB, coinfec¢gdes unicamente virais sdo comuns e
normalmente associadas a prévia infecgao por BVDV, que agrava a doenga respiratéria
induzida por outros virus de maneira semelhante as superinfecgdes bacterianas
(GUADINO et al., 2022).

1.12 EPIDEMIOLOGIA

Estudos epidemioldgicos acerca do BVDV foram desenvolvidos em todo o mundo
e evidenciaram distribuicdo global do agente através da prevaléncia de antigenos e
anticorpos na populac¢ao bovina (SCHARNBOCK et al., 2018; ZIRRA-SHALLANGWA
et al., 2022; SU et al., 2023). A detecgdo do antigeno demonstrou taxa global de
infecgao ativa de 15,74%, com os maiores indices de positividade observados na
Europa (23,27%) e Asia (16,75%). Com relacdo a deteccéo de anticorpos, 42,77% da
populacdo amostrada demonstrou contato prévio com BVDV, sendo a América do Sul
a regidao com maior positividade (76,4%), seguida pela América do Norte (47,79%) (SU
et al., 2023). A prevaléncia mundial de infec¢ao persistente é estimada em 0,36% a

nivel animal e 18,88% a nivel de rebanho, demonstrando acometimento principal de
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animais com menos de 6 meses oriundos de rebanhos leiteiros ndo vacinados
(SCHARNBOCK et al., 2018).

A distribuicdo mundial do BVDV-1 ¢ significativamente mais ampla em relagcao ao
BVDV-2. Uma ampla variedade de subgendtipos ocorre principalmente em paises
europeus e asiaticos, em contraste com menor diversidade observada nas Américas,
Australia e Africa. No continente americano, o BVDV-1 também é predominante em
relagado ao BVDV-2, especialmente o BVDV-1a e 1b, mas com baixa variabilidade entre
os diversos subgnenétipos (YESILBAG et al., 2017). No Brasil, as detecc¢des de
pestivirus ocorreram de forma distinta entre as diferentes regides. Aproximadamente
54,4% dos isolados referem-se ao BVDV-1, envolvendo principalmente os
subgnendtipos 1a (32,9%) e 1b (21,8%). Ja a detecgdo do BVDV-2 ocorreu em 25,7%
dos casos, com predominancia do subgendtipo 2b (85,2%), sendo a maioria dos
isolados obtidos no Rio Grande do Sul (FLORES et al., 2018). O P. braziliense tem sido
frequentemente detectado em diferentes estados do pais, com estudos recentes que
apontam uma possivel predominancia no cenario nacional (MOSENA et al., 2022;
BAUMBACH et al., 2023).

A prevaléncia do BVDV pode estar relacionada ao tamanho do rebanho. A
continuidade do agente é favorecida em rebanhos maiores, principalmente, pela
densidade animal, manejo inadequado e maior propensdo a exposi¢ao de animais
externos (ZIRRA-SHALLANGWA et al., 2022), enquanto rebanhos pequenos e de
baixa densidade tendem a baixa ocorréncia do virus, sobretudo pela possibilidade de
autodepuracao (ALMEIDA et al., 2013). O tipo de exploragcdo também interfere na
soropositividade. Os niveis de soroprevaléncia apresentam-se mais elevados no gado
leiteiro, possivelmente pelo longo periodo de servigco das vacas, frequente contato
entre animais e ordenhadores, assim como maior possibilidade de infecgdo cruzada
durante o manejo diario (SU et al., 2023). Rebanhos de corte apresentaram
soroprevaléncia significativamente mais baixa, menor numero de individuos Pl e
menos problemas relacionados ao BVDV se comparado a rebanhos mistos ou leiteiros,

mesmo sem vacinagdo (SARRAZIN et al., 2013).

A transmissao vertical € a via mais importante e eficiente para a disseminacao do
BVDV, sendo responsavel pela geragdo de animais Pl, os quais eliminam o virus
continuamente ao longo de sua vida (LANYON et al., 2014). A taxa de disseminagao
do virus depende, em grande parte, da oportunidade de contato entre os animais Pl e

outros bovinos suscetiveis, especialmente em rebanhos ndo vacinados (MCGOWAN
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et al., 2020). A principal forma de introdugdao de um animal Pl nos rebanhos se da pela
comercializagado de bezerros infectados e, principalmente, matrizes gestantes de um
produto PI, os quais induzem surtos de infecgdes agudas, principalmente em rebanhos
sem imunidade previa (ALBRECHT et al., 2021). Independentemente do tamanho do
rebanho, uma unica introdu¢édo de animal Pl pode ocasionar persisténcia viral em uma
populagdo por até trés anos, com maior impacto na produtividade um ano apds a
introducéo (DAMAN et al., 2015).

Além da transmissao vertical, a transmissao horizontal pode ocorrer por diversas
situacdes. O contato direto focinho-focinho entre bovinos de propriedades vizinhas,
assim como comercializacao associada ao transito rotineiro de animais com status
imunoldgico desconhecido, principalmente quando ha o envolvimento de animais Pl
(QI et al., 2019). Apesar de animais Tl serem potenciais fontes de infecgéo, estes
apresentam um periodo relativamente curto de secrecdo viral, aliado a reduzida
quantidade de particulas virais eliminadas, o que reduz significativamente a eficiéncia
na transmissao do BVDV (GOTO et al., 2021). No entanto, grandes rebanhos podem
ser uma excegao, pois a circulagéo prolongada do virus entre sucessivos hospedeiros
temporarios pode compensar a auséncia momentanea de fontes persistentes, até que
ocorra eventual infeccdo de fémeas prenhes e surgimento de um animal PI, crucial

para a sobrevivéncia do virus por longos periodos (SCHWEITZER et al., 2021).

Outras formas de disseminagao incluem a contaminagcdo de vacinas que
possuam em sua formulagao subprodutos biolégicos, como soro fetal bovino, também
por embrides e sémen contaminados e indevidamente tratados, exame retal, bem
como a utilizagdo de instrumentos infectados (LANG-REE et al., 1994; VALLE et al.,
1999; NISKANEN & LINDBERG, 2003). Fatores associados a biosseguridade e higiene
foram fatores de risco em sistemas de corte e produgao leiteira, especialmente pela
movimentacao de pessoas e equipamentos entre diferentes fazendas e rebanhos, que

constitui uma fonte potencial de introdug¢éo do virus (ALMEIDA et al., 2013).

1.13 DIAGNOSTICO

O diagndstico do BVDV é essencial para o controle e erradicagdo do agente nos
rebanhos, sendo possivel por meio de diferentes técnicas laboratoriais
(SCHWEITZER et al., 2021; WANG & PANG, 2024). Os métodos de diagndéstico tém
evoluido consideravelmente ao longo dos anos, com uma énfase crescente em testes

mais sensiveis e especificos, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase com
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Transcrigao reversa (RT-PCR) e variagdes, assim como o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA), adequados para triagens em larga escala e programas de controle de
rebanhos (WERNIKE & BEER, 2024). O isolamento viral ainda € uma técnica valiosa
para pesquisa e confirmagcdo de casos, enquanto os testes soroldgicos sao
amplamente utilizados para vigilancia, além da imuno-histoquimica para associag¢des
do virus as lesdes histolégicas (WANG & PANG, 2024).

3.11.1Isolamento Viral (IV)

O isolamento viral € considerado um método padrao ouro para o diagnéstico do
BVDV, utilizado para identificagdo viral em animais vivos através de amostras de
sangue total, além de érgéos linfoides como bacgo, timo, linfonodos, placas de Peyer
de animais necropsiados e fetos abortados (SANTOS et al.,, 2011). Este processo
envolve a inoculagao das amostras bioldgicas de animais suspeitos em uma variedade
de culturas celulares suscetiveis a infecgcao pelo virus, sobretudo células de células
MBDK, oriundas de rim bovino (WANG et al., 2023). A replicagao viral é identificada
através de efeito citopatico, caracterizado por vacuolizagao citoplasmatica e, por vezes,
fusdo celular (RANA et al., 2025b). Entretanto, a maioria quase absoluta das cepas
isoladas a campo sao do tipo ndo-citopatica (NCP), as quais ndo induzem morte celular
e precisam ser identificadas com o uso de técnicas especificas, como a
imunofluorescéncia e RT-PCR (SPETTER et al., 2020).

Embora seja um meétodo classico de diagndéstico do BVDV, ha desvantagens
relacionadas a complexidade para realiza-lo, como tempo para que o resultado seja
obtido, necessidade de amostras virais integras (WANG & PANG, 2024). O isolamento
viral pode ter sua eficacia comprometida quando utilizado para diagnéstico do BVDV
em bezerros sob efeito da imunidade materna, pois a agao de anticorpos colostrais
pode reduzir os niveis de virus, bem como em animais com infec¢do aguda e

transitéria, os quais apresentam baixa carga viral circulante (RIDPATH, 2010).

3.11.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O ELISA é um método de diagndstico soroldgico rapido e eficaz para a detecgao
de anticorpo (indireto) ou antigeno (direto) (LANYON et al., 2014). O ELISA indireto
consiste em um teste simples e rapido, de excelente sensibilidade e especificidade,
amplamente utilizado em programas de controle e erradicagdo em larga escala
(SCHWEITZER et al., 2021), podendo ser aplicado na deteccao de anticorpos contra
proteinas virais especificas em amostras de soro e leite (WERNIKE & BEER et al.,
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2022). Varias modalidades do teste foram recentemente desenvolvidas, direcionados
a deteccao de diferentes proteinas como E2, tE2, além de um ELISA recombinante
para detecgao de NS3 e um ELISA multiplex, desenvolvido para identificar anticorpos
contra cinco diferentes patdgenos virais (WANG & PANG, 2024). No entanto, esse teste
apresenta algumas limitagdes, como a impossibilidade de detectar animais PI, os quais
nao produzem anticorpos especificos para o virus, além da incapacidade de distinguir
anticorpos do BVDV e o virus da doenga da fronteira (Pestivirus ovis) em rebanhos
mistos de bovinos e ovinos (SCHWEITZER et al., 2021).

O ELISA direto também apresenta boa sensibilidade e especificidade na
deteccdo do BVDV, com frequente utilizacdo para identificacdo de animais PI
(WERNIKE & BEER, 2024). As proteinas virais NS3 e E™S s&do altamente conservadas
entre as cepas do BVDV e utilizadas como antigenos alvo, o que possibilita a
identificagcdo, principalmente, em entalhes de orelha, por ndo sofrer interferéncia de
anticorpos maternos (SCHWEITZER et al., 2021), mas também em soro sanguineo e
leite (DUBOVI, 2013). Apesar de ser altamente eficiente no diagndstico, o ELISA direto
possui limitagdes. A presencga de anticorpos colostrais em bezerros muito jovens pode
bloquear a detecgdo do antigeno e ocasionar um resultado falso-negativo, por esse
motivo, teste de soro ndo é recomendado para bezerros com menos de 3 meses de
idade (WERNIKE & BEER, 2024). Resultados de testes falso-negativos também
podem ser obtidos usando amostras de soro com animais Pl que foram repetidamente
vacinados para BVDV, principalmente se utilizadas vacinas vivas modificadas
(DUBOVI, 2013).

3.11.3 Imuno-Histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica (IHQ) € uma técnica de detecgao de antigeno em tecidos
por uma reagao quimica que resulta na coloragdo de um agente cromogénico com
base na ligacdo de anticorpos a um antigeno especifico (HARMS et al., 2023).
Programas de controle do BVDV envolvem diretamente a identificacao de animais Pl
nos rebanhos e podem contar com o auxilio da imuno-histoquimica (DUBOVI, 2013).
Essa técnica possibilita um diagnéstico especifico e sensivel para Pestivirus, com a
identificacdo do BVDV em infecgdes persistentes por meio amostras de pele e diversos
outros orgaos fixados em formalina e incluidos em parafina, bem como em tecidos de
fetos abortados e natimortos (SANTOS et al., 2011; BIANCHI et al., 2017). Nos casos

de animais com infec¢ao aguda e transitoria, a marcagao também ocorre, porém com
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menor intensidade (CORNISH et al., 2005). A técnica de IHQ possui a vantagem de
nao ser afetada pela presenca de anticorpos maternos, o que permite a utilizagao do

teste em animais de qualquer idade (HILBE et al., 2007).

A IHQ é um teste laborioso e propenso a problemas operacionais, além de estar
sujeito a analises subjetivas na determinagdo do resultado, o que requer maior
experiéncia técnica (CORNISH et al., 2005). Além disso a técnica se limita a detecgao
da presenca do antigeno, néo sendo capaz de caracterizar genotipicamente a amostra
viral presente nos tecidos, uma vez que amplificagdo e sequenciamento do material

genético depende da associagao de outras técnicas (SANTOS et al., 2011).

3.11.4 Reacao em Cadeia da Polimerase com Transcricao Reversa (RT-PCR)

A RT-PCR é um método superior de deteccao, que oferece agilidade, maior
especificidade e sensibilidade em comparacao ao isolamento viral, além de poder
determinar a sequéncia de acido nucleico do BVDV em amostras nas quais o virus foi
inativado (WANG & FENG, 2024). Devido a sua alta eficiéncia, essa técnica se tornou
0 método diagndstico rotineiro para BVDV (VILCEK et al., 1994a; CANAL et al., 1998),
que pode ser aplicada sobre uma variedade de amostras bioldgicas, incluindo soro,
sangue, leite, tecidos e 6rgaos (SPETTER et al., 2021), especialmente nos casos de
aborto e natimortalidade (MARIAN et al., 2024; WERNIKE & BEER, 2024). Para fins
de diagndstico, a regidao 5'UTR é geralmente escolhida como alvo de PCR, pois € a
regiao mais conservada entre os pestivirus, permitindo a detecgao simultanea de varios
gendtipos (SCHWEITZER et al., 2021).

Por ndo ser afetada pela presenga de anticorpos maternais, a RT-PCR ¢ a
técnica mais indicada para testagem de animais com idade inferior a 6 meses,
garantindo a detecgao de infecgdes persistentes, assim como infecgdes transitérias
quando o animal foi amostrado durante a fase virémica (HANON et al., 2014). O
resultado positivo ndo define o estado clinico do animal, uma vez que a técnica permite
a detecgao do material genético do virus em animais vacinados com vacinas vivas
modificadas, agudamente infectados ou com infeccéo persistente, a qual somente
pode ser determinada apds a positividade em sucessivas analises, com intervalo
minimo de quatro semanas (DUBOVI, 2013). ART-PCR permite, ainda, o agrupamento
de amostras e realizagao do teste através de pools, com a diminuigdo dos custos para
triagem de um rebanho (SCHWEITZER et al., 2021).
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A maioria das técnicas moleculares disponiveis sao capazes de identificar
simultaneamente BVDV-1 e 2 (SCHWEITZER et al., 2021). Entretanto, ensaios de RT-
PCR amplamente empregados na rotina diagndstica, especialmente aqueles
direcionados a regidao 5'UTR, podem apresentar falhas de amplificagao decorrentes de
incompatibilidades de sequéncia entre os primers e o genoma do P. braziliense,
resultando em baixa sensibilidade ou mesmo auséncia de deteccdo (MOORTHY et al.,
2019). Diante disso, RT-PCR de alta sensibilidade, técnicas multiplex, bem como
desenvolvimento de primers PanPestivirus, foram introduzidos com o objetivo de
detectar simultaneamente BVDV-1, BVDV-2 e P. braziliense em uma unica reagao,
permitindo a diferenciacdo de pestivirus em regides onde multiplas espécies virais
circulam paralelamente (MARI et al., 2016; MONTEIRO et al., 2019).

3.11.5 Sequenciamento Genético e Filogenia

O sequenciamento genético, total ou parcial, tem se tornado uma ferramenta
importante tanto no diagnodstico quanto na compreensdo da epidemiologia do virus
(RIVAS et al., 2022). Caracterizar geneticamente os isolados do BVDV é fundamental
para a identificacdo de variagdes biolégicas relacionadas a patogenicidade e
apresentacao clinica, além de determinar a variabilidade antigénica entre gendtipos e
subgendtipos (ZHU et al., 2022). A associagdo com a analise filogenética possibilita
estabelecer a ocorréncia e distribuicdo de diferentes representantes do BVDV em
determinadas regides, além da identificacdo de variantes atipicas do virus (MOSENA
et al., 2022). A tipificacao do virus detectado possui implicacdes no controle do agente
nos rebanhos, uma vez que a utilizacdo de vacinas com determinados gendtipos e
subgendtipos pode conferir imunidade insuficiente a animais desafiados por cepas
diferentes das vacinais (AL-KUBATI et al., 2021).

3.11.6 Outras Técnicas Moleculares

Diversas outras técnicas moleculares podem ser empregadas na deteccéo do
BVDV. A PCR em tempo real € uma alternativa importante a PCR convencional, pois
pode monitorar a producdo de produtos de amplificacdo em tempo real por meio da
deteccao de um sinal fluorescente durante cada ciclo da reag¢ao, sendo SYBR Green |
e a sonda TagMan sao os dois ensaios de PCR em tempo real mais comumente usados
(WANG & FENG, 2024). O SYBR Green | mostra-se altamente sensivel para detectar
a infecgdo aguda, principalmente por BVDV-1, em sangue total de bovinos, com

sensibilidade considerada dez vezes maior do que a da RT-PCR convencional (ZHANG
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et al., 2011), além de maior taxa de deteccdo da infecgdo em amostras de aerossol
(HOU et al., 2020). Ja a PCR multiplex em tempo real com sondas TagMan é altamente
precisa e especifica para detecgdo do BVDV-1 e BVDV-2, com aumento de 10.000
vezes na sensibilidade em relagdo a técnica convencional (WANG & FENG, 2024),
sendo muito utilizada para o diagnéstico de multiplos agentes envolvidos na doenga
respiratoria bovina (ZHANG et al., 2022).

