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RESUMO

A imunodeficiéncia viral bovina € uma doenca cronica e progressiva causada por um
lentivirus que acomete bovinos e bubalinos. Embora a infeccao seja relatada em bovinos em
varios paises do mundo, inclusive no Brasil, em bubalinos s6 existem dois relatos da infec¢ao,
um no Paquistdo e outro no Camboja. Diante disso o objetivo desse trabalho foi verificar a
ocorréncia do virus da imunodeficiéncia bovina (BIV) em bifalos provenientes do estado do
Pard, regido Norte do Brasil. Para verificar a ocorréncia do BIV no rebanho foi feita a
deteccao do DNA proviral em 607 amostras de sangue de bufalos obtidas de 10 propriedades
do estado do Pard, por meio da reacdo em cadeia da polimerase - semi-nested (PCR-SN)
utilizando-se primers especificos para a regido pol do genoma do virus. Das 607 amostras
testadas na PCR-SN para o BIV, 27 (4,4%) foram positivas. As sequéncias amplificadas
foram confirmadas por clonagem e sequenciamento de nucleotideos. A similaridade da
sequéncia de nucleotideos das amostras isoladas com a estirpe de referéncia (R-29) foi de
99%. Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais importantes, que revelam a
primeira deteccdo no Brasil da presenca do BIV em bubalinos e alertando sobre a
possibilidade do virus funcionar como um fator de risco para a satide das populagdes de

bubalinos e um potencial agente causador de doenga cronica.

Palavras chave: Virus da imunodeficiéncia bovina. PCR-SN. Ocorréncia. Bufalo. Para.



ABSTRACT

Bovine viral immunodeficiency is a chronic and progressive disease caused by a
lentivirus that affects cattle and buffalo. Although infection is reported in cattle in several
countries, including Brazil, in buffalo there are only two reports of infection, one in Pakistan
and one in Cambodia. The aim of this research was to verify the occurrence of bovine
immunodeficiency virus (BIV) in buffaloes from the state of Pard, northern Brazil. To verify
the occurrence of BIV in herds, the detection of proviral DNA in blood samples from 607
buffaloes obtained from 10 properties in the State of Pard, by semi-nested polymerase chain
reaction (snPCR) were made using primers specific for the pol region in the genome of the
virus. The 607 samples tested by snPCR for the BIV, 27 (4.4%) were positive. The amplified
sequences were confirmed by cloning and nucleotide sequencing. The similarity of nucleotide
sequence of the isolates with the reference strain (R-29) was 99%. Epidemiologically, this
study provides important initial data, reporting the first detection of BIV in buffaloes in the
Brazil and warning of the possibility of the virus function as a risk factor for the health of

populations of buffaloes and a potential causative agent of chronic disease.

Keywords: Bovine immunodeficiency virus. Semi-nested PCR. Occurrence. Buffalo. Par4.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A criagdo de bufalos vem crescendo progressivamente em todo o mundo. A espécie
bubalina desempenha um relevante papel na producao de alimento, principalmente nos paises
em desenvolvimento, localizados em sua maioria nas dreas tropicais. Assumem também um
relevante papel social e econdmico na India, Paquistao, Filipinas, Vietnam, Maldsia e
Tailandia. Atualmente a bubalinocultura estd em significativa expansdo em muitos paises do
mundo, como € o caso do Brasil.

Nos ultimos 30 anos, o rebanho bubalino brasileiro apresentou crescimento de
129,48%. Dados oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica de 2013 apontam
um rebanho nacional de aproximadamente 1,1 milhdes de cabecas, distribuidas pelas cinco
regides do pais, sendo que a regido Norte é a que possui 0 maior contingente, com 64% do
total. Nessa regido, o estado do Pard detém o maior rebanho de bubalinos com 461.275
cabecas, que representa 39% do efetivo nacional.

Ao longo dos anos a bubalinocultura tem se expandido no Brasil, onde deixou de ser
utilizada somente para ocupagdo de terras impréprias para criagdo de gado bovino e passou a
ser uma op¢ao de criacdo pecudria. O preco pago pelo litro do leite e a exportagdo de animais
de reprodugdo para a Venezuela, Colombia e Filipinas tem aumentado a visibilidade da
bubalinocultura nos ultimos cinco anos, além do investimento em estratégias de marketing
que provocou maior divulgacdo e aumento do consumo de produtos lacteos produzidos a
partir do leite de bufala. A atividade estd passando por um pico de expansdo, e tem potencial
para tal, pois se trata de animais rusticos, adaptados ao sistema de criacdo brasileiro, ddceis e
faceis para trabalhar na rotina quando sdo manejados de maneira adequada. Esta capacidade
coloca os bufalos como um dos maiores aliados do homem e contribui no desenvolvimento da
producdo de leite, carne, couro e trabalho.

O leite produzido pelas bufalas apresenta os componentes fisico-quimicos como
gordura, proteina e s6lidos totais superiores aos encontrados no leite bovino. Os componentes
da carne de bufalos sdo idénticos aos encontrados na carne bovina, entretanto a carne do
bifalo se apresenta ligeiramente mais vermelha, com mais firmeza, gordura mais clara e com

baixos teores de colesterol.
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Atualmente o governo brasileiro estd investindo na bubalinocultura em propriedades
que praticam agricultura familiar, por meio do PRONAF (Programa Nacional de
Fortalecimento da Agricultura Familiar), incentivando a utilizacdo dos bubalinos na tragdo
animal, no aproveitamento de adubo organico e a produc¢ao de leite para o sustento familiar.

Com isso, a preocupacdo com a sanidade do rebanho bubalino tem aumentado
consideravelmente, pois muitos aspectos das doencas em bufalos ndo sdo conhecidos e em
razdo da grande rusticidade, propaga-se o conceito de que os bufalos sdo resistentes a varias
doencas que acometem bovinos. Entretanto, sabe-se que estes animais sdo susceptiveis a
maior parte dos agentes infecciosos que acometem os bovinos, como, por exemplo, o agente
da imunodeficiéncia viral bovina que causa uma doenga cronica e progressiva causada por um
retrovirus que possui ampla distribui¢ao mundial.

Embora os estudos ja tenham progredido bastante em bovinos, em bubalinos, até o
presente momento, ndo hd relato na literatura do isolamento do virus da imunodeficiéncia
bovina (BIV) e existem apenas dois estudos soroldgicos e moleculares, um no Paquistdo e
outro no Camboja.