A hibridizagdo in situ (HIS) € uma técnica passivel de utilizacdo para o
diagnostico do BVDV, sendo amplamente utilizada para deteccéo e localizagdo de
acidos nucleicos em amostras biologicas (MONZEJI et al., 2016). A hibridizagao in situ
€ baseada na formacéao de pares de bases complementares entre sondas marcadas e
o RNA viral alvo nas amostras de tecido fixadas (HEIDARE et al., 2021). As sondas de
hibridizagdo para BVDV sé&o projetadas com sequéncias complementares ao RNA do
virus, geralmente focando em regides conservadas do genoma, e podem ser marcadas
com diferentes componentes que emitem fluorescéncia ou enzimas, possibilitando a
visualizacdo por microscopia de fluorescéncia ou microscopia 6ptica apds reacao de
coloracédo (MONZEJI et al., 2016). Embora a PCR e o ELISA sejam amplamente
utilizados para diagnostico do BVDV, a utilizagdo desses testes requer dispositivos
especializados e onerosos que podem limitar sua aplicagao rotineira, dessa forma a
HIS oferece uma ferramenta complementar que se destaca pela sua capacidade de
demonstrar o agente diretamente no tecido infectado, além de maior facilidade de
aplicacéo (ASKARAVI et al., 2017)

3.12 CONTROLE E PREVENCAO

Os paises europeus foram pioneiros no desenvolvimento de programas voltados
ao controle e erradicacdo do BVDV. Até o final da década de 80, acreditava-se que
controlar o virus era inviavel devido a sua ampla distribuicdo e a falta de testes
diagnodsticos eficazes e acessiveis, mas com o surgimento dos testes de ELISA o
diagnostico em larga escala foi possivel (GOTTSCHALK et al., 1992). O primeiro
programa voluntario surgiu na Alemanha, ainda na década de 80, com foco na
deteccgdo e eliminagcdo de animais Pl e na vacinagéo gratuita de fazendas livres do
virus (MOENNIG & YARNALL, 2021).

Estratégias de controle do BVDV tém se mostrado eficazes quando ha atencao a
epidemiologia do virus, com enfoque principal na detec¢éo e descarte de animas PI,

estabelecimento da vacinacédo em rebanhos livres e biosseguridade (EVANS et al.,

w

~ P4g. 36 de 108 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00006105/2026 e o codigo 12H5EEZ0.



36

2019). Diversos paises ao redor do planeta estabeleceram programas de controle e
erradicacdo do BVDV, voluntarios ou obrigatérios, com a utilizagdo de técnicas
moleculares e sorolégicas para detecgdao da circulagdo viral nos rebanhos
(SCHWEITZER et al., 2021; ALBRECHT et al., 2021; TOPLAK et al., 2021). Em paises
com alta soroprevaléncia e/ou vacinagao disseminada, a detecgao direta do virus foi o
método de escolha em vez da vigilancia sorologica (MOENNIG & YARNALL, 2021). Na
Suiga, um dos paises europeus com maior prevaléncia do BVDV, a testagem em
massa da populacéo e, posteriormente de todos recém-nascidos, permitiu a detecgao
viral e eliminagdo de positivos, culminando na erradicagdo do BVDV no pais.
Posteriormente, uma vigilancia soroldgica foi estabelecida para manutengao do status
e deteccdo precoce de possiveis ressurgéncias do virus, a partir da analise de
amostras de leite ou soro (SCHWEITZER et al., 2021).

Apesar da diversidade de estratégias adotadas em esquemas de controle e
erradicagcao do BVDV, alguns componentes sao fundamentas para que resultados
eficazes sejam alcancados: a identificacdo de rebanhos infectados, associada a
detecgéo e remogao de animais PI; controle e restricdo da movimentagédo de gado com
status desconhecido para evitar a disseminacdo do agente, principalmente pelo
comeércio regional; ado¢ao de medidas de biosseguranga, como o estabelecimento de
regras de quarentena para animais recebidos, controle na circulagédo de funcionarios e
pessoas externas ao rebanho, bem como adogao de critérios de higiene e limpeza das
instalagdes e equipamentos contactantes aos animais; classificagdo de animais e
rebanhos de acordo com seu status BVDV (MOENNIG & YARNALL, 2021).

A vacinacédo é uma importante ferramenta de controle adicional, principalmente
quando destinada a imunizagdo de fémeas bovinas para prevenir uma nova geragao
de bezerros Pl (MOENNIG & YARNALL, 2021). As vacinas sao indicadas em situagoes
que ha grande rotatividade animal, presengca de animais soropositivos, além de
histérico de doenca clinica e/ou reprodutiva com a confirmacédo do envolvimento do
BVDV (RIDPATH, 2010). Atualmente, existem vacinas vivas modificadas e vacinas
inativadas contra BVDV, as quais possuem cepas do tipo 1 e 2, com escassa variedade
de subgnendtipos, além da auséncia de cepas de P. braziliense (HoBi-like) (EVANS et
al., 2019; BAUMBACH et al., 2023).

No Brasil, a maioria das vacinas contra o BVDV disponiveis ho mercado séo
inativadas e polivalentes, porém, recentemente duas vacinas vivas atenuadas foram

disponibilizadas, as quais possuem cepas do BVDV-1 e BVDV-2 em suas formulagoes,
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todas importadas, geralmente produzidas a partir de cepas americanas e alemas
(SILVA et al., 2021). Estudos demonstraram variagdes biologicas de rebanhos
brasileiros em resposta a vacinagdo, como grande circulagdo viral e presenca de
animais TI, grande variacao de titulos na avaliagdo sorologica em rebanhos vacinados
(FRITZEN et al., 2024). A falta de vacinas produzidas a partir de cepas presentes na
regido onde se encontra a populagao a ser imunizada é problematica, pois a ocorréncia
de diferentes espécies, subgendtipos e variantes antigénicas em circulagao tende a
resultar por falhas vacinais (FLORES et al., 2000). Dessa forma, as vacinas devem
conter em sua composicao espécies e subtipos presentes no territério em que sera
aplicada (RIDPATH, 2010).
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1. ARTIGO 1: OUTBREAK OF BVDV-1b ASSOCIATED WITH PERSISTENT
INFECTION, REPRODUCTIVE LOSSES, AND CONGENITAL MALFORMATIONS
IN BEEF CATTLE IN SOUTHERN BRAZIL
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Abstract

An outbreak of bovine viral diarrhea virus (BVDYV) in a herd of 218 beef cattle resulted in 15 late-term abortions and the
birth of two weak calves. Neonate 1, at 28 days of age, exhibited ataxia and paresis, while Neonate 2, at one day of age,
was underdeveloped. Neonate 1 presented with cerebellar hypoplasia, hydrocephalus, and porencephalic cysts. Histologi-
cal examination revealed foliar dysgenesis and ectopic Purkinje neurons. Neonate 2, weighing 7 kg at birth, showed no
histologic lesions. A single fetus at six months was necropsied and showed no gross lesions. However, histopathology
revealed multifocal lymphoplasmacytic inflammation. Tissue samples from the neonates and fetus were tested for BVDV
by RT-PCR, yielding negative results. Brain tissue was tested by RT-PCR for Simbu serogroup viruses and by PCR for
Neospora caninum and Toxoplasma gondii, all of which returned negative results. The entire herd was subjected to serum
sampling for BVDV testing by RT-PCR. Six calves tested positive in all three consecutive rounds of testing, while one
calf tested positive only once. Sera from the seven RT-PCR positive calves were subsequently tested by ELISA for anti-
gen detection, with six testing positive. They were also tested by ELISA for antibody detection, with two calves show-
ing seropositivity. Amplification products from three samples were submitted for Sanger sequencing and phylogenetic
analysis, which identified BVDV-1b with 100% homology among the three sequences and a high similarity to Chinese
strains. This study reports an outbreak of persistent infection by BVDV-1b in southern Brazil, with associated congenital
malformations and reproductive losses.

Keywords Teratogenesis - Reproductive failure - Pestivirus - Pathology

Introduction

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is recognized as
one of the major threats to cattle health and productiv-
ity worldwide, causing significant economic losses to
the livestock industry [32]. The virus belongs to the
< Renata A. Casagrande Flaviviridae family, genus Pestivirus, with two primary

renata.casagrande@udesc.br species that have been taxonomically reclassified as Pes-
. tivirus bovis (BVDV-1) and Pestivirus tauri (BVDV-2),

Laboratorio de Patologia Animal, Centro de Ciéncias h . 1 ch terized sub t
Agroveterinarias, Universidade do Estado de Santa Catarina cach encompassing several characterized subgenotypes

(UDESC), Lages, Santa Catarina 88520-000, Brazil [29].

2 Laboratério de Virologia Veterinaria, Universidade Federal .T.he primary meChaI.nsm of .BVDV p erSIS.ten.Ce. s 1ts
do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre 91540-000, ability to produce persistently infected (PI) individuals,
Rio Grande do Sul, Brazil which exhibit continuous viremia and shed large quanti-

3 Instituto de Pesquisas Veterinrias Desidério Finamor ties of viral particles through their excretions. These ani-
(IPVDF), Eldorado do Sul 92990-000, Rio Grande do Sul, mals represent the primary source of transmission within
Brazil
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herds [27]. In addition to persistent infection, BVDV is
associated with a range of reproductive complications,
including conception failure and abortions at any stage
of pregnancy [22], as well as congenital malformations,
such as musculoskeletal deformities and central nervous
system abnormalities [15].

Outbreaks of Bovine Viral Diarrhea (BVD), resulting
in multiple PI animals, have been reported in Brazil, par-
ticularly in open herds with frequent animal movement
[4, 13, 21]. In Santa Catarina state, BVDV detection and
molecular characterization have been limited, with scarce
information regarding its impact on the cattle population
[22, 26]. Therefore, the aim of this study is to describe an
outbreak caused by BVDV-1b in a beef cattle herd in the
Santa Catarina state, Southern Brazil, characterized by
the occurrence of persistently infected calves, congenital
malformations, and reproductive failures.

Materials and methods

In the spring of 2022, a beef cattle herd located in the
mountainous region of Santa Catarina experienced a sig-
nificant increase in reproductive disorders. The farm cov-
ered an area of 240 hectares, where cattle from different
origins were progressively introduced over the course of
one year. The breeding herd primarily consisted of Bra-
ford cattle, including approximately 170 cows, the oldest
of which was four years old, two bulls purchased from
other local farmers at different times, eight one-year-old
bulls, and 38 calves, all born on the property. The animals
were managed under a semi-extensive system, grazing
on native pastures during the summer and cultivated rye-
grass and oats during the winter. Regarding reproductive
management, fixed-time artificial insemination (FTAI)
was employed, with bulls used exclusively for natural
mating. The herd had not been vaccinated against repro-
ductive diseases.

Two neonatal bovines and one fetus underwent nec-
ropsy. Tissue samples from all organs were collected in
10% buffered formalin, embedded in paraffin blocks, pro-
cessed routinely, and stained with hematoxylin and eosin
(HE) for optical microscopy examination. Brain, spleen,
and thymus samples were also collected and stored at
—80 °C for further testing.

All animals in the herd underwent three blood collec-
tions at an average interval of 50 days. Approximately 10
mL of blood was obtained by venipuncture of the jugu-
lar and/or coccygeal veins. The samples collected dur-
ing each session were centrifuged to separate the serum,
which was then transferred to 2 mL microtubes and stored
at —80 °C for subsequent RT-PCR analysis.
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Serum samples from the entire herd, as well as frozen
spleen, thymus, and brain samples from the fetus and the
two necropsied calves, were submitted to RT-PCR for
the detection of BVDV using primers 324 F and 326R,
which target the 5S’UTR region of the pestivirus genome
[38]. Brain samples from Neonates 1 and 2 were also sub-
jected to RT-PCR for the detection of viruses from the
Simbu serogroup, which includes Schmallenberg virus
(SBV), Shamonda virus, Akabane virus, and Aino virus,
using primers panOBV-L-2959F and panOBV-L-3274R
[12]. Brain samples from both the neonate calves and the
aborted fetus were also tested by PCR for Neospora cani-
num using the primer pair Np21/Np6, which targets the
Nc5 region [8]. Additionally, PCR for Toxoplasma gondii
was performed on brain tissues using the primers SAG2.
F4/SAG2.R4, which separately amplify the 5’ and 3” ends
of the SAG2 locus [40].

The BVDV amplification products were purified using
the Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega®™)
and sequenced via the Sanger method (ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer, ThermoFisher Scientific®). The partial
sequences of approximately 288 bp obtained were edited
and concatenated using BioEdit™ 7.2 software, followed
by genotype confirmation through analysis with the Gen-
Bank nucleotide BLAST tool. For phylogenetic analysis,
representative sequences from pestivirus strains from
various national and international pestivirus genotypes
and subgenotypes deposited in GenBank, along with
BVDYV sequences from the present study were aligned
using CLUSTAL W™, The phylogenetic tree was con-
structed using MEGAT11 software. The evolutionary his-
tory was inferred using the Maximum Likelihood method
with bootstrap analysis of 500 repetitions, and evolution-
ary distances were calculated using the Kimura 2-param-
eter model.

Serum samples from the final blood collection of all
animals that tested positive for BVDV by RT-PCR were
tested for antigen and antibody using the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), with the IDEXX BVDV
Ag/Serum Plus and IDEXX BVDYV Total Ab Kkits, respec-
tively, based on the methodology described in the Manual
of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals,
as implemented by the World Organization for Animal
Health (WOAH) [42]. For the interpretation of antigen
ELISA results, samples with values < 0.3 were consid-
ered negative, and those with values >0.3 were consid-
ered positive. For the antibody ELISA, samples with
values < 0.2 were considered negative, those with values
>0.2 and < 0.3 were classified as suspect, and samples
with values > 0.3 were considered positive. Neonate 1
and 2 were not subjected to this assay due to the unavail-
ability of serum.
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Results

Over a 60-day period, 15 cows aborted, 12 of which were
heifers, with most abortions occurring during late gesta-
tion. A female Braford fetus, with a crown—rump length
of 55 cm, consistent with six months of gestation, showed
atelectatic lungs and a moderate amount of serosanguineous
fluid in the abdominal cavity, and was in a moderate stage
of autolysis. Two neonatal calves that underwent necropsy
exhibited developmental abnormalities.

Neonate 1, a female Braford, 28 days old, displayed
neurological signs from birth, including ataxia, an inabil-
ity to stand, paresis in the forelimbs, and spasticity in the
hind limbs. The post-mortem examination revealed signifi-
cant encephalic developmental impairment, particularly in
the cerebellum. The cerebellum showed small protrusions
without regular differentiation into lobes or folia, indicat-
ing severe cerebellar hypoplasia (Fig. 1A). The total weight

Fig. 1 Developmental abnormalities in calves from a beef cattle herd
affected by a BVDV-1b outbreak in Southern Brazil. Neonate 1: A —
brain: small vestigial cerebellar protrusions (highlights). B — parietal
cortex in cross-section: pronounced hydrocephalus characterized by

of the cerebellum was 1.6 g, representing 1.1% of the total
brain mass (137.9 g). Additionally, hydrocephalus was
observed, with dilation of the lateral ventricles, along with
moderate multifocal porencephalic cysts (Fig. 1B-C).

Neonate 2 (Fig. 1D), also a female Braford, one day old,
was born at full term, corresponding to the ninth month of
gestation according to the owner’s records from the fixed-
time artificial insemination (IATF). However, the post-mor-
tem examination revealed that the calf’s cranio-coccygeal
length was 52 cm, typical of a six-month gestational period,
and it weighed only 7 kg. The calf remained in a recumbent
position after birth and ingested colostrum with assistance.
The calf died approximately 12 h after birth. Aside from the
notable underdevelopment, no other macroscopic altera-
tions were observed.

The fetus presented histological lesions characterized by
mild to moderate multifocal lymphoplasmacytic epicardi-
tis, myocarditis, and myositis. Additionally, there was mild

dilation of the lateral ventricles (asterisk), as well as discrete multifo-
cal porencephalic cysts in the parietal cortex (arrow); C — moderate
focal porencephalic cyst in the occipital cortex (arrow). Neonate 2:
D - severe underdevelopment (ruler: 20 cm)
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multifocal interlobular mononuclear pneumonia, accompa-
nied by meconium and keratin squames within the alveolar
lumen, as well as moderate multifocal mononuclear serosi-
tis in the forestomachs and intestines and lymphoplasma-
cytic interstitial nephritis.

The primary histopathological findings in Neonate 1 were
in the cerebellum, where there was a loss of the usual archi-
tecture, marked diffuse hypoplasia, and foliar dysgenesis,
with the cerebellum being replaced by massive white matter
(Fig. 2A). Additionally, there was a reduction in the corti-
cal portion and mild multifocal edema in the white matter.
Segmental hypoplasia was also observed in the molecular,
Purkinje, and granular layers, with ectopic Purkinje neurons
scattered throughout the granular layer (Fig. 2B) and occa-
sionally in the molecular layer.

BVDYV was detected by RT-PCR in six clinically healthy
calves, whose body development was appropriate for their
age, during the three blood collections conducted through-
out the study. A one-year old bovine tested positive by RT-
PCR in the first of three blood tests, and negative in the
subsequent two. Among the seven animals that tested posi-
tive for BVDV by RT-PCR, six were also positive for the
virus in the antigen ELISA test; In the antibody ELISA, five
calves did not show antibodies against the virus, while two
had specific antibodies (Table 1).

The molecular analyses performed on the tissues of the
neonatal calves and the fetus, along with their respective
results, are presented in Table 2.

Among the six persistently infected (PI) calves with
BVDYV, three had amplified products that were subjected
to genetic sequencing. The sequence analysis revealed
that the three sequences, identified as UDESC/06/2025
(PQ014738.3), UDESC/07/2025 (PQ014739.3), and
UDESC/08/2025 (PQ014740.2) shared 100% homol-
ogy with one another. When compared with Gen-
Bank sequences, the maximum similarity observed was
98.91% with three BVDV-1b strains of Chinese origin:
BJ-2016 (MH490943.1), HJ-1 (JX065783.1), and XZ5-8
(KP749795.1). Similarity percentages ranging from 96.77%
to 98.7% were observed with BVDV-1b isolates detected in
southern Brazil, including strains SV847/14 (MN022923.1),
SV81712-15.5 (MNO022916.1), and SV815/12-55.5.5
(MNO022919.1) isolated in Rio Grande do Sul state; BRA/
PR-2361/2019 (MT036102.1) from Parana state; and the
strain LV/LF66/12 (KP715122) identified in Santa Catarina
state.

The phylogenetic tree generated using sequences from
reference strains of different pestivirus species and sub-
genotypes, as well as closely related BVDV sequences
from this study, grouped the sequences into three distinct
branches (Fig. 3). One branch corresponded to Pestivirus
bovis (BVDV-1), where the sequences from the calves in

@ Springer

Fig. 2 Histological lesions in the cerebellum of a neonate calf from}
a beef cattle herd affected by a BVDV-1b outbreak in Southern Bra-
zil. (A) Dysgenesis of the cerebellar folia (arrows), associated with
replacement by solid white matter (asterisks). (B) Segmental hypo-
plasia of the Molecular (M), Purkinje (P), and Granular (G) layers,
along with ectopic Purkinje neurons with irregular distribution in the
granular layer

this study clustered with subgenotype 1b sequences. The
other branches corresponded to Pestivirus tauri (BVDV-2)
and Pestivirus giraffae (GPeV).

Discussion

Outbreaks involving BVDV have been reported globally
[20, 27]. In the United States, a BVDV-1b outbreak resulted
in congenital deformities, late-term abortions, and the birth
of debilitated calves [5]. In Spain, the use of vaccines con-
taminated with BVDV-2b led to abortions and encephalic
malformations in sheep [2]. While no reports of BVDV-
related congenital malformations exist in Brazil, outbreaks
of mucosal disease have been documented in cattle herds in
Rio Grande do Sul state involving BVDV-1d [4] and in con-
fined cattle in Parana state associated with BVDV-1b [21].
BVDV-1b and 1d outbreaks in Parana state have also been
linked to neonatal diarrhea in a dairy herd [9] and persis-
tent infection in dairy heifers, with enteric and respiratory
consequences [13]. In Santa Catarina state, despite its prox-
imity to states with multiple BVDV outbreaks, there has
been only one reported case involving abortions caused by
BVDV-2b and le [22]. No studies involving the participa-
tion of BVDV-1b in cases of persistent infection, congeni-
tal malformations, and reproductive failures were found in
searches conducted on Google Scholar, PubMed, and Web
of Science, suggesting that these conditions have not yet
been previously described in cattle from the Santa Catarina
state.

The origin of BVDV in this herd remains uncertain.
Cattle from neighboring farms can be the source [31] and
should be considered, as cattle farming was present in the
vicinity of this herd. However, the repeated introduction of
breeding cattle onto the farm appears to be the most likely
source of the virus, since in beef herds, frequent com-
mercial movement increases the likelihood of exposure to
BVDV [14]. It is plausible that among the pregnant females
acquired, at least one was TI or carrying a PI fetus, which,
after birth, would have mingled directly with susceptible
dams until weaning, thereby facilitating effective BVDV
transmission [31]. Most of the cattle incorporated into the
herd were pregnant heifers, a category already associated
with a higher risk of viral introduction due to their increased
chances of being PI or TI [14].
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Table 1 Outbreak of persistent Infection, Abortions, and congenital malformations associated with BVDV-1b in beef cattle from Santa Catarina

state, Southern Brazil

Bovine Gender Sample collection (age in days) Days after first collection RT-PCR Antigen ELISA BVDV  Antibody ELISA BVDV
BVDV

162 Female 1st(60) 0 + + -
2nd (105) 45 + (2,79) (0,03)
3rd (148) 88 +

168 Female 1st(55) 0 + + -
2nd (100) 45 + (2,79) (0,02)
3rd (143) 88 +

170 Male 1st (40) 0 + + -
2nd (85) 45 + (2,73) (0,03)
3rd (-) * *

173 Female 1st(27) 0 + + +
2nd (72) 45 + (2,73) 0,43)
3rd (115) 88 +

174 Female 1st(43) 0 + + -
2nd (90) 47 + (2,78) (0,19)
3rd (135) 92 +

193 Male 1st (62) 0 + + -
2nd (107) 45 + (2,73) (0,20)
3rd (150) 88 +

201 Male 1st (388) 0 + - +
2nd (433) 45 - (0,06) (3,07)
3rd (476) 88 -

*Death before collection
Antigen ELISA: negative<0.3 and positive>0.3
Antibody ELISA: negative<0.2; suspect>0.2 and <0.3; positive>0.3

Table 2 Outbreak of BVDV-1b infection in beef cattle from Santa
Catarina State, Southern Brazil. Molecular analyses targeting the
investigation of agents potentially responsible for abortion and mal-
formations in cattle

Animal Analyzed Test Pathogens Result
Organ(s)
Fetus Spleenand RT-PCR BVDV Negative
Thymus
Brain PCR N. caninum Negative
T.gondii
Neonate 1 Spleen, Thy- RT-PCR BVDV Negative
mus, Brain
Brain RT-PCR  Simbu serogroup  Negative
PCR N. caninum Negative
T.gondii
Neonate 2 Spleen, Thy- RT-PCR  BVDV Negative
mus, Brain
Brain RT-PCR  Simbu serogroup  Negative
PCR N. caninum Negative

T.gondii

The approximately one-year interval between the arrival
of the first cattle on the farm and the onset of production
losses is consistent with the dynamics of BVDV. One study
found that the annual prevalence of PI animals and immune
dams carrying a PI fetus peaked in the year following virus
introduction, with the greatest impact of BVDV dissemi-
nation on herd productivity, such as reproductive failures
and PI mortality, occurring during the second year [10].

@ Springer

The impact of the virus could have been mitigated by vac-
cination, which, although not fully protective against all
viral variants, is recommended in scenarios involving high
animal turnover and frequent introduction of cattle with
unknown immunological status [25, 30].

The detection of BVDV in six clinically healthy calves
across three different analyses indicates persistent infec-
tion, highlighting that PI animals can exhibit normal growth
without obvious clinical signs or physical debilitation [17].
To confirm persistent infection, the WOAH recommends
retesting initially positive animals after a minimum inter-
val of three weeks, during which time the virus should still
be detectable [42]. In addition to continuous viral detec-
tion, the absence of seroconversion over time further sup-
ports the diagnosis of persistent infection in five of the six
calves, as acute infections typically prompt antibody pro-
duction against BVDV around 14 days post-infection [7].
The 2.3% PI infection rate observed in this herd is higher
than the global average of 0.36% [35], but comparable to
other Brazilian reports, such as the 2.7% PI rate found in a
mucosal disease outbreak in Rio Grande do Sul state [5] and
the 0.43% rate in a dairy herd in Parana state with reproduc-
tive disorders [28].

The detection of BVDV-specific antibodies in the final
analysis of Calf 173 raised questions regarding their infec-
tion status, given that persistently infected (PI) animals are
typically continuously viremic and remain seronegative,
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Fig. 3 Phylogenetic tree constructed from the 5’UTR region of the
viral genome of Pestivirus, using sequences from persistently infected
(PI) calves, as well as from reference strains, both Brazilian and inter-
national, of Pestivirus bovis, P. tauri, and P. giraffae, analyzed by the

whereas transiently infected (TI) animals develop long-
lasting neutralizing antibodies approximately 14 days after
infection [7]. Nevertheless, the possibility of persistent
infection cannot be excluded. The antibodies detected may
be of maternal origin, which can persist in circulation up to
nine months of age [34] or may result from infection with
a heterologous BVDV strain distinct from the one respon-
sible for persistence which often induces a weak immune
response, as observed in this animal [6, 33]. Chronic infec-
tion should also be considered, particularly due to the
possibility of BVDYV persistence in peripheral blood mono-
nuclear cells for up to 100 days post-infection, even after
seroconversion [7]. Similar cases have been reported in
Spain and Japan, where repeated viral detection occurred
for more than three weeks prior to seroconversion [16, 27].

KJ660072.1 PG-2  Pestivirus giraffae

Maximum Likelihood method with bootstrap analysis of 500 repeti-
tions and the Kimura 2-parameter model. The strains isolated in this
study are highlighted in the tree with a distinctive symbol (®)

In Neonate 1, the severity of cerebellar hypoplasia was
evident through the significant reduction in cerebellar size
(1.6 g/1.1%), while in adult cattle, the cerebellum typically
represents approximately 10% of the total brain mass [3].
Microscopically, the cerebellum exhibited rudimentary
protrusions with characteristic BVDV-related alterations,
including foliar distortion, neuronal ectopia, and varying
degrees of Purkinje cell necrosis [15]. Cerebellar hypoplasia
was the primary teratogenic effect associated with BVDV in
studies of neonatal calves exhibiting neurological signs [15,
19]. This malformation results from viral damage to granu-
lar cells, disrupting proper cellular migration and growth
[23].

Cerebellar hypoplasia associated with BVDV infection
is often accompanied by additional brain malformations
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caused by the destruction of immature neuronal and glial
cells, as well as direct damage to the neuropil [1, 23].
Hydrocephalus and porencephaly observed in Neonate 1
are recognized manifestations of congenital BVDV infec-
tion, although they occur less frequently than hydranen-
cephaly [15, 19]. In cases of hydranencephaly, the cerebral
hemispheres are replaced by large, sac-like cavities filled
with fluid and lined by thin, partially translucent leptomen-
inges [15], a condition that was not identified in this animal.
These malformations may be accompanied by histological
lesions such as gliosis, astrocytosis, and lymphoplasma-
cytic infiltration [15, 19], none of which were observed in
this case.

Some viruses classically associated with congeni-
tal malformations in ruminants, such as Akabane, Aino,
Shamonda, and Schmallenberg, are endemic mainly in
Europe, Asia, and Oceania [1, 37], but have never been
detected in Brazil to date, making their involvement in this
case unlikely. Thus, despite the negative RT-PCR result
for BVDYV, the exclusion of other potentially teratogenic
agents and the confirmed circulation of the virus within
the herd support the hypothesis of its association with the
observed lesions, especially considering that BVDV is one
of the main agents involved in encephalic malformations
in cattle [15].

Abortions, congenital malformations, and the birth of
weak calves followed by perinatal death, as observed in
this study, are classical manifestations of BVDYV infection,
although the virus is not always detected [43]. The absence
of viral detection has previously been reported in sheep,
where intrauterine inoculation with BVDV resulted in the
birth of lambs with congenital malformations and impaired
development [11]. Similar reports describe calves with
central nervous system malformations that tested negative
for BVDV by RT-PCR, despite the confirmation of viral
involvement through other diagnostic methods [5]. In the
aborted fetus examined in this study, the anatomopatho-
logical findings were consistent with BVDV infection,
especially after ruling out other agents capable of causing
similar lesions [22, 35]. It is also important to consider that
fetal autolysis and the instability of the virus under certain
storage conditions may have contributed to the lack of viral
detection [35].

The 100% homology between the three sequences indi-
cates the involvement of a single viral strain, typical of out-
breaks, suggesting a single point of origin for the infection
[16, 27]. The high genetic similarity with Chinese strains
suggests a common ancestral origin, indicating a possible
introduction from other continents, such as Asia, from
where there was an intense importation of zebu cattle until
the mid-1960s [24, 26, 39] This period coincides with the
estimated time of emergence of the most recent common
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ancestor and the onset of BVDV-1b diversification in Brazil,
dated to around 1950, suggesting a potential route of intro-
duction of the strain into the country [26].

It is important to note that the introduction of BVDV-1
subgenotypes into China occurred around the same time
as in Brazil and coincided with the large-scale importation
of live cattle [41]. This suggests that both countries may
have acquired the subgenotype from a common source dur-
ing intercontinental cattle movements [39]. In this regard,
further studies utilizing temporal dispersion analysis and
molecular clock models are essential to more accurately
clarify the evolutionary and geographic pathways of BVDV-
1b across continents [26, 36, 39].

Some limitations should be considered in this study.
Although there is strong evidence supporting the associa-
tion between BVDV and the abortions and malformation
cases reported, some commonly used techniques for BVDV
detection could not be applied, such as immunohistochem-
istry, due to the difficulty in obtaining specific antibodies in
Brazil, and in situ hybridization, which remains difficult to
access in the country [4, 18].

Although there are still gaps in understanding this
BVDYV outbreak, the gross and virological findings of this
study indicate an increasing detection of different viral sub-
genotypes in recent years in the Santa Catarina state, with
distinct clinical and pathological manifestations not previ-
ously reported in the region [22]. These findings suggest
that BVDV may be endemic in this region, as well as in
other southern Brazilian states, with the potential for greater
genetic variability beyond the previously detected subgeno-
types 1b, le, and 2b [26]. This hypothesis may be related
to the scarcity of reports involving viral identification and
characterization of associated diseases in Santa Catarina
state, likely stemming from the belief that BVDV is of few
relevance to the state’s cattle population.

Conclusion

This study determined the occurrence of a BVDV-1b out-
break in a beef cattle herd in Santa Catarina state, charac-
terized by abortions, persistently infected offspring, and
congenital malformations. The detection of a BVDV-1b
strain highly similar to Chinese isolates underscores the
need for continued molecular surveillance and reinforces
the potential for international dissemination of pestivirus
strains across cattle-producing regions.
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1. MANUSCRITO 2: DOENCA DAS MUCOSAS ASSOCIADA AO BVDV-1b E 1e
EM BOVINOS DO SUL DO BRASIL

RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) € um importante patégeno associado a
disturbios reprodutivos, respiratérios, digestivos e imunossupressao. A infecgao fetal
no periodo de imunotolerancia pode originar animais persistentemente infectados (PI).
Nesses animais, a emergéncia ou superinfeccdo por variantes citopaticas
relacionadas pode desencadear a doenga das mucosas (DM), condi¢do geralmente
fatal caracterizada por lesdes erosivas e ulcerativas do trato gastrointestinal e
tegumentar. O objetivo deste estudo € caracterizar os aspectos anatomopatoldgicos,
virolégicos, moleculares e filogenéticos da doenga das mucosas em bovinos. O Bovino
1, fémea, 24 meses, da raca Hereford, apresentou diarreia, emagrecimento,
claudicacéo, sialorreia, além de lesdes orais e cutdneas. O Bovino 2, macho, quatro
meses, da ragca Holandesa, apresentou emagrecimento, diarreia intermitente e
desidratacdo. Os animais foram submetidos a necropsia, com fragmentos de todos os
orgaos colhidos para avaliagéo histopatologica. Para pesquisa do BVDV, amostras de
soro foram submetidas a RT-PCR utilizou-se os primers 324F/326R da regido 5 UTR
dos pestivirus. Os produtos amplificados foram submetidos ao sequenciamento pelo
método Sanger e analise filogenética. Fragmentos de figado e bago foram destinados
ao cultivo e isolamento viral em células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) por oito
dias a 37°C em estufa 5% de CO,. A andlise anatomopatolégica do Bovino 1
demonstrou glossite ulcerativa, estomatite erosiva, esofagite erosiva e ulcerativa,
ruminite erosiva e ulcerativa, abomasite erosiva, além de dermatite ulcerativa e
crostosa em plano nasal e em regido podal. No Bovino 2, observou-se ruminite
ulcerativa, abomasite erosiva e deplecédo linfoide em placas de Peyer do ileo.
Amostras de soro dos dois bovinos foram positivas para BVDV na RT-PCR. O
sequenciamento e analise filogenética caracterizaram as sequéncias obtidas como
BVDV-1e (UDESC/11/2025) e BVDV-1b (UDESC/12/2025), pertencentes ao Bovino 1
e 2, respectivamente. Os isolados de ambos os casos induziram efeito citopatico
caracterizado por vacuolizacéo citoplasmatica e formacao de placas celulares entre
48 e 96h pos-inoculacdo em cultivo celular. Este estudo demonstra padrdes lesionais
distintos em quadros nao relacionados de doenga das mucosas associada ao BVDV-
1e e 1b em bovinos do estado de Santa Catarina, Sul do Brasil.