Devido a ampla distribui¢do mundial do BIV, a escassez de dados na literatura e a
auséncia de estudos em bubalinos no Brasil, objetivou-se verificar a ocorréncia da infecc¢do,

por meio da detec¢do molecular, do BIV em bufalos do estado do Para.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

O virus da imunodeficiéncia bovina (BIV) foi descoberto em 1969, quando os
pesquisadores Cameron Seger e Martin Van der Maater em uma pesquisa intensiva sobre o
agente causador da leucose enzoética bovina, realizaram um estudo de campo com um
rebanho leiteiro da Estacdo Experimental do Sudeste da Louisiana em Franklinton, Estados
Unidos. Apds vérios exames, foi observado que estes animais apresentavam leucocitose, que
foi atribuido ao aumento de linfécitos, condicdo compativel a um quadro clinico de leucemia
bovina. Mas o que lhes chamou a atencdo foram as alteracdes clinicas de linfoadenopatia,
fraqueza progressiva e emagrecimento, apresentadas por uma vaca leiteira da raga Holstein,
prenhe, de oito anos de idade (vaca R-29), sugerindo um quadro tipico de leucose (GONDA et
al., 1994; ST-LOUIS et al., 2004). Apés o nascimento do bezerro, as condi¢cdes dessa vaca
pioraram e todas as tentativas para reverter o quadro falharam. O animal morreu e foram
realizadas necropsia e histopatologia, onde se observou infiltrados perivasculares em alguns
vasos no cérebro e aumento dos ganglios linfaticos (SUAREZ et al., 1993; GONDA et al.,
1994).

Em 1972, Van der Maaten et al. estudaram bezerros privados de colostro bovino,
inoculados com células infectadas com leucdcitos e tecidos da R-29. Estes animais ndo
apresentaram sinais clinicos evidentes, porém, desenvolveram linfadenopatia facilmente
detectavel em linfonodos subcutineos e uma leucocitose persistente por varios meses durante
o estudo. Andlises histopatoldgicas dos linfonodos destes bezerros revelaram hiperplasia
folicular e a presenca de infiltrado de células mononucleares perivasculares, conforme
observado anteriormente na R-29 (ONUMA et al., 1992; GONDA et al., 1994, CORREDOR
et al., 2010). Nenhum bezerro experimentalmente infectado desenvolveu linfossarcoma,
descartando assim a possibilidade do agente causador desta doenca ser o virus da leucose
enzodtica bovina (GONDA et al., 1994). Andlises microscOpicas revelaram um virus indutor
de sincicios que devido a semelhangas com o Lentivirus ovino, foi primeiramente designado
como "bovine visna-like virus” (VAN DER MAATEN et al., 1972; SUAREZ et al., 1993;
GONDA et al., 1994).

Durante anos, nenhum interesse foi demonstrado neste virus, devido ao fato de ele ndo

ser o agente causador da leucose bovina, € ndo estar aparentemente relacionado a nenhuma
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enfermidade (FLORES, 2007; BHATIA et al., 2013). O interesse s6 foi demonstrado apds o
isolamento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), na década de 1980, devido a
emergéncia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), face a necessidade urgente
em se desenvolver modelos animais para um possivel tratamento e controle do HIV na
populacdo humana (SU et al., 2010). Apds esta necessidade e com a descoberta de que a
AIDS era causada por um lentivirus, pesquisadores levantaram questdes sobre a relevancia
deste virus para a medicina veterindria e humana (MEAS et al., 1998), e sugeriram que este
poderia ser uma alternativa como modelo biol6gico substituto para pesquisas com o HIV (ST-
LOUIS et al., 2004).

Andlises moleculares e imunolégicas demonstraram que o isolado da vaca R-29 se
assemelhava genética, bioquimica, imunoldgica, antigénica e estruturalmente ao virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (GONZALEZ et al., 2008). Como consequéncia,
Gonda et al. (1987) atribuiram uma nova nomenclatura ao virus, designando-o de virus
semelhante ao da imunodeficiéncia bovina, conhecido atualmente apenas como virus da
imunodeficiéncia bovina (BIV).

Novas informacdes sobre a biologia molecular do BIV foram derivadas do trabalho de
Braun et al. (1988) e Garvey et al. (1990), que geraram e caracterizaram dois clones de cDNA
infecciosos, chamados BIV 106 e BIV 127, a partir do isolado BIV R-29. Posteriormente,
Suarez et al. (1993) isolaram duas estirpes de campo do BIV adicionais, denominado FL491
e FL112, associado com o desenvolvimento de leucocitose. No entanto, a maioria das
informacdes sobre patogenia, sorologia e andlises moleculares foi obtida apenas dos estudos

do isolado R-29.

2.2 ETIOLOGIA E PATOGENIA

O virus da imunodeficiéncia viral bovina pertence a familia Retroviridae, subfamila
Orthoretrovirinae e género Lentivirus (FLORES, 2007). Essa familia se caracteriza por causar
infeccao persistente em vdrias espécies animais. Os retrovirus possuem virions envelopados e
apresentam duas fitas simples de RNA idénticas nao complementares. Os membros dessa
familia sdo assim denominados por possuirem uma enzima capaz de sintetizar uma molécula
de DNA a partir da transcricdo do seu genoma de RNA, mecanismo chamado de transcri¢do
reversa. A enzima que cataliza esta reagdo, a transcriptase reversa (RT), € um componente dos

virions e possui, ainda, outras atividades essenciais para a replicagdo viral. A etapa de
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transcric@o reversa se constitui no evento central da multiplicacdo dos retrovirus (FLORES,
2007).

Os lentivirus partilham propriedades estruturais, genéticas, bioldgicas e/ou patogé€nicas
comuns. Os virus pertencentes a esse género sao: virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) em primatas, virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o
virus Maedi-Visna (MVV) em ovinos, virus da artrite encefalite caprina (CAEV), virus da
anemia infecciosa equina (AIEV), virus da doen¢a Jembrana (JDV) em bovinos e o virus da

imunodeficiéncia bovina (BIV) (Tab. 1).