Palavras-chave: ruminantes; virologia; patologia; filogenia.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a major pathogen associated with reproductive,
respiratory, and digestive disorders, as well as immunosuppression. Fetal infection
during the period of immunotolerance can result in the birth of persistently infected (PI)
animals. In these individuals, the emergence of, or superinfection by, related cytopathic
variants can trigger mucosal disease (MD), a typically fatal condition characterized by
erosive and ulcerative lesions of the gastrointestinal tract and integumentary system.
The aim of this study was to characterize the anatomopathological, virological,
molecular, and phylogenetic aspects of mucosal disease in cattle. Bovine 1, a 24-
month-old Hereford female, presented with diarrhea, weight loss, lameness,
sialorrhea, and oral and cutaneous lesions. Bovine 2, a four-month-old Holstein male,
showed weight loss, intermittent diarrhea, and dehydration. Both animals were
subjected to necropsy, and tissue samples from all organs were collected for
histopathological evaluation. For BVDV detection, serum samples were subjected to
RT-PCR using primers 324F/326R targeting the 5 UTR region of pestiviruses.
Amplified products were sequenced by the Sanger method and analyzed
phylogenetically. Liver and spleen fragments were used for viral isolation in MDBK
(Madin-Darby bovine kidney) cells for eight days at 37 °C in a 5% CO, incubator.
Anatomopathological analysis of Bovine 1 revealed ulcerative glossitis, erosive
stomatitis, erosive and ulcerative esophagitis, erosive and ulcerative rumenitis, erosive
abomasitis, and ulcerative and crusting dermatitis affecting the nasal planum and podal
region. In Bovine 2, ulcerative rumenitis, erosive abomasitis, and lymphoid depletion
in the ileal Peyer’s patches were observed. Serum samples from both animals were
positive for BVDV by RT-PCR. Sequencing and phylogenetic analysis identified the
obtained sequences as BVDV-1e (UDESC/11/2025) and BVDV-1b (UDESC/12/2025),
corresponding to Bovine 1 and Bovine 2, respectively. Viral isolates from both cases
induced cytopathic effects characterized by cytoplasmic vacuolization and plaque
formation between 48 and 96 hours post-inoculation in cell culture. This study
demonstrates distinct lesion patterns in unrelated cases of mucosal disease
associated with BVDV-1e and BVDV-1b in cattle from Santa Catarina state, southern
Brazil.

Keywords: ruminants; virology; pathology; phylogeny.
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1.1 INTRODUGAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertencente a familia Flaviviridae e ao
género Pestivirus. E um importante patégeno para a bovinocultura em todo o mundo,
acarretando prejuizos produtivos consideraveis (LANYON et al., 2014). De acordo
com as atualizacdes taxonémicas recentes, o virus pode ser classificado em Pestivirus
bovis (BVDV-1), Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus braziliense (BVDV-3 ou HoBi-
like), todos com capacidade de causar infecgdes subclinicas, agudas, crénicas e
persistentes, dependendo da viruléncia da cepa e do estado imune do hospedeiro
(POSTLER et al., 2023). O virus ainda pode ser classificado em biétipos citopatico
(CP) e nao citopatico (NCP), com base no efeito em culturas celulares (HILBE et al.,
2013).

A dindmica do virus envolve predominantemente as cepas NCP, que
desempenham um papel critico na manutencdo da infeccdo nos rebanhos. Esse
bi6tipo € responsavel pela geracdo de animais persistentemente infectados (PI), os
guais se desenvolvem por infeccao fetal entre 0 40° e 0 120° dia de gestacao, anterior
a maturacado da competéncia imunoldgica do feto (LANYON et al., 2014). Os animais
Pl nascem imunotolerantes e apresentam viremia persistente, atuando como
reservatérios biologicos e fontes continuas de disseminagéo viral. Esses individuos
possuem uma expectativa de vida reduzida, sendo altamente vulneraveis a infeccdes

secundarias e progresséao para a doenca das mucosas (DM) (HANSEN et al., 2010).

O termo doenca das mucosas refere-se a uma manifestagdo grave e
frequentemente fatal do BVDV, que resulta da infeccdo simultdnea entre uma cepa CP
antigenicamente semelhante ou, mais frequentemente, por mutacdes na cepa NCP ja
circulante no animal Pl (BIANCHI et al., 2017). O quadro é caracterizado por lesdes
ulcerativas e necréticas localizadas no tegumento e mucosas do trato digestério.
Embora haja necessidade do envolvimento de uma cepa CP para a ocorréncia da DM,
animais com infecgbes agudas por cepas NCP de alta viruléncia podem desenvolver

uma sindrome semelhante a doenca (HILBE et al., 2013).

O objetivo deste estudo é caracterizar os achados anatomopatoldgicos,
virolégicos, moleculares e filogenéticos de dois casos distintos envolvendo
manifestagdes tegumentares e gastrointestinais associadas ao BVDV em bovinos de

Santa Catarina, Sul do Brasil.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Caracterizagao dos Casos e Exame Anatomopatolégico

O Bovino 1, fémea, da raca Hereford, 24 meses, prenhe de 5 meses, pertencia
a um rebanho de corte composto por 11 bovinos, submetidos a criagdo extensiva,
localizado em Campo Belo do Sul — SC. O Bovino 2, macho, da raga Holandesa,
quatro meses, foi adquirido em uma fazenda de producao leiteira e criado como animal

de estimagao, em Lages — SC.

Foram colhidos aproximadamente 10mL de sangue, por meio de venopungao da
jugular, em tubos com e sem anticoagulante e armazenados a -20°C, em freezer
convencional. As amostras sem anticoagulante foram submetidas a centrifugacao
para a obtencdo do soro sanguineo que foi armazenado a -80°C. Os bovinos foram
submetidos a eutanasia in extremis de acordo com preceitos humanitarios e
posteriormente submetidos a necropsia. Amostras de figado, baco e timo também
foram colhidas e armazenadas a -80°C para analises complementares. Fragmentos
de todos os érgaos foram acondicionados em formalina tamponada 10%, submetidos

ao processamento histolégico e corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

1.2.2 Analise Molecular, Sequenciamento e Analise Filogenética

O RNA total foi extraido das amostras de soro por meio do método manual TRIzol
(TRIzoI™ LS Reagent, ThermoFischer Scientific®). Para sintese do DNA
complementar utilizou-se o kit High Capacity cDNA (Reverse Transcription,
ThermoFischer Scientific®) em um volume de 20 uL contendo 2 uL de tampao de
reacao (10x), 0,8 pL de ANTP mix (25x), 2 pyl Random Primers (10x), 1 uL de
MultiScribe RT (50 U/uL) além de 4,2 uL de agua livre de nucleases e 10 uL de RNA.
As condigdes do termociclador englobaram quatro passos: 25°C por 10 min, 37°C por

120 min, 85°C por 5 min, seguidos de 4°C até a retirada das amostras.

Ap0ds a sintese do cDNA, foi realizada PCR convencional em um volume total de
25 pL contendo 2,5 pL de tampéo (10x), 0,75 pyL de MgClz2 (50u M), 0,5 uL ANTP (10
puM), 0,1 uL Taq DNA polimerase Platinum® (10 uM) (ThermoFischer Scientific®), além
de 0,5 pL do primer 324F e 0,5 yL do primer 326R (10 uM), direcionados a amplificagao
de um produto de aproximadamente 288 pb da regido 5UTR do genoma dos
pestivirus (VILCEK et al., 1994). As condi¢cbes do termociclador foram as seguintes:

desnaturacao inicial a 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos compostos por

a1
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desnaturacdo a 34°C por 30 segundos, anelamento a 56,2°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 10 min, seguido por espera a 4°C.

Os produtos de amplificagdo foram purificados pelo método manual e
submetidos ao sequenciamento Sanger. O programa BioEdit™ 7.2 foi utilizado para
edicdo e montagem das sequéncias parciais de aproximadamente 288 bp da S’UTR
obtida, que, posteriormente, foram submetidas a ferramenta nucleotide BLAST do
GenBank para comparacgao e confirmagao dos genétipos e subgendtipos por meio de
alinhamento local. Para analise filogenética, sequéncias de pestivirus previamente
depositadas no GenBank, juntamente com as sequéncias do BVDV obtidas destes
casos, foram alinhadas através do CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994). Para
construcao da arvore filogenética, foram realizadas analises pelo software MEGA12,
com determinacdo da historia evolutiva pelo método Maximum Likelihood com 1000
bootstraps e as distancias evolutivas calculadas por Kimura 2-parametros (KIMURA,
1980).

1.2.3 Cultivo e Isolamento Viral

Fragmentos de aproximadamente 1 cm?® das amostras de figado e bago foram
reservados para o isolamento viral. O material foi fragmentado em pequenas porgdes
e transferido para um tubo cénico de 15 mL contendo 3 mL de Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — High Glucose (DMEM, Sigma®, REF. D1152), suplementado com
piruvato de sodio, penicilina, estreptomicina e bicarbonato de sodio. A suspensao foi
homogeneizada em vortex por 1 minuto e submetida a dois ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento, com nova homogeneizagdo apos cada ciclo. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 1000 x g por 3 minutos. O sobrenadante
resultante foi cuidadosamente recuperado com seringa, filtrado através de filtro de
seringa de 0,22 ym e inoculado todo sobrenadante recuperado, entre 1,5 mL e 2,5
mL, diretamente em frascos de cultivo celular de 25 cm? contendo células da linhagem
MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) com 24 horas de crescimento, ocupando
aproximadamente 50% da area do frasco. As culturas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera contendo 5% de CO, durante 2 horas para adsorcéo viral. Apds esse
periodo, o indculo foi removido e substituido por 3 mL do mesmo meio de cultivo
(DMEM) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) estéril inativado (Nova
Biotecnologia®, REF. 10-bio500i). As culturas foram mantidas a 37°C com 5% de CO,
por oito dias, com troca completa do meio no quinto dia de incubacédo e avaliadas

diariamente para observagao da presenca de efeito citopatico. Um frasco de cultura
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foi submetido as mesmas condi¢des de inoculagdo usando-se D-MEM como indculo,
nas mesmas condigcbes de cultivo, como controle negativo. O sobrenadante
recuperado nessa etapa foi armazenado a —80°C. Ao final do oitavo dia, todo o
conteudo dos frascos (células e sobrenadante) de ambos os bovinos foi coletado e
congelado a —80°C para posterior confirmagdo molecular viral por RT-PCR como

descrito no item 1.2.2.

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Caracterizagao dos Casos e Exame Anatomopatolégico

Os dois bovinos apresentaram manifestagdes clinicas crbénicas e historico de
baixo desempenho zootécnico. O Bovino 1 manifestou evolugao clinica de
aproximadamente 20 dias, caracterizada por inapeténcia, emagrecimento, sialorreia,
claudicagédo e diarreia, bem como lesdes orais e cutédneas. O Bovino 2 possuia
subdesenvolvimento e quadro clinico de aproximadamente 30 dias de evolugao,
marcado por emagrecimento, diarreia intermitente, desidratacdo, apatia, anorexia e
decubito lateral prolongado.

Macroscopicamente, no Bovino 1, em banda coronaria e regido interdigital de
membros toracicos e pélvicos, havia ulceragbes de aproximadamente 5 cm, além de
deposi¢ao de crostas (Figura 1A). Em plano nasal, havia deposicdo de exsudato
purulento, deposicao de crostas, além de ulceracdes de até 4 cm, que se estendiam
até a juncdo mucocuténea (Figura 1B). Em cavidade oral, havia erosdes circulares
variando de 1 a 3 cm em regido de palato duro (Figura 1C), além de ulceracoes
lineares de 0,5 a 2 cm em face dorsal da lingua (Figura 1D). Ao longo do eséfago,
erosodes e ulceragoes lineares de 0,5 a 2 cm se estendiam desde a porgéo cervical até
a toracica (Figura 1E). Em ramen, havia multiplas erosdes e ulceragdes circulares de
0,5 a 1 cm na mucosa, predominantemente em pilares ruminais (Figura 1F) e, no
abomaso, foram observadas erosdes de aspecto puntiforme a estrelado de até 0,2 cm

na mucosa.

No Bovino 2, a0 exame macroscopico, observou-se em rumen, ulceracdes
lineares que variavam de 5 a 15 cm na regiao dos pilares (Figura 1G). Em abomaso,
havia erosdes puntiformes 0,2 cm na mucosa (Figura 1H). Em intestino delgado, em
porcao de ileo, as placas de Peyer estavam evidentes, aumentadas e com aspecto

edemaciado (Figura 1I)
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Figura 1. Lesbes macroscoépicas em bovinos acometidos pela doenga das mucosas (DM) no estado de
Santa Catarina, Sul do Brasil. A - Digito (Bov. 1): ulceragao de até 5 cm e deposigcado de crostas em
pele da fenda interdigital (seta) e banda coronaria. B - Plano nasal (Bov. 1): deposicdo de crostas
(seta) e ulceragbes de até 4 cm que se estendem até a juncdo mucocutanea (asterisco). C — Palato
duro (Bov. 1): eros@es circulares de 1 a 3 cm em mucosa (setas). D - Lingua (Bov. 1): ulceragdes
lineares de 0,5 a 2 cm em face dorsal (seta). E - Eso6fago (Bov. 1): erosbes e ulceragdes lineares de
0,5 a 2 cm em mucosa (setas). F - Rumen (Bov. 1): erosdes e ulceragdes circulares de até 0,5a 1 cm
em mucosa, predominantemente em pilares ruminais (seta). G - Rumen (Bov. 2) ulceragdes lineares
que variavam de 5 a 15 cm na regido dos pilares (setas). H - Abomaso (Bov. 2): erosdes puntiformes
de até 0,2 cm na mucosa (setas). | — ileo (Bov. 2): placa de Peyer evidentes e aumentadas (setas).

-G
Fonte: arquivo pesgoal
Na analise histopatoldgica do Bovino 1, observou-se glossite ulcerativa (Figura
2A), estomatite erosiva, esofagite erosiva e ulcerativa (Figura 2B), e ruminite erosiva
e ulcerativa (Figura 2C). As lesbes foram caracterizadas por descontinuidade do
epitélio de revestimento, acompanhada por infiltrado de neutréfilos, macréfagos,
linfocitos e plasmacitos, além de restos necroticos e exsudagao fibrinosa. Observou-
se, ainda, dermatite ulcerativa e crostosa em regido interdigital e banda coronaria,
além de dermatite ulcerativa e crostosa em plano nasal e jungdo mucocutanea,
caracterizadas por necrose da epiderme e derme, além de infiltrado de neutrdfilos,
macrofagos, linfécitos e plasmacitos, associados a exsudacgao fibrinosa. Havia, ainda,

formacao de crostas serocelulares compostas por restos necréticos, fibrina, hemacias

al
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e neutrdfilos integros e degenerados. Em abomaso, havia necrose superficial da
mucosa, acompanhada por infiltrado de macréfagos, linfécitos e plasmacitos.

No Bovino 2, além das lesdes histologicas em rimen e abomaso ja descritas
no Bovino 1, em placas de Peyer da regido do ileo, os foliculos linfoides apresentavam
arquitetura pouco preservada em meio a marcada deplecao folicular central, a qual
resultou na formagdo de cavidades livres de linfocitos que, por vezes, estavam
revestidas por uma camada de células epiteliais pavimentosas e preenchidas por
criptas e vilosidades herniadas através da submucosa (Figura 2D). A distribuicao e

intensidade das lesdes nos diferentes 6rgaos estao dispostas na Tabela 1.

Figura 2. Lesdes histolégicas em bovinos acometidos pela doenga das mucosas (DM) no estado de
Santa Catarina, Sul do Brasil. A - Lingua (Bov. 1): ulceragéo do epitélio de revestimento, acompanhada
por infiltrado de neutrdfilos, macrofagos, linfocitos e plasmocitos, além de restos necroticos e
exsudacao fibrinosa (setas). B - Es6fago (Bov. 1): erosdo da mucosa, acompanhada por infiltrado de
neutrofilos, macréfagos, linfocitos e plasmécitos (setas). C - Rumen (Bov. 2): ulceragdo da mucosa,
acompanhada por infiltrado de neutrdéfilos, macréfagos, linfocitos e plasmacitos e exsudagéo fibrinosa
(setas). D - ileo (Bovino 2): em placas de Peyer, perda da arquitetura linfofolicular e formagdo de
cavitagbes na regido central de foliculos linfoides, revestidas internamente por epitélio achatado e
microvilosidades curtas (setas).

; ol el
Fonte: arquivo pessoal
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Tabela 1. Distribuicédo e gravidade das les6es anatomopatoldgicas observadas em bovinos com doenga
das mucosas (DM) no estado de Santa Catarina, Sul do Brasil.

Orgéo Bovino 1 Bovino 2
Regido interdigital e banda coronaria ++ -
Plano nasal +++ -
Cavidade oral +++ -
Esb6fago ++ -
Rdmen +++ +++
Abomaso + ++
Placas de Peyer - ++

Legenda: Grau de lesdo: + discreta; ++ moderada; +++ acentuada; - ausente
Elaborado pelo autor, 2026.

1.3.2 Anadlise Molecular, Sequenciamento e Analise Filogenética

As amostras de soro dos bovinos foram positivas para o BVDV na RT-PCR. As
sequéncias obtidas pelo sequenciamento genético demonstraram niveis variados de
semelhanga com sequéncias de pestivirus previamente depositas no GenBank
(Tabela 2). A sequéncia obtida do Bovino 1 (UDESC/11/2025) referente ao BVDV-1e
apresentou similaridade superior a 97% com sequéncias brasileiras, europeias e sul-
americanas. A sequéncia proveniente do Bovino 2 (UDESC/12/2025), classificada
como BVDV-1b, mostrou similaridade superior a 98% com sequéncias brasileiras,

europeias e asiaticas.

Tabela 2. Analise comparativa de similaridade nucleotidica entre sequéncias de nacionais e
internacionais do BVDV-1 depositadas no GenBank com as sequéncias obtidas de bovinos com doenga
das mucosas (DM) no estado de Santa Catarina, Sul do Brasil.

Sequéncia Genotipo e Sequéncias similares Origem Grau de
subgenadtipo similaridade
UDESC:05 Brasil
UDEC-COY13-17 Chile
0,
b0228/02 Espanha 100%
UDESC/11/2025 21-07 Franca
Bovino 1 BVDV-le LVILF15/12 99,5%
LV/152/18 Brasil 99,1%
UDESC.:01 98,2%
UDESC:02 97,1%
BJ-2016 China 98,9%
UDESC/12/2025 -
Bovino 2 BVDV-1b TR79 Turquia 98,8%
UDESC/06/2025 .
UDESC/07/2025 Brasil 98,5%

Elaborado pelo autor, 2026.

A arvore filogenética gerada utilizando sequéncias de diferentes espécies e
subgendtipos de pestivirus previamente depositadas GenBank, bem como cepas do

BVDV de alta similaridade com os isolados deste estudo, distribuiu as sequéncias em
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trés ramos distintos (Figura 3). Um dos ramos correspondeu ao Pestivirus bovis
(BVDV-1), no qual foram alocadas as sequéncias dos Bovinos 1 e 2, as quais
agruparam-se, respectivamente, com sequéncias do BVDV-1e e 1b, confirmando os
gendtipos e subgendtipos de cada uma. Os outros ramos corresponderam a

sequéncias dos Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus giraffae (GPeV).

Figura 3. Arvore filogenética baseada na regido 5’UTR do genoma viral dos pestivirus, utilizando
sequéncias proveniente de dois bovinos com doencga das mucosas, bem como sequéncias brasileiras
e internacionais dos Pestivirus bovis (BVDV-1), Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus giraffae, analisada
pelo método Maximum Likelihood com 1000 bootstraps e modelo Kimura 2-parametros. As sequéncias
detectadas neste estudo foram destacadas pelo simbolo distintivo (e).

KF205276.121-070 |
@ PV699847.1 UDESC/11/2025683
AY159554.1 228/0222
55| 0L860955.1 UDEC-COY13-17 B FH1e
0P966764.1 UDESC:05ES3
{ 0P966761.1 UDESC:01E3
! 0P966762.1 UDESC:02E3
M96687.1 Osloss =
MH490943.1 BJ-2016 6l
o PQ014739.3 UDESC/07/2025883 | 1b
{ MH753464.1 TR79 1
74 “l @ PV793694.1 UDESC/12/2025E3

61

78

AF298067.1 J-Austria }
2L AF298073.1 W-Austria
AF298065.1 F-Austria Pestivirus bovis
= MK204897.1 NM21 } BVDV-1

L32875.1 Singer
| AJ133738.1 NADL}
‘| | AB300674.1 AQMZ96BIN/1
L AF0492212 Bega }
__{ AF298069.1 L-Austria} 1

5L EU224236.1 B434/06
MWO006485.1 HENUI} 2b
U94914.1 Soldan
AB019688.1 MS-1 Pestivirus tauri
| AB019689.1 sv-aq} ¢ BVDV-2
AF502399.1 New York 93
NC 039237.1890 } 2

KJ6600721PG-2 Pestivirus giraffae

—_—

025

Elaborada pelo autor, 2026.

1.3.3 Cultivo e Isolamento Viral

As garrafas dos Bovinos 1 e 2 foram avaliadas em conjunto com uma garrafa
controle, composta por um tapete celular uniforme (Figura 4A). Nas células inoculadas
com a amostra do Bovino 1, observou-se detritos celulares nas primeiras 24h pés-
inoculagado, seguida de crescimento normal até 48h. Em 96h, surgiram pequenas
placas resultantes da vacuolizagdo celular (Figura 4B) e no quinto dia (120h), as
placas mantiveram-se estaveis, com cerca de dez formacdes visiveis. Apos a troca de

meio, observou-se preenchimento total das areas afetadas e do efeito citopatico,
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seguido de estabilizagdo e auséncia de novas alteragdes até 192h, indicando redugéo
da atividade viral apos a remoc¢ao do sobrenadante.

Nas células inoculadas com amostras do Bovino 2, observou-se crescimento
celular normal nas primeiras 24h poés-inoculagdao. Em 48h, notou-se aumento no
numero de vacuolos e lise celular com aparecimento de pequenas placas celulares.
No terceiro dia (72h), as placas intensificaram-se e tornaram-se difusas por toda a
garrafa (Figura 4C), permanecendo apenas uma pequena regido preservada. Em 96h,
o efeito citopatico manteve-se evidente, com aumento do numero e do tamanho das
placas. No quinto dia (120h), observou-se estabilidade do padrao, com lise celular
generalizada. Apdés a troca de meio, as placas e o efeito citopatico diminuiram
progressivamente até 192h, indicando reducao da atividade viral apés a remogao do

sobrenadante.

As células e sobrenadantes do cultivo celular dos dois os bovinos foram
positivos para o BVDV na RT-PC.

Figura 4. Cultivo celular e isolamento viral em células MDBK com amostras de bovinos infectados pelo
BVDV-1b e 1e no estado de Santa Catarina, Sul do Brasil. A - Cultivo controle: tapete celular integro.
B - Bovino 1: efeito citopatico inicial, com aparecimento de placas celulares 96h pds-inoculagao (setas).
C - Bovino 2: intensificagao e difusdo das placas celulares na garrafa 72h pds-inoculagéo.
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Fonte: arquivo pessoal

1.4 DISCUSSAO

Lesdes tegumentares e gastrointestinais podem estar associado a infec¢des
agudas graves ocasionadas pelo BVDV, mas ocorre principalmente em infec¢des
persistentes sob a forma da doenga das mucosas, com o envolvimento de gendétipos
e subgendtipos variados (BIANCHI et al., 2017; BIANCHI et al.,, 2018). Lesdes
semelhantes as observadas em casos de DM foram associados ao BVDV-1b,
detectado no Bovino 2, em bovinos confinados dos Estados Unidos, que

(o3}
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apresentaram extenso acometimento da mucosa, porém durante um surto de doenca
aguda (HESSMAN et al., 2012). Na Argentina, o subgendtipo 1b também foi
responsavel por surtos de doenga em bovinos com dermatite generalizada (ODEON
et al., 2003), além de dois episddios individuais de DM tipica, associadas a isolados
CP, como neste bovino (PECORA et al., 2014). No Brasil, ndo ha relatos envolvendo
o BVDV-1b a quadros classicos de DM, sendo o subgendtipo associado a um surto
com lesdes gastrointestinais simulares as encontradas neste estudo, mas sem
confirmacao de cepas CP envolvidas (LUNARDI et al., 2008).

Com relagdo ao envolvimento do BVDV-1e no desenvolvimento da doencga,
buscas realizadas em plataformas de pesquisa cientifica, como PubMed e Google
Scholar, demonstraram a ocorréncia de um unico estudo na Suiga, que associou esse
subgenotipo a lesdes cutaneas e gastrointestinais em trés bovinos, sendo o quadro
tipico da DM caracterizado em apenas um deles (HILBE et al., 2013). Estudos
mostraram evidéncias que correlacionam o BVDV-1e principalmente a falhas
reprodutivas, sendo o principal subgenétipo encontrado em bezerros natimortos e
fetos abortados, o que permite considerar maior efeito nocivo relacionado a perdas
pré-natais e perinatais em relagéo ao desenvolvimento de outras doengas como a DM
(BACHOFEN et al., 2010; MARIAN et al., 2024).

As lesdes observadas nos bovinos deste estudo acometeram diferentes regides
do trato digestério e foram associados a isolados CP, confirmando a ocorréncia de
doencga das mucosas (HILBE et al., 2013). A ampla distribuigdo das lesdes digestivas
observada no Bovino 1, com ulceragdes que se estendiam desde plano nasal e
cavidade oral até o abomaso, sem envolvimento dos intestinos, mostrou-se
semelhante a observada em um surto no Rio Grande do Sul. Adicionalmente, os
animais também desenvolveram dermatite crostosa, porém, em regides axilar,
abdominal e inguinal (BIANCHI et al., 2017), diferente do ocorrido no bovino deste
estudo, que apresentou lesdes podais. Em outro surto em bezerros do Mato Grosso,
as lesdes digestivas estenderam-se pelos mesmos érgaos, mas com envolvimento de
intestinos, enquanto no tegumento, dermatite crostosa interdigital também ocorreu
(CRUZ et al., 2018). Assim como no Bovino 1, novilhas da Argentina apresentaram
lesbes tegumentares na fenda interdigital e banda coronaria associadas a
manifestagbes gastrointestinais, mas com ulceragbes restritas a cavidade oral e
esdfago (ODEON et al., 2003).

(*2]
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Ndo houve o acometimento do tegumento no Bovino 2, no qual foram
observadas lesdes restritas ao sistema digestorio (LUNARDI et al., 2008; HESSMAN
et al., 2012). Esse padrao de lesbes também foi relatado em um surto envolvendo
Pestivirus braziliense (HoBi-like), que apresentou lesbes em cavidade oral, lingua,
esb6fago e omaso, porém o rumen e os intestinos foram preservados (WEBER et al.,
2016). Esse padréo de distribuicdo das lesbes digestivas observado no Bovino 2
parece incomum, visto que em todos os relatos associados ao BVDV em que ha o
envolvimento de rumen, abomaso ou placas de Peyer, ha o comprometimento de
outras regides, como cavidade oral e es6fago (ODEON et al., 2003; DECARO et al.,
2014; CRUZ et al., 2018).

A variagao na distribuicdo das lesdes encontradas nos bovinos deste estudo
pode estar relacionada a aspectos individuais, como a imunidade, bem como o tempo
de evolugao da doenca (BRODERSEN, 2014). Em quadros agudos, as lesdes podem
se apresentar em regides mais superficiais e, portanto, mais evidentes em cavidade
oral e es6éfago, como observado no Bovino 1 (BIANCHI et al., 2017). As ulceragdes
ruminais acentuadas e o acometimento do tecido linfoide das placas de Peyer
sugerem um quadro subagudo a crénico, visto que, conforme a doenga progride,
lesdes brandas podem cicatrizar, enquanto lesdes profundas permanecem ou se
agravam (LIEBLER-TENORIO et al., 2000; BIANCHI et al., 2017; BIANCHI et al.,
2018).

Assim como os achados macroscopicos, as lesdes histoldgicas em tegumento
e sistema digestorio destes bovinos sao tipicas e frequentemente associadas a
infeccdo pelo BVDV (ODEON et al., 2003; BIANCHI et al., 2017; BIANCHI et al., 2018;
CRUZ et al., 2018). Ao longo da mucosa digestiva dos Bovinos 1 e 2, erosdes e
ulceragdes caracterizadas por necrose epitelial foram as principais lesdes e
geralmente estavam a associadas a componentes inflamatérios mistos e exsudacao
fibrinosa (HESSMAN et al., 2012; BIANCHI et al., 2017). Na regido podal do Bovino
1, histologicamente, além das formagdes crostosas, a epiderme apresentava-se
ulcerada, como frequentemente é relatado em bovinos com lesbées em fenda
interdigital e banda coronaria (ODEON et al., 2003; BIANCHI et al., 2018).

A caracterizagao das lesdes linfoides representa um desafio em casos naturais
de DM, visto que tais alteragdes teciduais sao predominantemente avaliadas em
situagdes experimentais (LIEBLER-TENORIO et al., 2000; TEICHMANN et al., 2000).

O colapso dos foliculos linfoides e a perda da arquitetura tecidual, caracterizada por
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cavidades foliculares centrais no Bovino 2, sdo tipicos de quadros avangados DM e
estdo associados a falha no processo de regeneracédo tecidual (TEICHMANN et al.,
2000). A deplecao severa associada a perda da estrutura folicular em placas de Peyer
também foi verificada experimentalmente em quadros de DM de inicio tardio, quando
ha demora no desenvolvimento da doenca apds a aquisicdo de uma cepa CP
(LIEBLER-TENORIO & POHLENZ, 1997; LIEBLER-TENORIO et al., 2000). Lesbes
similares foram observadas durante infec¢des naturais também pelo BVDV-1b, porém
com maior gravidade em porgdes intestino grosso (LUNARDI et al., 2008), diferente

do observado neste bovino, em que apenas placas de Peyer do ileo foram acometidas.

No que se refere a dispersdo geografica e as relagdes filogenéticas dos
isolados de BVDV identificados neste estudo, a sequéncia UDESC/11/2025, obtida do
Bovino 1 e classificada como BVDV-1e, apresentou elevada similaridade com
sequéncias previamente detectadas em Santa Catarina, incluindo amostras
provenientes de fetos abortados (MARIAN et al., 2024) e de liquido folicular (SILVEIRA
et al., 2017). Esse padrao evidéncia a circulagao regional de cepas geneticamente
relacionadas, sugerindo a manutengao local de linhagens com ancestralidade comum
ao longo do tempo de um subgendtipo, que no Brasil, s6 ocorre em Santa Catarina
(MOSENA et al., 2022). Além disso, todas essas sequéncias do BVDV-1e detectadas
no pais, inclusive deste estudo, possuem altos niveis de similaridade com o isolado
espanhol bo228/22 (HURTADO et al.,, 2003), bem como com o francés 21/07
(JACKOVA et al., 2007). Embora haja sequéncias altamente semelhantes também no
Chile, ndo ha relatos sobre a movimentagao de gado entre o pais andino e o Brasil
(HUGUES et al., 2023) e a hipotese de introducao direta da Europa em paises sul-
americanos via importagao de bovinos vivos torna-se mais provavel (MOSENA et al.,
2022).

Ja a sequéncia UDESC/12/2025 do BVDV-1b, obtida do Bovino 2, mostrou alta
similaridade genética com sequéncias previamente identificadas num surto ocorrido
em um rebanho de corte na regido da serra catarinense (MARIAN et al., 2025),
possivelmente favorecida pela proximidade entre as origens dos casos e comércio
local de bovinos (Ql et al., 2019). Além disso, houve alta similaridade com isolados
internacionais. A semelhanga com sequéncia TR79, obtida de bovinos importados na
Turquia (ALPAY et al., 2018), pode estar relacionada ao comércio de animais vivos,
visto que milhares de bovinos do Sul do Brasil foram exportados para paises do oriente
médio nos ultimos anos (ERMGASSEN et al., 2020). Com relacao a similaridade com
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isolados chineses, deve-se considerar uma possivel origem ancestral que remete a
Asia, de onde houve intensa importacdo de gado zebuino até a década de 1960, que
coincide com o surgimento e inicio da diversificagdo do BVDV-1b no Brasil, datado por
volta de 1950 (MOSENA et al., 2022; WEBER et al., 2021).

As células MDBK infectadas com o BVDV oriundo das amostras dos dois
bovinos exibiram efeitos citopaticos caracteristicos, incluindo vacuolizagao
citoplasmatica, com grandes vacuolos, que por vezes se fundiam formando vacuolos
ainda maiores (RANA et al., 2025b). Houve diferenga no periodo em que o efeito
citopatico evidente se estabeleceu nas amostras dos Bovinos 1 e 2. Essa variagao
pode estar relacionada a fatores virais intrinsecos, como a viruléncia, sendo descrita
em um estudo experimental ja as 24h, com a cepa NADL de alta patogenicidade (BIRK
etal., 2008), bem como de forma mais tardia, a partir de 120h pés-inoculagéo de cepas
de campo (RANA et al., 2025b). Alteragdes celulares semelhantes ou mais acentuadas
do que aquelas promovidas pela amostra do Bovino 2 ocorreram em 48h e mostraram-
se muito semelhantes em morfologia, bem como periodo de ocorréncia, ao observado
em cultivo celular envolvendo uma cepa do BVDV-1d isolada de bezerros com doenca
respiratoria e gastrointestinal grave (HAO et al., 2025).

Por fim, algumas limitagdes devem ser consideradas. O variado espectro de
lesdes observado neste estudo poderiam ser melhor caracterizados pela
demonstragao do antigeno viral intralesional. Entretanto, alguns métodos diagnésticos
comumente utilizados para essa finalidade, como a imuno-histoquimica e a
hibridizagao in situ (BIANCHI et al., 2017; HEIDARI et al., 2021), ndo puderam ser
empregados devido a dificuldade de obtencédo de insumos e acesso as técnicas no

Brasil.