Tabela 1. Manifestacdes clinicas e patoldgicas dos lentivirus

Lentivirus Hospedeiro Desordens
clinicas/patoldgicas
Virus da Imunodeficiéncia Bovina (BIV) Bovideos Linfocitose, linfadenopatia,

infec¢des oportunistas, lesoes
no sistema nervoso central,
fraqueza e emagrecimento

Virus da Doenca de Jembrana (JVD) Bovinos Febre, letargia, anorexia e
balineses linfadenopatia

Virus da Imunodeficiéncia Humana  Humanos Imunodeficiéncia,

(HIV) linfadenopatia, infec¢des

oportunistas, encefalopatia,
sarcoma de Kaposi

Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) Felinos Imunodeficiéncia,
linfadenopatia, infec¢des
oportunistas, leucopenia,

anemia

Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV) Primatas Imunodeficiéncia,
neuropatologia, infec¢oes
oportunistas em macacos

Rhesus

Virus Maedi-Visna (MVYV) Ovinos Encefalite, pneumonia,
linfadenopatia, paralisia,
infec¢des oportunistas,

Virus da Artrite Encefalite Caprina Caprinos Artrite, encefalite, paralisia,
(CAEV) Pneumonia

Virus da Anemia Infecciosa Equina  Equideos Anemia hemolitica,
(AIE) linfoproliferagao,

glomerulonefrite, encefalopatia

Adaptada de St-Louis et al., 2004.
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Os lentivirus ndo sdo oncogénicos e partilham também um periodo de incubagio
relativamente longo, seguido por uma fase sintomatica, embora o hospedeiro apresente uma
resposta imune facilmente detectavel, com excecdo do virus da Anemia Infecciosa Equina, o
qual apresenta inicialmente uma fase sintomadtica, seguida por uma longa fase assintomatica.
AlteracOes patoldgicas e degenerativas crOnicas, muitas vezes associada ao desenvolvimento
de lesdes imunomediadas no hospedeiro infectado, também sdo caracteristicas da infec¢do
pelos lentivirus (DESROSIERS, 2007).

A maioria dos lentivirus infecta mondcitos e macréfagos, porém o FIV, HIV e SIV
infectam também linfécitos T e sdo associados principalmente com sinais clinicos de
imunodeficiéncia em hospedeiros infectados (MOMTAZ et al., 2010; TAJBAKHSH et al.,
2010), onde podem se replicar em células que nao estdo em divisdo (ST-LOIUS et al., 2004).
O genoma dos lentivirus inclui genes acessorios/regulatérios que codificam proteinas
envolvidas na regulacdo da expressao viral (ST-LOUIS et al., 2004).

A morfologia do BIV € semelhante a do HIV, com aproximadamente 120-130 nm de
diametro (Figura. 1). O envelope viral apresenta uma bicamada lipidica e é composto pela
proteina da superficie viral gp100 e a proteina transmembrana gp45 que envolvem o capsideo
viral cOnico, tipico dos lentivirus, e as proteinas do nucleocapsideo que protegem o genoma

(ST-LOUIS et al., 2004; CORREDOR et al., 2010; MOMTAZ et al., 2010).

Figura 1. Morfologia esquemaética do virus da imunodeficiéncia bovina (BIV). O envelope
viral € composto pela proteina de superficie gp 100, glicoproteina transmenbrana gp45 e a
proteina pl6 que forma a matriz viral. A estrutura em forma de cone é composta da proteina
do capsideo viral p26 envolvendo a enzima integrase, a protease e transcriptase reversa e o

RNA gendmico, que € protegido pelo capsideo, formando o nucleocapsideo.

Membrana

gp 45 lipidica

Integrase

Nucleocapsideo

Trancriptase '.‘

Reversa

Fonte: Adaptado de Niaid (2005).
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O genoma do BIV é o mais complexo dos lentivirus ndo primatas. O DNA proviral
contém 8960 pb e apresenta os genes estruturais gag, pol e env, flanqueados pelas regides
terminais repetidas (LTRs) (5’ e 3’) e os genes acessorios/regulatdrios dispostos e sobrepostos
entre os genes pol e env, os Vpw, Vpy, Vif, Tat, Rev, e Tmx (Figura 2) (ST-LOUIS et al., 2005;
CORREDOR et al., 2010).

Figura 2. Genoma proviral do virus da imunodeficiéncia bovina (BIV). LTR: regido repetida
terminal. Gene gag (antigenos especificos de grupo); pol (polimerase); env (envelope). Genes

regulatdérios/acessorios: tat, rev, vif, e tmx.

pol

Fonte: adaptado de Corredor et al. (2010)

2.3 CICLO DE REPLICACAO DO BIV

O ciclo de replicacao do BIV é semelhante ao de outros retrovirus. A infec¢do viral é
iniciada quando a proteina BIV SU se liga aos receptores das células alvo. Esta interacdo
promove uma alteracdo conformacional que apresenta o dominio hidrofébico da proteina TM
viral, resultando na fusdao do envelope viral com a membrana da célula infectada. Esta fusao
facilita a entrada do virus na célula e € seguida pela liberacdo do capsideo viral para o
citoplasma (SOMMERFELT, 1999). Embora o receptor celular para o BIV ainda ndo esteja
determinado, sugere-se que o BIV pode-se ligar ao CCRS, uma molécula da familia dos
receptores de quimiocina 3 (WRIGHT et al., 2002). O CCRS atua como um co-receptor para
a infectividade de certas estirpes de HIV que mostra um tropismo para as células da linhagem
mondcito/fagocitario (ALKHATIB et al., 1996; WU et al., 1997).

O evento de desencapsulamento libera o RNA gendmico para o citoplasma da célula
infectada, onde € transcrito de forma inversa pela transcriptase reversa viral codificada pelo
gene pol no DNA de cadeia dupla (também conhecido como DNA proviral). Depois disso, o
DNA proviral integra-se no genoma da célula hospedeira através da acdo da integrase viral. O

DNA proviral pode permanecer silencioso, ou mediante estimulos apropriados, servir como



21

um molde de DNA para a sintese de novas proteinas virais € RNAs genomicos (ALKHATIB
etal., 1996; WU et al., 1997).

A expressao do gene do BIV € caracterizado por cinco mRNAs virais que tem 8,5, 4,1,
3,8, 1,7 e 1,4 kb de comprimento. Em eventos iniciais, genes regulatorios, ndo estruturais, rat
e rev sdo transcritos a partir dos pequenos transcritos virais emendados de 1,7 e 1,4 kb,
respectivamente. Depois disso, a proteina fat migra para o nicleo para aumentar a expressao
de todos os genes do BIV, enquanto que a proteina rev € envolvida no transporte do nicleo
para o citoplasma de RNAs virais isoladamente ou ndo (OBERSTE et al., 1991).