1.5 CONCLUSAO

Este estudo documenta a ocorréncia de lesbes erosivas e ulcerativas em
por¢des do tegumento e trato digestdrio de dois bovinos infectados pelo BVDV, sem
correlagdo epidemioldgica direta. A detecgdo do bidtipo citopatico em amostras de
ambos os bovinos consolidou o primeiro relato de doenca das mucosas associada aos
subgendtipos BVDV-1b e BVDV-1e no estado de Santa Catarina.
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1. MANUSCRITO 3: SINDROME NEFROTICA ASSOCIADA AO BVDV-1a EM
BOVINOS LEITEIROS NO BRASIL

RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um patégeno cosmopolita responsavel por
manifestagcbes multissistémicas de gravidade variavel, raramente associado a
sindrome nefrética. O objetivo deste estudo € caracterizar os aspectos clinicos,
anatomopatoldgicos, virolégicos e moleculares relacionados a trés casos de sindrome
nefrética em bovinos da raga Holandés. O Bovino 1, fémea, 12 meses, apresentou
episodios frequentes de pneumonia, além de subdesenvolvimento. O Bovino 2, fémea,
24 meses, demonstrou subdesenvolvimento, emaciacdo, pneumonia e tristeza
parasitaria recorrentes. O Bovino 3, fémea, oito meses, também exibia pneumonia
recorrente e subdesenvolvimento corporal. Os animais foram submetidos a necropsia
e exame histopatolégico. Amostras de soro foram submetidos a analise bioquimica
sérica para verificagao de funcéo renal. Amostras de soro e rins foram submetidas a
RT-PCR, utilizando os primers 324F/326R direcionados a regido 5’UTR dos pestivirus.
Os produtos amplificados foram submetidos ao sequenciamento parcial Sanger e
analise filogenética. Fragmentos de baco e rins foram destinados ao cultivo e
isolamento viral em células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) por oito dias a 37°C
em estufa a 5% de CO,. Todos os animais apresentaram estado corporal magro,
mucosas palidas e edema subcutaneo multifocal discreto a moderado. Os rins dos
trés animais estavam diminuidos, esbranquigados, com multiplas areas de retragao
do parénquima entremeada a nodulagdes variando de 0,1 a 1 cm, além de estriagcdes
esbranquicadas na cortical. Morfologicamente, havia nefrite intersticial
linfoplasmocitica e fibrosante multifocal a coalescente acentuada em todos os
bovinos; glomerulonefrite membranoproliferativa multifocal moderada (Bov. 3) a
acentuada (Bov. 1 e 2); atrofia e hipertrofia de tubulos multifocais moderas (Bov. 3) a
acentuadas (Bov. 1 e 2). Em pulmdes, havia areas avermelhadas de consolidagdo em
50% (Bov. 1) e 10% (Bov. 2) da regido anteroventral, caracterizadas por
broncopneumonia supurativa multifocal moderada (Bov. 1) e discreta (Bov. 2). As
placas de Peyer estavam evidentes, aumentadas, com deplecéo linfoide multifocal
acentuada (Bov. 1 e 2) a moderada (Bov. 3). Em bago e linfonodos, observou-se
deplecédo linfoide multifocal moderada em todos os animais. Em figado, havia
colangio-hepatite hiperplasica e fibrosante multifocal acentuada com exemplares de
Fasciola hepatica intralesionais (Bov. 2). A analise bioquimica sérica demonstrou
hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hiperuremia e aumento de creatinina em todos os
animais. Amostras de soro e rins foram positivas para o BVDV e a analise filogenética
caracterizou as sequéncias dos trés bovinos como BVDV-1a. Os isolados de todos os
casos induziram efeito citopatico consideravel a partir de 72h pds-inoculagao. Este
estudo descreve uma analise abrangente da sindrome nefrética associada a infecgao
pelo BVDV em bovinos leiteiros, ainda n&o reportada no Brasil.

Palavras-chave: nefropatia; citopatogenicidade; pestivirus; filogenia.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a cosmopolitan pathogen responsible for
multisystemic manifestations of varying severity, rarely associated with nephrotic
syndrome. The objective of this study is to characterize the clinical,
anatomopathological, virological, and molecular aspects related to three cases of
nephrotic syndrome in Holstein cattle. Heifer 1 (12 months old) presented with frequent
episodes of pneumonia and stunted growth. Heifer 2 (24 months old) showed stunted
growth, emaciation, and recurrent pneumonia and tick-borne diseases. Heifer 3 (8
months old) also exhibited recurrent pneumonia and stunted growth. All animals
underwent necropsy and histopathological examination. Serum samples were
subjected to biochemical analysis to assess renal function. Serum and kidney samples
were submitted to RT-PCR using primers 324F/326R targeting the 5’UTR region of
pestiviruses. The amplified products underwent partial Sanger sequencing and
phylogenetic analysis. Spleen and kidney fragments were used for viral culture and
isolation in MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) cells for eight days at 37°C in a 5%
CO2 incubator. All animals presented poor body condition, pale mucous membranes,
and mild to moderate multifocal subcutaneous edema. The kidneys of all three animals
were shrunken and whitish, with multiple areas of parenchymal retraction interspersed
with nodules ranging from 0.1 to 1 cm, in addition to whitish striations in the cortex.
Morphologically, there was marked multifocal to coalescing lymphoplasmacytic and
fibrosing interstitial nephritis in all cattle; multifocal membranoproliferative
glomerulonephritis, ranging from moderate (Bov. 3) to marked (Bov. 1 and 2); and
multifocal tubular atrophy and hypertrophy, moderate (Bov. 3) to marked (Bov. 1 and
2). In the lungs, reddish areas of consolidation were observed in 50% (Bov. 1) and 10%
(Bov. 2) of the anteroventral region, characterized by multifocal suppurative
bronchopneumonia, moderate (Bov. 1) and mild (Bov. 2). Peyer's patches were evident
and enlarged, with multifocal lymphoid depletion ranging from marked (Bov. 1 and 2)
to moderate (Bov. 3). In the spleen and lymph nodes, moderate multifocal lymphoid
depletion was observed in all animals. In the liver, there was marked multifocal
hyperplastic and fibrosing cholangiohepatitis with intralesional Fasciola hepatica
specimens (Bov. 2). Serum biochemical analysis demonstrated hypoproteinemia,
hypoalbuminemia, hyperuremia, and increased creatinine in all animals. Serum and
kidney samples were positive for BVDV, and phylogenetic analysis characterized the
sequences from the three cattle as BVDV-1a. Isolates from all cases induced
considerable cytopathic effect starting at 72h post-inoculation. This study describes a
comprehensive analysis of nephrotic syndrome associated with BVDV infection in dairy
cattle, which has not yet been reported in Brazil.

Keywords: nephropathy; cytopathogenicity; pestivirus; phylogeny.
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1.1 INTRODUGAO

A infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) representa um dos
principais desafios sanitarios da bovinocultura mundial, em razdo de sua ampla
diversidade e distribuicao (Sosa et al., 2025). O BVDV pertence ao género Pestivirus,
familia Flaviviridae, e é classificado, atualmente, em Pestivirus bovis (BVDV-1),
Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus brazilense (HoBi), os quais possuem diferentes
subgenotipos (POSTLER et al., 2023). Os pestivirus sédo, ainda, classificados em dois
bidtipos, citopatico (CP) e nao citopatico (NCP), com base em seu efeito em culturas
de células (LANYON et al., 2014). A infecgao pode resultar em manifestagdes clinicas
variadas, que incluem desde quadros subclinicos até doengas sistémicas graves,
(RANA et al., 2025).

A infecgao pelo BVDV resulta em inUmeras condi¢des clinicas e patoldgicas,
cuja gravidade depende do tipo de infecg¢ao, bidtipo viral, variabilidade genética entre
as diferentes cepas, bem como a resposta imunolégica dos hospedeiros bovinos, que
em conjunto, modulam a suscetibilidade a infec¢ao e a severidade do quadro clinico
(BACHOFEN et al., 2010; BRODERSEN, 2014). Apesar de o BVDV estar relacionado
a disturbios reprodutivos, imunossupressores, infecgdo persistente e doenca das
mucosas (DM), manifestagbes incomuns como a sindrome nefrética ja foram
atribuidas a infecgao pelo BVDV (WHITE et al., 1986; TRANG et al., 2014).

A sindrome nefrotica em bovinos caracteriza-se por um quadro de leséo
glomerular que resulta em proteinuria massiva, hipoproteinemia e edema generalizado
(WISEMAN et al.,, 1980). Essa condicao costuma ser secundaria a processos
inflamatorios ou infecciosos cronicos que geram uma antigenemia persistente,
culminando em amiloidose renal ou glomerulonefrites (MURRAY & SHARPE, 2009;
WISEMAN et al., 1980). Embora o BVDV seja associado a lesdes renais como nefrite
intersticial (SOSA et al., 2025) relatos sobre sua participagdo no estabelecimento de
sindrome nefrética sao raros (WHITE et al., 1986; TRANG et al., 2014).

Diante da escassez de estudos sobre a relagdo BVDV com nefropatia, o objetivo
deste trabalho é descrever os achados clinicos, patoldgicos, viroldgicos e moleculares
de casos de sindrome nefrética associados a infecgdo pelo BVDV em bovinos

leiteiros.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Caracterizagao dos Casos e Exame Anatomopatolégico

Os casos ocorreram entre agosto de 2024 e abril de 2025, com envolvimento de
trés bovinos da raca Holandés. O Bovino 1, fémea, 12 meses, bem como o Bovino 2,
fémea, 24 meses, pertenciam a Fazenda A, localizada no municipio de Bom Retiro,
na regiao do Planalto do estado, com um rebanho leiteiro composto por 722 animais
criados em sistema intensivo compost-barn. O Bovino 3, fémea, oito meses, pertencia
a Fazenda B, situada no municipio de Monte Carlo, na regido do Meio-oeste
catarinense, com um rebanho leiteiro total de 700 bovinos também criados em sistema

intensivo compost-barn.

As fazendas (A e B) possuiam rebanhos fechados, com reposi¢ao propria, sem
introducao de animais de outros criatorios ha mais de oito anos. Na Fazenda A, todo
o rebanho era imunizado semestralmente contra doencgas reprodutivas e respiratorias
com a vacina combinada Hiprabovis® 4 (Hipra®). Na Fazenda B, todos os bezerros
eram submetidos a imunizacao intranasal com a vacina viva modificada Inforce® 3
(Zoetis®) na primeira semana de vida, enquanto animais com mais de seis meses
recebiam a vacina inativada Bovigen Repro Total SE® (Virbac®) para doencas
reprodutivas e respiratorias. As fazendas eram constantemente visitadas por
caminhdes fornecedores de insumos, bem como veterinarios responsaveis pela

execucao de manejos gerais.

Os bovinos foram submetidos a eutanasia in extremis de acordo com preceitos
humanitarios e posteriormente a necropsia. Fragmentos de todos os 6rgaos foram
colhidos em formalina tamponada a 10%, processados rotineiramente para exame
histopatoldgico e corados com hematoxilina e eosina (HE). Secgdes histolégicas dos
rins foram submetidas as técnicas histoquimicas de Tricrobmico de Masson, Vermelho
Congo e Periodic Acid—Schiff (PAS). Amostras de bago, timo e rins, além de sangue
total para obtencao de soro, também foram colhidas e armazenadas a -80 °C para

analises complementares.
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1.2.2 Exame Bioquimico Sérico

Amostras de soro dos trés bovinos foram submetidos ao exame bioquimico em
um Analisador Bioquimico Automatico Labmax Plenno (Labtest®) para determinagao
de analitos séricos relacionados com a fungao renal como albumina, proteina total,
ureia e creatinina, considerando os valores de referéncia para bovinos estabelecidos
na literatura (BRAUN & LEFEBVRE, 2008).

1.2.3 Anadlise Molecular, Sequenciamento e Analise Filogenética

Amostras de soro e rins dos trés bovinos foram submetidas a extracdo de RNA
pelo método manual TRIzol (TRIzol™ LS Reagent, ThermoFischer Scientific®). Para
sintese do DNA complementar utilizou-se o kit High Capacity cDNA (Reverse
Transcription, ThermoFischer Scientific®) em um volume de 20 pL contendo 2 uL de
tampao de reacao (10x), 0,8 uL de dNTP mix (25x), 2 ul Random Primers (10x), 1 pyL
de MultiScribe RT (50 U/uL) além de 4,2 pL de agua livre de nucleases e 10 uL de
RNA. As condi¢des do termociclador englobaram quatro passos: 25°C por 10 min,

37°C por 120 min, 85°C por 5 min, seguidos de 4°C até a retirada das amostras.

Ap0s a sintese do cDNA, foi realizada PCR convencional em um volume total de
25 pL contendo 2,5 pL de tampao (10x), 0,75 yL de MgClz2 (50u M), 0,5 uL ANTP (10
pMM), 0,1 yL Taqg DNA polimerase Platinum® (10 uM) (ThermoFischer Scientific®), além
de 0,5 yL do primer 324F e 0,5 pL do primer 326R (10 uM), direcionados a amplificagéo
de um produto de aproximadamente 288 pb da regido 5’UTR do genoma dos
pestivirus (VILCEK et al., 1994b). As condi¢cdes do termociclador foram as seguintes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos compostos por
desnaturacdo a 34°C por 30 segundos, anelamento a 56,2°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 10 min, seguido por espera a 4°C.

Amostras de sangue total e fragmentos de bago foram submetidos a detecgéo
molecular do Ovine gammaherpesvirus 2 (OvHV-2) por meio da técnica de PCR
convencional. O protocolo visou a amplificagao de um fragmento de 422 pb da regiao
TEG do genoma viral (BAXTER et al., 1993).

Os produtos de amplificacdo da PCR para o BVDV foram purificados pelo
método manual e submetidos ao sequenciamento genético Sanger. O programa
BioEdit™ 7.2 foi utilizado para edicdo e montagem das sequéncias parciais de
aproximadamente 288 bp da 5’UTR obtidas, que, posteriormente, foram submetidas

a ferramenta nucleotide BLAST do GenBank para comparacao e confirmacao dos
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genodtipos e subgendtipos por meio de alinhamento local. Para analise filogenética,
sequéncias de cepas de pestivirus previamente depositadas no GenBank, juntamente
com as sequéncias do BVDV obtidas destes casos, foram alinhadas através do
CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994). Para construgao da arvore filogenética, foram
realizadas analises pelo software MEGA12, com determinagédo da histéria evolutiva
pelo método Maximum Likelihood com 1000 bootstraps e as distancias evolutivas

calculadas por Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980).

1.2.4 Cultivo e Isolamento Viral

Fragmentos de aproximadamente 1 cm?® de bago e rim foram reservados para o
isolamento viral. O material foi fragmentado em pequenas porg¢des e transferido para
um tubo coénico de 15 mL contendo 3 mL de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
High Glucose (DMEM, Sigma®, REF. D1152), suplementado com piruvato de sddio,
penicilina, estreptomicina e bicarbonato de sédio. A suspensao foi homogeneizada em
vortex por 1 minuto e submetida a dois ciclos consecutivos de congelamento e
descongelamento, com nova homogeneizagdo apds cada ciclo. Em seguida, a
amostra foi centrifugada a 1000 x g por 3 minutos. O sobrenadante resultante foi
cuidadosamente recuperado com seringa, filtrado através de filtro de seringa de 0,22
Mm e inoculado todo sobrenadante recuperado, entre 1,5 mL e 2,5 mL, diretamente
em frascos de cultivo celular de 25 cm? contendo células da linhagem MDBK (Madin-
Darby Bovine Kidney) com 24 horas de crescimento, ocupando aproximadamente
50% da area do frasco. As culturas foram incubadas a 37 °C em atmosfera contendo
5% de CO, durante 2 horas para adsorgao viral. Apds esse periodo, o inoculo foi
removido e substituido por 3 mL do mesmo meio de cultivo (DMEM) suplementado
com 2% de soro fetal bovino (SFB) estéril inativado (Nova Biotecnologia®, REF. 10-
bio500i). As culturas foram mantidas a 37°C com 5% de CO,, por oito dias, com troca
completa do meio no quinto dia de incubagdo e avaliadas diariamente para
observacao da presenca de efeito citopatico. Um frasco de cultura foi submetido as
mesmas condigdes de inoculagdo usando-se D-MEM como inéculo, nas mesmas
condigbes de cultivo, como controle negativo. O sobrenadante recuperado nessa
etapa foi armazenado a —80°C. Ao final do oitavo dia, todo o conteudo dos frascos
(células e sobrenadante) dos trés bovinos foi coletado e congelado a —80°C para
posterior confirmacao molecular viral por RT-PCR como descrito no item 6.2.3.
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1.3 RESULTADOS
1.3.1 Caracterizagao Clinica e Anatomopatologica

O histdrico sanitario da Fazenda A evidenciou falhas reprodutivas caracterizadas
por dois abortos, bem como doencgas respiratérias e quadros de mastite recorrentes.
Quanto a Fazenda B, havia problemas de longa data relacionados a doencgas
respiratorias recidivantes, com isolamento de agentes bacterianos e virais associados,

como Pasteurella spp. e virus respiratorio sincicial bovino (BRSV).