A proteina do capsideo (derivado do precursor de gag) e o precursor de enzima gag-
pol sdo traduzidos a partir do transcrito de comprimento completo de 8,5 kb. A traducdo da
transcricao dos emendados isolados de 3,8 kb resultam na produgdo da proteina do envelope
(env), enquanto que os transcritos emendados isolados de 4,1 kb produziria uma proteina
putativa, designada fator de infectividade viral (vif). A proteina env, assim como o0s
precursores de gag e gag-pol, migra para a membrana plasmdtica da célula, onde o RNA
genomico € envelopado durante o brotamento dos virions morfologicamente imaturos através
da membrana plasmadtica das células infectadas (OBERSTE et al., 1991).

A morfologia em forma de cone, tipico de lentivirus maduros, surge depois da
clivagem do precursor de gag e gag-pol pela protease viral. Em seguida, as novas particulas
virais produzidas podem iniciar um novo ciclo de infeccdo e infectar as células vizinhas

(ALKHATIB et al., 1996; WU et al., 1997).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Sob condicdes naturais, os lentivirus sdo altamente espécie-especificos. O BIV infecta
naturalmente bovinos e existem descricdes de infec¢des em bubalinos, mas pode infectar
experimentalmente ovinos, caprinos e coelhos (BURNS, 1994).

Embora a infeccdo pelo BIV ocorra geralmente na auséncia de sinais clinicos da
doenga, vdrios fatores podem influenciar o desenvolvimento de infeccao clinica aparente. Eles
incluem estimulos de estresse, como a exposicdo a temperaturas extremas, parto e lactacdo
(SNIDER et al., 1997). Predisposi¢des genéticas do hospedeiro natural para responder a
infecgdes por patdgenos ou outros virus também pode influenciar no curso da infeccio pelo
BIV. Vale salientar que o virus da leucemia bovina (BLV), o virus sincicial bovino (BSV) e

herpes virus bovino (BHV) podem ativar a expressao do gene BIV in vitro (GENG et al.,
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1992; PALLANSCH et al., 1992 ). Ainda nao foi determinado se estes virus ativam a
expressao do gene BIV in vivo. No entanto, foi demonstrada in vitro a reducdo de resposta
linfoproliferativa a antigenos especificos ou a mitégenos (fito-hemaglutinina e concanavalina
A) com células mononucleares isoladas a partir de bovinos ou ovinos experimentalmente
expostos ao BIV, ou para ambos BIV e BLV (MARTIN et al., 1991; GENG et al., 1992;
HIRAI et al., 1996).

O BIV ¢€ transmitido verticalmente por via transplacentdria e pelo colostro ou
horizontalmente por meio da troca de fluidos corporais e pelo sangue. O DNA proviral do
BIV ja foi detectado in vivo em uma grande variedade de tecidos de bovinos, incluindo o
cérebro, os pulmdes, nédulos linfaticos, baco, células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e sémen (DESROSIERS, 2007). O uso de agulhas e materiais cirdrgicos
contaminados, ingestdo de colostro de fémeas infectadas e a higienizacdo deficiente de
instrumentos utilizados em préticas invasivas, como castragdes e descornas, também podem
ser fatores responsdveis pela transmissdo do BIV. A transmissdo experimental do BIV pode
ocorrer através da administracdo de sangue total de um animal infectado por via intravenosa
(BORROW, 1997).

Virios estudos sorolégicos sobre a infec¢do pelo BIV em bovinos tém sido realizados
por todo o mundo e demonstraram uma distribui¢do nio uniforme da infec¢do, com registros
que variaram de 1,4% a 80% de prevaléncia (MEAS et al., 2002; ANDREWS, 2008).
Existem somente dois relatos de infeccdo pelo BIV em bifalos, um no Paquistdo com
ocorréncia de 10,3% (MEAS et al., 2000a) e outro em Camboja com ocorréncia de 16,7%
(MEAS et al., 2000b).

Apesar de varios estudos sobre a ocorréncia da infec¢ao pelo BIV ja terem sido
realizados pelo mundo (Tab. 2), a presenca da infec¢do em rebanhos brasileiros foi relatada
somente por Meas et al. (2002) em bovinos de corte e leite, das regides de Pelotas (RS) e de
Campo Grande (MS), com ocorréncia de 11,7% e por Rodrigues (2014), em bovinos leiteiros,
das regides da Zona da Mata e Central do estado de Minas Gerais, com uma ocorréncia de
12,5%. Esses estudos mostram que a presencga do virus em rebanhos brasileiros ndo € tio alta
quando comparada a outros paises, como Ird e Estados Unidos e até a Venezuela, que

apresentam ocorréncias de 50 até 66%.
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CONTINENTES  PAISES METODO OCORRENCIA ESPECIE  REFERENCIA
Europa Holanda IFA 1,4% Bovina Horzinek et al., 1991
Europa Italia IFA 2,5% Bovina Cavirani et al., 1998
Europa Franca WB 4,0% Bovina Polack et al., 1996
Europa Polonia ELISA 4,9% Bovina Rola-Luszczak et al.,

2011
Europa Reino Unido ELISA 5.5% Bovina Scobie et al., 2001
América do Norte Canada WB 5.5% Bovina McNab et al., 1994
Europa Alemanha ELISA 6,6% Bovina Muluneh, 1994
Asia India PCR 8.,8% Bovina Patil et al., 2013
Asia Paquistao WB 10,3% Bubalina Meas et al., 2000a
Africa Zambia WB 11,4% Bovina Meas et al., 2004
Asia Japao WB 11,7% Bovina Meas et al., 1998
América do Sul Brasil WB 11,7% Bovina Meas et al., 2002
América do Sul Argentina ELISA 12,0% Bovina Gonzalez et al., 2008
Asia Turquia WB 12,3% Bovina Meas et al., 2003
América do Sul Brasil PCR 12,5% Bovina Rodrigues, 2014
Oceiania Nova WB 13,5% Bovina Horner, 1991
Zelandia
Asia Paquistio WB 15,8% Bovina Meas e al., 2000a
Asia Camboja WB 16,7% Bubalina Meas et al., 2000b
Asia Indonésia ELISA 18,0% Bovina Barboni et al., 2001
América do Norte Estados ELISA 20,0% Bovina Cockerell et al., 1992
Unidos
Asia Camboja WB 26,3% Bovina Meas et al., 2000b
Asia Coréia WB 34,0% Bovina Cho et al., 1999
América do Norte Estados IFA 50,0% Bovina Amborski er al., 1989
Unidos
Asia Ira PCR 60,0% Bovina Brujeni et al., 2010
Asia Ira PCR 64,0% Bovina Tajbakhsh et al., 2010
América do Sul Venezuela Sorologia 66,0% Bovina Walder et al., 1995

WB = Western Blot; PCR = Reagdo em cadeia da polimerase; IFA = Imunofluorescéncia indireta; ELISA = ensaio

imunoenzimatico.
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2.5 ACHADOS CLINICOS E PATOLOGICOS

A imunodeficiéncia viral bovina induz poucos sinais clinicos, porém o virus foi
originalmente isolado de bovinos com linfocitose, linfadenopatia, neuropatia e emagrecimento
progressivo (VAN DER MAATEN et al., 1972; GONDA et al., 1992). Atualmente niao tem
sido associada ao desenvolvimento de nenhuma doenca ou sindrome clinicamente
identificavel (BHATIA el al., 2013), mas em animais experimentalmente infectados, a doenca
tem uma progressao semelhante aquela observada nos casos de HIV. Como consequéncia os
animais apresentam uma infec¢ao cronica e persistente pelo resto da vida. Ha poucos estudos
demonstrando que o BIV seja capaz de, isoladamente, produzir manifestacdes clinico
patoldgicas especificas, € em muitos casos, a infeccdo pode estar associada a outra
enfermidade viral, como a leucose enzodtica bovina, aumentando assim a probabilidade do
aparecimento de sinais clinicos (ANDREWS, 2008).

Em bovinos experimentalmente infectados pode ser identificado linfocitose,
hiperplasia linfoide e infec¢des bacterianas secunddrias. Alguns sinais podem ser percebidos
tais como claudicagdo ou andar rigido, que podem acometer um ou mais membros. Notam-se
ainda sinais nervosos, como alteracdes de comportamento, irritagdo e comportamento
agressivo, apresentados por alguns animais (BRUJENI er al., 2010). Em outros casos, €
possivel constatar sonoléncia, letargia, ataxia, e, as vezes, tendéncia ao dectbito. Alguns
animais ainda podem exibir prolapso da terceira palpebra (ANDREWS, 2008).

H4 evidéncias que uma imunossupressao seja causada devido a infeccdo pelo BIV,
aumentando assim a incidéncia de infec¢des secundarias (BRUJENI et al., 2010).

Embora o BIV induza disfun¢do de mondcitos e neutréfilos, bezerros inoculados com
o virus ndo apresentam sinais clinicos graves, e a patogénese da imunodeficiéncia viral bovina
em bovinos ainda continua obscura (CARPENTER et al., 2000; GONZALE et al., 2000;
YILMAZ et al., 2008).

Alguns estudos sugerem que haja uma relacdo entre fatores de estresse e a infeccao
viral pelo BIV, e que sob condicdes experimentais, os animais ndo manifestam totalmente a
doenca, desde que seja aplicado um manejo de forma correta, eliminando ou evitando o
estresse do animal (CARTER, 2008). Porém, a susceptibilidade a infec¢dao pelo BIV pode
depender da estirpe do virus, das racas bovinas e de fatores ambientais (PAYNE, 1987;

MOANNA, 2005)
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As infecgdes pelo BIV ja foram mostradas ao nivel mundial e foram associadas a
alteracdes na produc¢do animal, perda de peso, doenca secundéria, producdo de leite diminuida
e aumento da incidéncia de encefalite (FLAMING et al., 1993; TAJIMA et al., 1997,
GRADIL et al., 1999).

Na necropsia e histopatologia algumas alteracdes tem sido percebidas e inclui aumento
dos linfonodos, emaciagdo e infiltrados linfocitarios perivasculares cerebrais leves (MOODY,

et al., 2002; TERZIEVA, 2008).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da infeccdo pelo BIV pode ser realizado pela detec¢do de anticorpos,
com o uso de técnicas de Imunoflorescéncia Indireta (IFA), Western Blott (WB) e Ensaio
Imunoenzimético (ELISA). Anticorpos para o BIV podem ser detectados trés semanas apds a
infeccdo, e podem persistir por mais de dois anos em animais experimentalmente inoculados
(ZHANG, 1997b). A deteccdo do provirus e do RNA gendmico, em células infectadas, pode
ser realizada pelo uso de técnicas de PCR e transcriptase reversa PCR (RT-PCR)
respectivamente. O isolamento viral € uma técnica pouco utilizada devido a baixa

sensibilidade e especificidade (LEITE et al., 2013).

2.7 PROFILAXIA E CONTROLE

As principais medidas de controle da infec¢do pelo BIV para bovinos consistem na
identificacdo precoce da doenca no rebanho e segregacdo dos animais positivos, uma vez que
ndo existem vacinas comerciais. Outras medidas que podem ser adotadas sdo: evitar o
compartilhamento de agulhas, luvas de palpacdo retal e materiais cirdrgicos entre 0s animais;
ndo administrar aos bezerros colostro de fémeas infectadas; realizar a esterilizacdo de
instrumentos utilizados em praticas invasivas, como castragdes e descornas (LEITE et al.,

2013).
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CAPITULO 11

DETECCAO MOLECULAR DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA BOVINA (BLV)
EM BUFALOS (Bubalus bubalis) DO ESTADO PARA

RESUMO

A imunodeficiéncia viral bovina € uma doenca cronica e progressiva causada por um
Lentivirus que acomete bovinos e bubalinos. Embora a infec¢do seja relatada em bovinos em
varios paises do mundo, inclusive no Brasil, em bubalinos s6 ha dois relatos da infec¢do, um
no Paquistdo e outro no Camboja. Por isso o objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia
do virus da imunodeficiéncia bovina (BIV) em bufalos provenientes do estado do Pard, regidao
Norte do Brasil. Para tal foi realizada a pesquisa do DNA proviral do BIV em 607 amostras
de sangue de bifalos, através da reacdo em cadeia da polimerase - semi-nested (PCR-SN)
utilizando primers especificos para a regido pol do genoma do virus. Amostras de sangue
foram obtidas de 10 propriedades do estado do Pard, Norte do Brasil. Os resultados da PCR-
SN demonstraram que a ocorréncia do virus no Estado foi de 4,4%. As sequéncias
amplificadas foram confirmadas por clonagem e sequenciamento de nucleotideos. A
similaridade da sequéncia de nucleotideos das amostras isoladas com a estirpe de referéncia
(R-29) foi de 99%. Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais importantes, que
revelam a primeira detec¢ao no Brasil da presengca do BIV em bubalinos, e alertando sobre a
possibilidade do virus funcionar como um fator de risco para a saide das populagdes de
bubalinos e um potencial agente causador de doenca cronica. Porém € necessdrio que um
amplo estudo de prevaléncia, epidemiologia e patogénese seja realizado para verificar o real

papel do BIV em bufalos.