Os trés bovinos apresentaram quadros cronicos de baixo desempenho
zootécnico. O Bovino 1 (Fazenda A), manifestou episddios recorrentes de pneumonia
e diarreia ao longo da vida, além de subdesenvolvimento em relagdo aos
contemporaneos desde o nascimento, atingindo 200 kg de peso vivo aos 12 meses.
O Bovino 2 (Fazenda A), apresentou emaciagdo acentuada, com episédios
intermitentes de pneumonia, para os quais, muitas vezes, ndao havia resolugao
completa, bem como episddios de tristeza parasitaria bovina. Esse animal
demonstrou, ainda, subdesenvolvimento corporal, com aproximadamente 300 kg de
peso vivo aos 24 meses de idade. O Bovino 3 (Fazenda B), também apresentou
quadros recorrentes de pneumonia e subdesenvolvimento corporal, com peso
estimado em 150 kg aos oito meses de idade. Devido as doengas recorrentes, os
animais eram frequentemente expostos a terapia medicamentosa, sendo os
antimicrobianos mais frequentemente utilizados a base de penicilina, oxitetraciclina e

florfenicol.

Os trés bovinos apresentaram alteracbes em todos os analitos séricos

mensurados (Tabela 1).

Tabela 1. Niveis séricos de analitos relacionados a fungao renal em bovinos com sindrome nefrética
associada ao BVDV.

Analito Bovino 1 Bovino 2 Bovino 3 Valor de referéncia*
Ureia (mg/dL) 387,0 375,0 258,0 42,8 - 64,2
Creatinina (mg/dL) 6,2 6,1 4,3 1,0-2,0
Albumina (g/dL) 1,0 1,0 2,0 3,0-3,6
Proteina total (g/dL) 4,0 4,3 54 6,7-7,5

*Braun & Lefebvre, 2008
Elaborada pelo autor, 2026.
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A necropsia, observou-se nos trés bovinos estado corporal magro e mucosas
palidas. Nos Bovino 1 e 3, os cascos de todos os membros demonstravam
crescimento excessivo e irregular. Ainda no Bovino 3, havia hipotricose em regiao
glutea esquerda. Todos os bovinos apresentavam edema subcutaneo multifocal em
regidao abdominal, variando de discreto a moderado. Os trés bovinos apresentaram
lesdes renais semelhantes: no Bovino 1, os rins estavam moderadamente diminuidos,
firmes e esbranquigados, com areas multifocais a coalescente moderadas de retragcéo
do parénquima, entremeadas a nodulagbes parenquimatosas multifocais discretas,
que variavam de 0,1 a 0,5 cm em superficie capsular (Figura 1A). As regides cortical
e medular apresentavam coloragdo heterogénea variando de castanho a
esbranquigado (Figura 1B). No Bovino 2, os rins estavam moderadamente diminuidos
e esbranquicados, com retracdo do parénquima multifocal a coalescente acentuada,
entremeada a nodulagdes parenquimatosas multifocais a coalescente acentuadas de
0,1 a 0,3 cm (Figura 1A). No cértex havia estriacbes esbranquicadas multifocais
moderadas (Figura 1D). No Bovino 3, o rim direito apresentava-se moderadamente
diminuido em relagcdo ao contralateral (Figura 1E), ambos moderadamente
esbranquicados, com retragao multifocal acentuada do parénquima, entremeada a
nodulagdes parenquimatosas multifocais acentuadas de 0,5 a 1 cm. No cortex havia
areas esbranquicadas multifocais acentuadas em rim direito (Figura 1F) e multifocais

moderadas em rim esquerdo.
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Figura 1. Lesbes macroscopicas em rins de bovinos com sindrome nefrética associada ao BVDV. A -
Bovino 1: rins moderadamente diminuidos, firmes e esbranquigados, com areas de retragdo do
parénquima, entremeadas a nodulagcbes parenquimatosas que variavam de 0,1 a 0,5 cm em superficie
capsular (setas). B — Bovino 1: regido cortical e medular com areas de coloragdo heterogénea variando
de castanho a esbranquicado (setas). C — Bovino 2: rins acentuadamente diminuidos e
esbranquigcados, com retragdo do parénquima, entremeada a nodulagdes parenquimatosas de 0,1 a
0,3 cm (setas). D — Bovino 2: em corte dorsal, estriagdes esbranquicadas em regido cortical (setas). E
— Bovino 3: rins moderadamente esbranquicados, com retragdo do parénquima, entremeada a
nodulagdes parenquimatosas de 0,5 a 1 cm (setas); rim direito moderadamente diminuido em relagao
ao contralateral (asterisco). F — Bovino 3: em corte dorsal, areas esbranquigadas (seta) em rim direito.

Fonte: arquivo pessoal

\‘

~ P4g. 76 de 108 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00006105/2026 e o codigo 12H5EEZ0.



76

Em cavidade toracica do Bovino 1, havia areas de aderéncias multifocais
moderadas entre a pleura visceral e parietal, além de area focalmente extensa
moderada avermelhada e consolidada do parénquima pulmonar na regiao
anteroventral acometendo cerca de 50% do lobo cranial esquerdo (Figura 2A) e 30%
do lobo cranial direito. No Bovino 2, em pulmdes, havia areas multifocais discretas de
consolidagdo do parénquima, também em regido anteroventral, mas acometendo
cerca de 10% lobo cranial direito, além de aderéncias entre a pleura visceral e parietal

multifocais moderadas.

Adicionalmente, no Bovino 2 em figado, observou-se areas multifocais
discretas esbranquicadas e retraidas em superficie capsular. Ao corte, havia distenséo
e espessamento multifocais moderados de ductos biliares, no limen dos quais
encontrou-se bile espessa, detritos e moderada quantidade exemplares adultos de
Fasciola hepatica (Figura 2B). Em abomaso, havia edema de submucosa multifocal
moderado. Nos Bovinos 1 e 2, observou-se placas de Peyer de jejuno e ileo evidentes
e aumentadas (Figura 2C) que, por vezes, apresentavam, ao corte, cavitacfes de até
0,5 cm (Figura 2D). No Bovino 2, na transi¢cao entre célon e ceco, havia nodulagbes
multifocais a coalescente na mucosa medindo de 0,2 a 0,5 cm de didametro,

circunscritas, discretamente elevadas e de superficie lisa.
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Figura 2. LesGes macroscoépicas secundarias em bovinos com sindrome nefrética associada ao BVDV.
A — Pulmao (Bov. 1): area de consolidagdo do parénquima pulmonar na regido anteroventral
acometendo cerca de 50% do lobo cranial esquerdo. B — Figado (Bov. 2): ducto biliar ectdsico e com
paredes espessadas (seta amarela), com exemplares adultos de Fasciola hepatica (setas vermelhas).
C - ileo (Bov. 2): placa de Peyer evidente e aumentada (setas). D — ileo (Bov. 2): placas de Peyer,
em corte transversal, cavitac@es de até 0,5 cm (setas).

Fonte: arquivo pessoal

As alteragdes histolégicas renais nos trés bovinos foram caracterizadas por
retragdo do parénquima, acompanhada por proliferagéo de tecido conjuntivo fibroso e
infiltrado  linfoplasmocitico intersticial, multifocal a coalescente acentuados,
configurando nefrite intersticial linfoplasmocitica fibrosante multifocal acentuada,
cronica (Figura 3A). As lesbes glomerulares foram representadas por segmentacao
dos tufos glomerulares, que adotaram um aspecto “folha de trevo”, acompanhada por
proliferagdo de células mesangiais e espessamento da membrana basal dos capilares
glomerulares bem como aderéncia segmentar do tufo glomerular ao folheto parietal
da capsula de Bowman (Figura 3B) que, por vezes, apresentava-se espessada e
hialinizada. Alguns glomérulos apresentaram colapso segmentar dos tufos capilares,
acompanhado por hiperplasia das células epiteliais parietais e infiltracdo de células
macrofagos, linfocitos e plasmoécitos no espago de Bowman, formando estruturas

semelhantes a pseudocrescentes (Figura 3C). Outras lesbes glomerulares incluiram
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hialinizagdo (Figura 3D) e fibrose periglomerular. Morfologicamente as lesdes
glomerulares foram predominantemente classificadas em glomerulonefrite
membranoproliferativa multifocal moderada (Bov. 3) a acentuada (Bov. 1 e 2), crbnica.
Os tubulos renais de todos os animais apresentaram atrofia tubular (Figura 3E)
acompanhada por hipertrofia e dilatacdo de tubulos remanescentes (Figura 3F),
multifocais variando de moderadas (Bov. 3) a acentuadas (Bov. 1 e 2). Observou-se,
ainda, dilatacao tubular e acumulo de gotas e cilindros hialinos (Figura 3G). A técnica
histoquimica de Periddico Acid—Schiff (PAS) evidenciou espessamento da membrana
basal dos capilares glomerulares em todos os bovinos (Figura 3H). Afibrose intersticial
e periglomerular foi evidenciada pela técnica de Tricrémico de Masson, exibindo azul
intenso (Figura 31) em todos os bovinos. A técnica de Vermelho Congo apresentou

marcagao negativa em todos os bovinos.
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Figura 3. Lesdes histologicas observadas em rins de bovinos com sindrome nefrética associada ao
BVDV. A - Bov. 1: fibrose intersticial acompanhada por infiltrado linfoplasmocitico (asteriscos). B —
Bov. 2: segmentagdo glomerular (setas vermelhas) acompanhada por proliferacdo de células
mesangiais (asterisco) e aderéncia do tufo glomerular ao folheto parietal da capsula de Bowman (setas
amarelas). C — Bov. 2: colapso segmentar do tufo glomerular (asterisco), com formagéo de
pseudocrescente (setas). D - Bov. 1: glomérulo completamente hialinizado (asterisco). E — Bov. 3:
multiplos tubulos renais atréficos (setas). F — Bov. 2: hipertrofia de tubulos renais remanescentes
(setas). G — Bov. 2: dilatagédo tubular e acumulo de gotas e cilindros hialinos (setas). H — Bov. 2:
espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares evidenciados pela técnica Periodic
Acid—Schiff — PAS (setas). | — Bov. 3: fibrose intersticial (setas vermelhas) e periglomerular (seta
amarela) demonstrada pela técnica Tricrémico de Masson.
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Fonte: arquivo pessoal

Em pulmdes do Bovino 1, havia infiltrado de neutréfilos, além de macrofagos,
linfocitos e plasmadcitos no lUumen de alvéolos brénquios e bronquiolos, além fibrose,
configurando broncopneumonia supurativa fibrosante multifocal moderada, crénico
ativa. Em pleura, havia proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso, acompanhada por
infiltrado de macrofagos, linfécitos e plasmdcitos, sendo morfologicamente compativel
como pleurite fibrosante multifocal moderada, crénico ativa. Havia, ainda, hiperplasia
de tecido linfoide associado aos brénquios (BALT), no qual observou-se apoptose de
linfécitos, multifocais moderadas. Em pulmdes do Bovino 2, havia infiltrado de
neutrofilos, macrofagos, linfocitos e plasmadcitos no lumen de alvéolos e brénquios,

além fibrose, configurando broncopneumonia supurativa fibrosante multifocal discreta,
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cronico ativa. Ja em figado, observou-se hiperplasia de ductos biliares que,
apresentaram proliferagao de tecido conjuntivo fibroso em paredes ductais. Os ductos
estavam ectasicos, repletos de conteudo particulado de aspecto arenoso, bem como
exemplares de Falsciola hepatica. Havia também proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso periductal e portal, acompanhado por infiltrado de macréfagos, linfécitos e
plasmdcitos, multifocais acentuados. Por fim, as lesdes hepaticas foram classificadas

como colangio-hepatite hiperplasica e fibrosante multifocal moderada.

A analise histopatologica de jejuno e ileo dos Bovinos 1 e 2, constatou-se em
placas de Peyer, substituicdo parcial ou completa dos foliculos por criptas intestinais
herniadas através da submucosa (Figura 4A). Além disso, alguns foliculos foram
substituidos por cavidades revestidas por epitélio achatado, contendo muco, restos

necréticos e infiltrado de neutrdfilos, linfocitos, plasmaécitos e macrofagos (Figura 4B).

No Bovino 2, na transicao entre célon e ceco observou-se o mesmo padrao
histolégico observado nas placas de Peyer de jejuno e ileo, marcado por deplegao
linfoide multifocal acentuada, formagdo de cavitagdes e herniacdo de criptas
intestinais, multifocais moderadas. No Bovino 3, em placas de Peyer, havia apoptose
de linfécitos multifocal moderada (Figura 4D), caracterizada por picnose,
fragmentacao nuclear e formacdo de corpos apoptoticos livres e fagocitados por
macrofagos de corpo tingivel, com raros foliculos completamente depletados e
invadidos por criptas herniadas. Em todos os bovinos havia em linfonodos e baco,

apoptose de linfécitos multifocal moderada (Figura 4D).
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Figura 4. Lesbes histologicas em tecidos linfoides de bovinos com sindrome nefrética associada ao
BVDV. A - Jejuno (Bov. 1): substituicdo parcial de foliculo linfoide de placa de Peyer por criptas
intestinais herniadas através da submucosa (setas). B — ileo (Bov. 2): foliculo linfoide substituido por
cavidade revestida por epitélio pavimentoso, contendo muco, restos necréticos e infiltrado de
neutrdfilos, linfocitos, plasmécitos e macrofagos (asterisco). C — Placa de Peyer (Bov. 3): formagao de
corpos apoptoticos livres e fagocitados por macréfagos de corpo tingivel (setas). D — Bago (Bov. 1):
apoptose de linfécitos em foliculo linfoide (asterisco).

1.3.2 Anadlise Molecular, Sequenciamento e Analise Filogenética

Amostras de soro e rins dos trés bovinos foram positivas para o BVDV na RT-
PCR. A analise das sequéncias de nucleotideos obtidas pelo sequenciamento
genético das amostras demonstrou 100% de identidade entre os isolados dos Bovinos
1 (PV990129.1 - UDESC/14/2025) e 2 (PX021435.1 - UDESC/15/2025), da Fazenda
A, enquanto ambas apresentaram cerca de 98% de similaridade com o isolado do
Bovino 3 (PV982290.1 - UDESC/13/2025), da Fazenda B. Os trés isolados foram
classificados como BVDV-1a, apresentando alta identidade genética que variou entre
98,3% e 100% com isolados da América do Sul, América do Norte e Africa
pertencentes ao subgendtipo 1a. A comparagao com isolados brasileiros demonstrou
niveis de similaridade entre 94,4 e 95,3% com duas sequéncias do Rio Grande do Sul.
A semelhanga com as duas Unicas sequéncias do BVDV-1a ja detectadas em Santa

Catarina mostrou-se ainda mais baixa, com indices variando de 89,3 a 93,3%. A PCR
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para pesquisa do agente Ovine gammaherpesvirus 2 (OvHV-2) apresentou resultado

negativo para todos os animais.

A arvore filogenética gerada utilizando sequéncias de cepas referéncia de
diferentes espécies e subgendtipos de pestivirus, bem como cepas do BVDV de alta
similaridade com os isolados deste estudo, distribuiu as cepas em trés ramos distintos
(Figura 5). Um dos ramos correspondeu ao Pestivirus bovis (BVDV-1), no qual foram
alocadas as sequéncias isoladas dos bovinos deste estudo. Elas em um clado comum
e bem delimitado, com relagdo monofilética evidente com sequéncias do BVDV-1a da
Argentina, Estados Unidos, Canada e Mogambique. Com relagdo as sequéncias
Brasileiras, verificou-se maior distanciamento evolutivo, com ancestral mais antigo se
comparadas as sequencias deste estudo. Os outros ramos corresponderam ao
Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus giraffae (GPeV).

Figura 5. A arvore filogenética baseada na regidao 5’UTR do genoma viral dos pestivirus, utilizando as
sequéncias provenientes dos bovinos acometidos por sindrome nefrotica associada a doenga das
mucosas atipica, bem como sequéncias brasileiras e internacionais dos Pestivirus bovis (BVDV-1),
Pestivirus tauri (BVDV-2) e Pestivirus giraffae, analisada pelo método Maximum Likelihood com 1000
bootstraps e modelo Kimura 2-parametros. As sequéncias detectadas neste estudo foram destacadas
pelo simbolo distintivo (e).
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Elaborada pelo autor, 2026.
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1.3.3 Cultivo e Isolamento Viral

As garrafas dos Bovinos 1, 2 e 3 foram avaliadas em conjunto com a garrafa
controle, composta por um tapete celular uniforme (Figura 6A). Nas células inoculadas
com amostras do Bovino 1, observou-se crescimento celular normal nas primeiras 48h
pés-inoculacdo. No terceiro dia (72h), surgiram pequenas areas de lise celular,
compativeis com o inicio da formacdo de placas. Em 96h, verificou-se aumento da
celularidade nas placas pré-existentes e o aparecimento de novas formacdes. No
quinto dia (120h), as placas apresentaram um aumento progressivo (Figura 6B). Apos
a troca de meio, houve discreta reducdo das placas, que persistiram até 168h, com
posterior diminui¢cdo de tamanho e efeito citopatico em 192 horas, indicando reducéo
da atividade viral apos a remocao do sobrenadante.