Palavras chave: Virus da imunodeficiéncia bovina. PCR semi-nested. Ocorréncia. Bufalos.
Para.
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CHAPTER 11

MOLECULAR DETECTION OF BOVINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS (BIV) IN
BUFFALOES IN STATE OF PARA

ABSTRACT

The bovine viral immunodeficiency is a chronic and progressive disease caused by a
Lentivirus and affects cattle and buffalo. Although the infection is reported in cattle in several
countries, including Brazil, in buffaloes there are only two reports of infection, one in
Pakistan and one in Cambodia. The aim of this research was verify the occurrence of bovine
immunodeficiency virus (BIV) in buffaloes in state of Pard, northern Brazil. For this, the
detection of proviral DNA was made in 607 blood samples from Buffaloes by polymerase
chain reaction - semi-nested (PCR-SN) using primers specific for the pol region of the
genome virus. Blood samples were obtained from 10 properties the State of Pard in northern
Brazil. The results of PCR-SN demonstrated that the occurrence of the virus in the State was
4.4%. The amplified sequences were confirmed by cloning and nucleotide sequencing. The
similarity of nucleotide sequence of the isolates with the reference strain (R-29) was 99%.
Epidemiologically, this study provides important initial data, reporting the first detection of
BIV in buffaloes in the Brazil and warning of the possibility of the virus function as a risk
factor for the health of populations of buffaloes and a potential causative agent of chronic
disease. However it will be necessary that a broad study of prevalence, epidemiology and

pathogenesis to verify the actual role of the BIV in buffaloes.

Keywords: Bovine immunodeficiency virus. Semi-nested PCR. Occurrence. Buffalo. Para.
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1 INTRODUCAO

Em razdo da grande rusticidade, propaga-se o conceito de que os bubalinos sio
resistentes a varias doencas que acometem bovinos. Entretanto, sabe-se que estes animais sao
susceptiveis a maior parte dos agentes infecciosos que acometem os bovinos (ADLAKHA et.
al., 1992) e apesar disto ainda s@o poucos os estudos dessas doencas em bufalos.

A imunodeficiéncia viral bovina é causada por um retrovirus que se assemelha
genética, bioquimica, antigénica e estruturalmente ao virus da imunodeficiéncia humana tipo
1 (HIV-1). Por isso tem sido usado como modelo bioldgico potencialmente ttil para a
compreensdo da patogénese do HIV-1 em métodos de avaliagdo da eficacia dos tratamentos,
teste de drogas e controle da infec¢ao viral (YIN et al., 2008).

O BIV causa uma doenga cronica e progressiva e induz sinais de leucocitose
persistente, linfadenopatia, emagrecimento e lesdes do sistema nervoso central. O virus
também estd associado com perda de peso e produgdo de leite diminuida. Além disso, ha
evidéncia de que ele pode causar imunossupressio, podendo desencadear infecg¢des
bacterianas secunddrias, diminui¢do da capacidade de resposta imunoldgica a vacinas e
encefalite. Embora tenha sido caracterizado molecularmente, pouco se sabe sobre a biologia
da infeccdo natural do BIV, sendo necessarios mais estudos para esclarecer a patogénese do
virus (CORREDOR et al., 2010).

Ap6s o isolamento do BIV em 1972, vérios estudos soroldgicos e moleculares vem
sendo realizados em bovinos ao redor do mundo, porém o papel da infeccdo pelo BIV na
progressdao da doenga em bovinos ainda permanece sem esclarecimento (CARPENTER et al.,
2000; GONZALE et al., 2000; YILMAZ et al., 2008).

A infeccao pelo BIV em bovinos ja foi detectada em gado leiteiro e de corte em varios
paises do mundo, com taxas de ocorréncia que variam de 1,4 a 80%, dependendo do método
de diagnoéstico e fonte de amostras. Embora os estudos de ocorréncia ja tenham progredido
muito em bovinos, em bubalinos, até o presente momento, ndo hd relato na literatura do
isolamento do virus e existem apenas dois estudos sorolégicos, com confirma¢ao molecular,
um no Paquistdo (MEAS et al., 1999) e outro no Camboja (MEAS et al., 2000).

Devido a ampla distribuicdo mundial do BIV, a escassez de dados na literatura e a
auséncia de estudos em bubalinos no Brasil, o objetivo deste trabalho foi verificar a
ocorréncia da infecgdo, através da detec¢ao molecular, pelo virus da imunodeficiéncia bovina

em bufalos do estado do Para.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

A coleta de material biolégico foi realizada em 10 propriedades rurais cada uma
pertencente a um municipio do estado do Pard, Norte do Brasil (propriedades: A - Abaetetuba,
B - Cachoeira do Arari, C - Castanhal, D - Ipixuna, E - Nova Timboteua, F - Ponta de Pedra,
G - Porto de Moz, H — Salvaterra, I — Soure, J - Vigia). As andlises laboratoriais foram
executadas no Laboratério de Retroviroses (RetroLab) do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva (DMVP) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG).

2.2 AMOSTRAS DE SANGUE

Foram coletadas 607 amostras de sangue de bubalinos, de ambos os sexos, das ragas
Murrah, Jafarabadi e mesticos, com idade acima de quatro anos, criados em sistema extensivo
de pastagem. Essas amostras foram coletadas por meio da puncdo da veia jugular, em tubos a
vacuo (Vacutainer®), com capacidade para 4 ml, contendo anticoagulante 4cido etilenoamino
tetra-acético (EDTA). Os tubos foram identificados e encaminhados ao Laboratdrio de
Patologia Clinica da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal do Para
(UFPA), onde foram centrifugados a 1600 g durante 10 minutos para separacdo da camada
leucocitaria. A camada foi retirada, armazenada a -20° C e enviadas ao RetroLab para

posterior processamento molecular.

2.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO PROVIRAL

O DNA gendmico total da camada leucocitiria foi extraido utilizando-se o kit
comercial QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, Hilden — Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Este kit destina-se a extragdo e purificacdo do DNA total de amostras
de sangue, onde o DNA se liga a uma membrana existente na coluna e o restante € eliminado
através de duas etapas de lavagem e centrifugacdo. O DNA foi posteriormente eluido com

tampao de eluicdo previamente aquecido, a fim de facilitar a eluicdo e conservar sua
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integridade durante o armazenamento. O protocolo de extracdo de DNA através deste kit estd

descrito no Anexo 1.

2.4 QUANTIFICACAO DO DNA

A concentragdo e a pureza do DNA gendmico presente em cada amostra foram
estimadas através da leitura de densidade Optica em comprimento de onda de 260/280nm em
espectrofotometro NanoVue® (GE Healthcare, EUA) e eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etidio (1,0 mg/uL), em tampao TAE (Tris Acetato EDTA) pH 8,3.
Para comparacao visual e célculo estimado da quantidade de DNA, foi utilizado um marcador
padrio de tamanho molecular de 100 pb (Invitrogen).

O DNA foi aplicado no gel e submetido a eletroforese por 45 minutos a uma voltagem
constante de 120V e corrente de 2,0A. O gel foi visualizado através de um transluminador
com exposicao a luz ultravioleta, fotografado no sistema de fotodocumentacao de géis L-Pix
(Loccus Biotecnologia, Brasil). A quantidade 6tima de DNA utilizada nas reacdes foi definida

entre 200 e 300 ng por reacao.

2.5 REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE (PCRs)

2.5.1 PCR para o gene normalizador GAPDH

Para avaliar a eficiéncia das extracdes do material genomico de todas as amostras
extraidas foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detec¢do do gene
normalizador gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) bovino, utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores segundo Pinheiro de Oliveira et al. (2013). Os iniciadores estao
apresentados na Tabela 1. Foi utilizada uma solucdo master mix contendo 5,1uL de Green
GoTaq® Flexi Buffer 5x (Promega, EUA), 1,9uL de cada iniciador (5pmol/uL - Sigma),
0,5uL. de ANTP mix (10mM — Promega, EUA) 1,5uL de MgCl, (10mM — Promega, EUA),
0,26uL de Go Taq Flexi DNA Polymerase (500U-Promega, EUA), 2,0 uL de DNA ftemplate
e 4gua ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) para um

volume final de 25uL.
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Tabela 1: Primers para o GAPDH

Primer Sequéncia Fragmento
GAPDHF GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 709pb
GAPDH R CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 709pb
F= Forward e R= Reverse Pinheiro de Oliveira et al., 2013

Como controle negativo foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR
acrescido de 2 uL de 4gua ultra pura estéril. A reacdo ocorreu no termociclador modelo
Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) e consistiu em uma desnaturacao inicial de 95°C
por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 95° C por 30 segundos, hibridizacdo de 54°C por 30
segundos, extensdao de 72° C por 50 segundos, e uma extensdo final de 72° C por 7 minutos,
amplificando um fragmento de 709 pb. Os produtos da reacdo foram avaliados em gel de

agarose, conforme descrito no item 2.4.
2.5.2 PCR e PCR Semi Nested (PCR-SN) para o BIV

A detec¢ao do DNA proviral do BIV presente nas amostras de campo foi conduzida
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores, descritos por Rodrigues et al. (2014), para amplificar parte da regido conservada
do gene pol do virus, empregando-se os iniciadores BIV F (5§’
CCCTCCAGGAATTAAGGAATG 3’) e BIV R (3° TCACTTTCTCTTCCTGGACCTT 5’)
amplificando um fragmento de tamanho 385pb. A PCR foi executada em uma solugdo master
mix contendo de 200 a 300 ng de DNA por amostra, 5 pL de Green GoTaq® Flexi Buffer 5x
(Promega, EUA), 2 uL de cada iniciador (BIV F e BIV R, 10pmol/uL — Invitrogen, EUA),
0,5uL. de ANTP mix (10mM — Promega, EUA) 1,5uL de MgCl, (10mM — Promega, EUA),
0,1uL de Go Taq Flexi DNA Polymerase (500U — Promega, EUA) e dgua ultrapura livre de
DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) para o volume final de 25pL.

A reacdo foi submetida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied
Biosystems, EUA) com desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de
94° C por 40 segundos, hibridizacdo de 54°C por 40 segundos, extensdo de 72° C por 40
segundos, e uma extensao final de 72° C por 4 minutos.

A PCR SemiNested foi conduzida conforme descrito por Rodrigues et al. (2014),

empregando-se o iniciador interno BIV  SNested e o externo BIV R (§
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AGCCACCCAGACATCATGTT 3’), amplificando um fragmento da regido mais interna do
gene pol de tamanho 154pb. Dois uL do produto amplificado na primeira reagdo (PCR) foram
utilizados como template na segunda rea¢do, em uma solucdo master mix constituida por 5 uLL
de Green GoTaq® Flexi Buffer 5x (Promega, EUA), 2 uL de cada iniciador (BIV SNested e
BIV R, 10pmol/uL — Invitrogen, EUA), 0,5uL. de dANTP mix (10mM — Promega, EUA) 1,5uL
de MgCl, (10mM — Promega, EUA), 0,1uL de Go Taq Flexi DNA Polymerase (500U —
Promega, EUA) e dgua ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®,
EUA) para o volume final de 25uL.

A reacdo foi conduzida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied
Biosystems, EUA) com desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de
94° C por 30 segundos, hibridizacao de 58°C por 30 segundos, extensao de 72° C por 30
segundos e uma extensdo final de 72° C por 4 minutos; 20 uL do produto da rea¢do foram

resolvidos em gel de agarose, conforme descrito no item 2.4.

2.6 CONTROLE POSITIVO

Foi utilizado como controle positivo para a PCR-SN um plasmideo contendo parte do

gene pol, padrao do RetroLab, gentilmente cedido pela pesquisadora Ana Paula Rodrigues.

2.7 CLONAGEM

2.7.1 Clonagem das sequéncias biv- pol amplificadas das amostras de campo

Os fragmentos de tamanho 385pb amplificados na PCR foram extraidos do gel e
purificados através do Kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega,
EUA) segundo instru¢des do fabricante. A quantidade e a qualidade dos fragmentos
recuperados foram estimadas através da densidade Optica em comprimento de onda de
260/280 nm em espectrofotometro NanoVue® (GE Healthcare, EUA). Uma quantidade
apropriada de inserto foi calculada para cada amostra, e inserida no vetor plasmidial o
PGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, EUA) (na proporcao plasmideo-
inserto de 1:3), conforme instru¢des do fabricante. A reacdo de ligacdo foi incubada a 4°C
durante 12 horas e posteriormente utilizada para transformar células competentes da linhagem