Nas células inoculadas com as amostras do Bovino 2, observou-se crescimento
celular normal nas primeiras 48h pds-inoculacdo. No terceiro dia (72h), surgiram
placas em pequenas regides da garrafa (Figura 6C). Em 96 horas, as placas
aumentaram em tamanho e foram observadas novas formagdes. No quinto dia (120h),
manteve-se o padréo de placas, sem progressao significativa. Apds a troca de meio,
observou-se descolamento parcial do tapete celular e diminuicdo das placas. Entre
144 e 192h, as células apresentaram crescimento normal, sem novas alteracfes
morfoldgicas e efeito citopatico, indicando reducao da atividade viral apés a remocéao
do sobrenadante.

Nas células inoculadas com as amostras do Bovino 3, observou-se crescimento
celular normal nas primeiras 48 horas pos-inoculagdo. No terceiro dia (72h), surgiram
pequenas placas na regido inferior do frasco. Em 96h, as placas aumentaram em
tamanho e novas formagdes médias foram observadas no cultivo celular (Figura 6D).
No quinto dia (120h), notou-se discreta diminuicdo do numero e tamanho das placas,
embora ainda presentes. Apos a troca de meio, houve reducéo parcial das formacgdes
de efeito citopatico, seguida do aparecimento de uma nova placa de grande extenséo
aos sete dias de incubacdo, mantendo-se estavel até 192 horas, indicando redugao

da atividade viral apos a remoc¢ao do sobrenadante.
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Figura 6. Cultivo celular e isolamento viral em células MDBK com amostras de bovinos com sindrome
nefrética associada ao BVDV. A — Cultivo controle: tapete celular integro. B - Bovino 1: placas
celulares (setas) em aumento progressivo as 120h pés-inoculagéo. C — Bovino 2: surgimento de placas
(setas) em pequenas regides da garrafa as 72h pds-inoculagéo. D — Bovino 3: placas em aumento
progressivo (setas) as 96h pés-inoculagao.
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1.4 DISCUSSAO

Descricdes de sindrome nefrotica associada a infecgdo pelo BVDV séao

escassas (WHITE et al., 1986; TRANG et al., 2014), visto que a condi¢gao é pouco
comum em bovinos e raramente foi atribuida a glomerulopatias (MURRAY & SHARPE,
2009). A sindrome foi inicialmente associada ao virus e a glomerulonefrite em uma
vaca de trés anos, que apresentou caracteristicas semelhantes as observadas nestes
bovinos, como subdesenvolvimento evidente e desenvolvimento de doenca clinica
progressiva e grave (WHITE et al., 1986). O mesmo quadro ocorreu em um bezerro
de dois meses infectado pelo BVDV, com histérico de baixo crescimento, edema
generalizado, colaborando com quadro encontrado no Bovino 3, que também

desenvolveu doenga crénica mesmo com pouca idade (TRANG et al., 2014).

Os resultados obtidos pela analise bioquimica sérica dos trés bovinos foram
caracterizados por hipoalbuminemia, hipoproteinemia, além de hiperuremia e
aumento de creatinina, sendo semelhantes (TRANG et al., 2014) ou mais graves
(WHITE et al., 1986) do que o observado em episddios de sindrome nefrética
associada ao BVDV. Esses achados estdo relacionados a lesdo glomerular, que
impede a correta filtragdo sanguinea e favorece o acumulo de compostos
nitrogenados no sangue, bem como proteinuria (BROWN et al., 2016), demonstrada
histologicamente nestes casos pelo acumulo de material amorfo e eosinofilico no

[imen tubular. Dessa forma, a falha renal resulta em sinais clinicos como edema
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generalizado e emaciagdo, conforme observado em maior ou menor grau nos trés
bovinos deste estudo (MURRAY & SHARPE, 2009; TRANG et al., 2014; WHITE et al.,
1986; WISEMAN et al., 1980).

Em casos de sindrome nefrética atribuidos ao BVDV, os rins apresentavam-se
discretamente palidos, de tamanho normal ou aumentados, com focos diminutos,
avermelhados e brilhantes, distribuidos por toda a superficie cortical, compativeis com
glomerulopatias (TRANG et al., 2014; WHITE et al., 1986). No entanto, as lesdes
macroscopicas observadas neste estudo assemelham-se apenas parcialmente as
previamente descritas. A macroscopia caracterizada por retragcdo do parénquima e
estriacbes esbranquicadas na cortical demonstrou caracteristicas tipicamente

observadas na doenca renal crénica (BROWN et al., 2016).

O mecanismo de desenvolvimento das lesbes macroscopicas esta relacionado
a a glomerulonefrite membranoproliferativa observada nos trés bovinos, a qual foi
descrita em bovinos infectados pelo BVDV de forma isolada ou associada a lesdes
intersticiais (CUTLIP et al., 1980; HEWICKER et al., 1987; PRAGER & LIESS, 1976;
TRANG et al., 2014). Esse padréao de glomerulonefrite fundamenta-se na deposicéo
de imunocomplexos nos capilares glomerulares, a qual foi evidenciada pelo
espessamento da membrana basal pela técnica de PAS (MCLELAND et al., 2015). A
progressdo da doenga resulta em um processo degenerativo nos glomérulos,
caracterizado por aderéncias, espessamento capsular e hialinizagdo, os quais foram
observadas histologicamente (WHITE et al., 1986). A morte glomerular leva a perda
dos néfrons, os quais sao substituidos por fibrose (BROWN et al.,, 2016). Esse
componente lesional foi demonstrado pela técnica Tricrbmico de Masson nestes
casos, que acompanhado por processos inflamatérios, resultou na aparéncia

macroscopicas esbranquicada e retraida destes rins (MCLELAND et al., 2015).

O desenvolvimento de uma glomerulonefrite imunomediada nestes bovinos
pode estar relacionado a infecgdo persistente pelo BVDV, sugerida nestes animais
pela presenga de cepas citopaticas, debilidade clinica e subdesenvolvimento corporal
(WALZ et al, 2020). A imunossupressao caracteristica do virus, somada as
coinfecgdes observadas, como a fasciolose e os quadros respiratorios crénicos e
redicivantes nos Bovinos 1 e 2, resultam em uma antigenemia persistente e interagdes
antigeno-anticorpo prolongadas, ocasionando o dano glomerular observado (TIETZ
MARQUES et al., 2004; GAUDINO et al., 2022).
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A deplecao linfoide caracterizada por apoptose massiva de linfécitos em placas
de Peyer e demais 6rgaos linfoides foi observada, a qual é tipicamente associada ao
BVDV (TEICHMANN et al., 2000). Ao extrapolar efeito similar a outras doengas, como
o Lupus eritematoso, um mecanismo conhecido como necrose secundaria ocorre
quando ha sobrecarga apoptotica, que excede a capacidade dos fagdcitos no local,
levando a produgdo de autoantigenos, os quais s&o importantes mediadores da
glomerulonefrite (KAPLAN, 2004). Adicionalmente, o RNA viral foi detectado nos rins
por RT-PCR, o que permite efeito direto nos glomérulos, bem como a formacéo de
imunocomplexos in situ (HEWICKER et al., 1987).

Diagndsticos diferenciais devem ser considerados diante de algumas lesées
observadas nestes bovinos. Pneumonia, nefrite intersticial, glomerulonefrite, bem
como apoptose de linfécitos e placas de Peyer aumentadas, podem ser observadas
em infecgdes pelo Gammaherpesvirus 2 (OvHV-2), em casos de Febre Catarral
Maligna. Entretanto, além da PCR negativa, lesbes anatomopatoldgicas tipicas da
infeccao, opacidade de cérnea, erosodes e ulceragdes em tegumento e trato digestério,
bem como vasculite disseminada ndo foram observadas (HEADLEY et al., 2021).
Além disso, a amiloidose nao foi detectada nos rins destes bovinos pela técnica de
vermelho congo, mas € um importante diferencial em episdédios de glomerulonefrites,
principalmente quando ha lesdes hialinizantes, principalmente por se tratar a principal

causa de sindrome nefrética em bovinos (ELITOK et al., 2008).

Com relacao a filogenia, a elevada identidade entre as sequéncias do BVDV-
1a provenientes dos Bovinos 1 e 2 (Fazenda A) é consistente com a dindmica de
transmisséo intra-rebanho, indicando a circulagdo de uma cepa viral comum (MARIAN
et al., 2025). Embora tais sequéncias ndo apresentem 100% de similaridade com o
isolado do Bovino 3 (Fazenda B) a proximidade filogenética e o compartilhamento do
mesmo cluster entre sequéncias obtidas de regides relativamente préximas € um
indicativo de disseminagéo regional/estadual do virus, principalmente quando ha
transito animal frequente entre as propriedades (Ql et al., 2019). Contudo, visto que
ambas as fazendas possuem rebanhos fechados ha anos, a introdu¢ao do BVDV via
animais de reposig¢ao torna-se improvavel. Dessa forma, falhas de biosseguridade
ganham relevancia e a transmissdo indireta por meio de fémites torna-se mais
provavel, principalmente no que se refere a veiculos transportadores, veterinarios e
trabalhadores contaminados que eventualmente se desloquem entre multiplas

fazendas em um unico dia (RANA et al., 2025a).
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A andlise filogenética revelou que os isolados detectados neste estudo
possuem similaridade superior a 99% com sequéncias de Mogcambique, associadas a
quadros entéricos (BAULE et al., 1997) e com cepas argentinas provenientes de
bafalos assintomaticos, bovinos e soro fetal (CRAIG et al., 2015; JONES et al., 2001).
Tais sequéncias demonstram alta semelhanga com isolados norte-americanos,
alcancando até 100% de identidade com cepas dos EUA, como a vacinal Oregon
C24V e a 11957c, vinculada a surtos de alta mortalidade (HOLTHAUSEN et al., 2025),
além do isolado canadense C3, oriundo de casos de doenca das mucosas (PELLERIN
et al., 1994). As fronteiras terrestres sul-americanas atuam como facilitadores dessa
dindmica, permitindo a importagdo de bovinos, o transito de material biologico e a
migracao de espécies silvestres carreadoras do virus (RANA et al., 2025; SOSA et al.,
2025).

Ambos os animais deste estudo eram provenientes de rebanhos vacinados com
vacinas inativadas que possuem cepas do BVDV-1a nas formulag¢des (SILVA et al.,
2021). A circulacéo viral e a ocorréncia de animais Pl sdo fendmenos relatados em
rebanhos submetidos a vacinagdo continua, embora os subtipos de campo
frequentemente sejam diferentes daqueles contidos nos imunizantes (ANTOS et al.,
2021; FRITZEN et al., 2024). O uso de vacinas inativadas € capaz de promover ampla
protecao contra a infecgao fetal quando as cepas vacinais e de campo pertencem ao
mesmo subgenotipo (PATEL et al., 2002), tal eficacia nao foi observada no presente
estudo. Diversos fatores podem estar associados a manutencdo do virus nestes
rebanhos, mesmo com a adogéo da vacinagao regular e reposi¢céo propria.

O controle do BVDV envolve primariamente a detecgao e eliminagédo de animais
Pl, aliada a medidas de biosseguridade e utilizacdo de vacinas eficazes (FULTON et
al., 2020). E possivel que os isolados destes casos possuam disparidade antigénica
em relagao aos contidos nas vacinas utilizadas, uma vez que variacdes nos titulos de
anticorpos neutralizantes ja foram relatadas mesmo dentro de um mesmo subgenétipo
(NEILL et al., 2019). Finalmente, falhas na manipulagdo e armazenamento dos
imunizantes ndo podem ser desprezadas, os quais requerem cuidados especificos
para manutencdo da integridade e eficacia (ANTOS et al., 2021).

O cultivo de células MDBK inoculadas com as amostras dos trés bovinos
revelou alteragdes citopatogénicas tipicas, marcadas por intensa vacuolizacdo do
citoplasma, com a formacado de vacuolos que exibiam tendéncia a coalescéncia,
originando estruturas de maiores dimensdes (BIRK et al. 2008; HAO et al., 2025;

RANA et al., 2025b). Em todos os bovinos, o efeito citopatico pleno, caracterizado por
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formacbes vacuolizacbes e placas celulares, ocorreu entre as 72 e 96h pos-
inoculagao, mostrando-se semelhante morfologica e cronologicamente ao observado
em cepas de campo do BVDV isoladas de bovinos leiteiros (RANA et al., 2025b).
Esses resultados podem estar relacionados ao nivel de viruléncia das cepas (HAO et
al., 2025), visto que cepas altamente virulentas tendem a apresentar efeitos citopatico
precocemente em cultivo celular (BIRK et al., 2008). Entretanto, analises adicionais
sdo necessarias para definir niveis de viruléncia das cepas do BVDV destes bovinos.

Algumas limitagdes deste estudo devem ser consideradas. A aplicacéo de
meétodos diagndsticos complementares para a localizagdo in situ do virus, como a
imuno-histoquimica (IHQ) (BIANCHI et al., 2017) e a hibridizagdo in situ (ISH)
(HEIDARI et al., 2021) nao foi possivel devido a limitada disponibilidade no Brasil.
Ambas as técnicas seriam fundamentais para correlacionar o antigeno viral as lesoes
histolégicas observadas. Adicionalmente, a utilizagao da imunofluorescéncia permitiria
confirmar a deposigédo de imunocomplexos nos capilares glomerulares (TRANG et al.,
2014), achado sugerido pelo espessamento de membrana basal evidenciado na
coloracao de PAS, auxiliando na compreensao da patogenia das lesbes renais

encontradas nos bovinos deste estudo.

1.5 CONCLUSAO

Este estudo caracterizou trés episodios raros na literatura mundial de sindrome
nefrética associada a isolados citopaticos do BVDV. Os bovinos acometidos eram
historicamente imunossuprimidos e frequentemente acometidos por infeccdes
secundarias. Manifestagbes clinicas como edema, hipoproteinemia e proteinuria
foram correlacionadas a glomerulonefrite membranoproliferativa associada a nefrite
intersticial linfoplasmocitica e fibrosante. Por meio desses resultados, faz-se
necessario incluir as doengas renais no espectro de manifestagdes patoldgicas

associadas ao BVDV.
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1. CONSIDERAGOES FINAIS

A integracao dos resultados obtidos na totalidade deste estudo permitiu uma
caracterizagdo abrangente dos aspectos clinicos, patologicos, viroldgicos,
moleculares e filogenéticos envolvidos nas apresentagbes associadas ao BVDV em

diferentes municipios do estado de Santa Catarina (Figura 1).

Figura 1. Municipios de Santa Catarina com ocorréncia de bovinos acometidos por doengas associadas
ao virus da diarreia viral bovina (BVDV).
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Elaborada pelo autor, 2026.

Até o inicio desta década, o BVDV jamais havia sido associado a doengas no
estado (Silveira et al., 2017). Este estudo demonstrou a ocorréncia de apresentagdes
tipicas da infeccgao viral, como abortamentos, malformagdes congénitas e doenga das
mucosas. Além disso, uma apresentagcdo pouco comum e raramente relatada no
mundo como a sindrome nefrética (WHITE et al., 1986; TRANG et al., 2014) foi
caracterizada em associagao ao BVDV. Além disso, a deteccéo de cepas citopaticas
na maioria dos casos analisados permitiu a melhor caracterizagao das enfermidades

e demonstrou a ocorréncia de diferentes bidtipos em rebanhos do estado.

Com relagao a caracterizagao filogenética, os dados demonstraram predominio
do BVDV-1 (Pestivirus bovis) no territério catarinense, com a deteccdo do

subgendtipos 1a, 1b e 1e (Fig. 2). Apesar do numero de sequéncias obtidas neste
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estudo nao ser representativo o bastante para extrapola-los ao restante do estado de
Santa Catarina e determinar prevaléncia, sédo resultados que evidenciam a circulagao
viral ativa entre diferentes regides e que fornecem dados para melhor compresséao da
dindmica viral. Além disso, esses resultados podem servir de suporte para a
implementagcdo de medidas adicionais de biosseguridade nas fazendas, além
possibilitar o desenvolvimento de vacinas nacionais, a fim de melhorar a eficacia dos

imunizantes atualmente disponiveis no mercado (SILVA et al., 2021).

Por fim, a caracterizagdo das diferentes formas anatomopatolégicas de
apresentacdo do BVDV, bem como determinagdo dos bibtipos, gendtipos e
subgenotipos envolvidos, devem servir de auxilio para a melhoria da abordagem
diagndstica a campo, além de promoverem a inser¢éo do virus entre os diagnosticos
diferenciais de disturbios reprodutivos, malformag¢des congénitas, bem como doengas

com acometimento dos sistemas tegumentar, digestivo e renal.

Figura 2. Arvore filogenética baseada na regido 5°UTR do genoma viral dos pestivirus, utilizando todas
as sequéncias de todos os bovinos infectados pelo BVDV detectados neste estudo, bem como
sequéncias brasileiras e internacionais dos Pestivirus bovis (BVDV-1), Pestivirus tauri (BVDV-2) e
Pestivirus giraffae, analisada pelo método Maximum Likelihood com 1000 bootstraps e modelo Kimura
2-parametros. As sequéncias detectadas neste estudo foram destacadas pelo simbolo distintivo (e).
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