DH5a de Escherichia coli (Promega). Dez uL da reacdo de liga¢do foram adicionados a 100
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pL de E. coli DH5a competente e incubados durante 20 minutos em gelo. Em seguida, a
reacdo foi submetida a um choque térmico de 42°C por 50 segundos e imediatamente
colocada em gelo durante 2 minutos. As bactérias transformadas foram cultivadas em 900 uL
de meio Luria-Bertani (LB) por uma hora a 37°C e 300 rpm. Apds este periodo, 100 uL das
culturas foram plaqueadas em meio LB dgar contendo ampicilina (100ug/ml), IPTG (0,1mM)
e XGal (50ug/ml) e incubadas a 37°C durante 12 horas. Bactérias eficientemente
transformadas sao resistentes a ampicilina e crescem no meio contendo o antibidtico. O
sucesso da clonagem interrompe a sequéncia codificadora da B-galactosidase, na regidao do
gene lacZ do plasmideo, sendo que aqueles que receberam o inserto contendo o DNA,
formam coldnias brancas por nao metabolizarem o substrato X-gal e as que receberam o
plasmideo vazio, formam coldnias azuis. Em seguida clones contendo os insertos foram
crescidos em meio LB contendo ampicilina (100 pg/ml) durante 6 horas. A extragdo do
plasmideo foi feita através do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
(Promega, EUA) conforme instru¢des do fabricante. O novo plasmideo clonado (vetor
pGEM), foi aliquotado e armazenado separadamente a -20 e -80°C. Para confirmacgao da

presenca do inserto no plasmideo, a PCR-SN descrita acima foi realizada.

2.7.2 Sequenciamento nucleotidico das amostras (pol - BIV) de campo clonadas em

plasmideo pGEM

Para confirmar a especificidade da PCR e PCR-SN para amplificacio do BIV, foi
realizada uma reacdo de sequenciamento através de uma solu¢do mix contendo 100 ng de
DNA purificado juntamente com 10 pmol de cada iniciador (BIV F ou BIV R; BIV F ou
BIVSNested) e agua ultrapura livre de DNase e RNase para o volume final de 7,5uL. Este mix
foi encaminhado ao Laboratério de Genética Animal da EV-UFMG, e o sequenciamento dos
amplicons foi realizado de forma automatizada através do sequenciador ABI310 Genetic
Analyser com a utilizagao do reagente BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA)

segundo os procedimentos operacionais padrao do laboratério.

2.7.3 Analise Molecular
A montagem dos contigs e definicdo das sequéncias consenso de cada amostra foram
realizadas utilizando-se o programa SeqScape Versdo 2.7 (Applied Biosystems, EUA),

utilizando-se como referéncia a sequéncia do genoma completo do BIV depositada no
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GenBank sob o nimero de acesso M32690.1. A edi¢do, o alinhamento e a andlise das
sequéncias consenso geradas foram feitas através do programa MEGA 5.0 (TAMURA et al.,
2011) utilizando-se os valores padrdo para alinhamento. As sequéncias de polimerase da
regido pol do BIV para comparacdo com as obtidas neste trabalho foram selecionadas a partir
de busca no programa BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias
selecionadas foram: R-29 (LL04972.1), FL112 (L06524.1) e FL491 (L06525.1).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da infec¢do em bubalinos no Pais. Nao existem estudos
anteriores relatando a presenca do BIV em bufalos no Brasil. Apesar de ja terem sido
realizados dois trabalhos, o primeiro nos municipios de Campo Grande — MS e Pelotas — RS e
o segundo na Zona da Mata e Central do estado de Minas Gerais, relatando a ocorréncia da
infec¢do em bovinos (MEAS et al., 2002; RODRIGUES, 2014).

A fim de avaliar a eficicia da extracdo de DNA, o material genético extraido da
camada leucocitaria do sangue de bubalinos foi submetido a uma PCR convencional para
deteccao do gene GAPDH. O produto da amplificacdo deste gene resultou em uma unica
banda em gel de agarose, correspondente a um fragmento de 709 pb (Figura. 1), como o

esperado de acordo com os iniciadores descritos por Pinheiro de Oliveira et al., (2013).

Figura 1: Amplificacio do gene GAPDH do DNA das amostras extraidas da camada
leucocitaria de bufalos em eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: Padrdao de tamanho
molecular de 100pb. 1: Controle negativo. 2-10: Produto de PCR para amplificagdo do gene
GAPDH.

Fonte: o autor
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Por meio da analise dos resultados obtidos, a deteccdo do gene GAPDH foi possivel
em 590 (97,2%) das 607 amostras testadas. Como o GAPDH € um gene constitutivo e estdvel,
expresso em altos niveis em quase todos os tecidos e células (SENEGAGLIA et al., 2008),
este resultado com alta porcentagem de amplificacdo sugere que a extracdo de DNA obteve
sucesso, 0 que aumentou assim a confiabilidade dos testes e diminuiu a possibilidade de
resultados falsos negativos por auséncia ou degradacido de DNA.

Das 607 amostras de sangue de bufalos testadas na PCR-SN para o BIV, 27 (4,4%)
amplificaram o fragmento alvo de tamanho 154bp (Figura. 2). Essa ocorréncia de 4,4% foi
diferente da observada em bufalos no Paquistdao (10,3%) (MEAS et al., 2000a) e no Camboja
(16,7%) (MEAS et al., 2000b), que utilizaram o Western blotting como método de

diagnéstico.

Figura 2: Amplificacdo do gene pol do DNA das amostras extraidas da camada leucocitéria
de bufalos através da PCR-SN em gel de agorose 1,5% corado com brometo de etidio. M -
Padrao de tamanho molecular de 100 pb. 1 - Controle positivo. 2 - Controle negativo. 3, 10,

11 e 12 - Amostras positivas. 4 a 9 - Amostras negativas.

Fonte: o autor

A maioria dos estudos envolvendo a ocorréncia do BIV foi realizada através de
deteccdes sorologicas, mas a implementacdo de testes de detec¢do direta, devidamente
padronizados, garantem uma maior acurdcia nos resultados para deteccdo do BIV nos
rebanhos (TAJBAKHSH er al., 2010). Estudo de Jacobs et al. (1998) indicaram discordancia

entre a detec¢do soroldgica e a molecular do BIV, onde a detec¢do por PCR apresentou maior
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sensibilidade, fornecendo evidéncias de que os resultados da PCR tem uma confiabilidade
maior do que outros métodos publicados (GONZALEZ et al., 2000).

Suarez e Whetstone (1997) afirmam que, para ser considerado bom, um teste de
diagnéstico deve ser especifico, sensivel, barato e fornecer resultados rapidamente. Embora
haja poucos trabalhos relatando a padronizacdo e a sensibilidade do PCR para a detec¢do do
BIV, este teste ainda parece ser mais sensivel que as técnicas soroldgicas utilizadas (BHATIA
et al., 2013). No entanto, a auséncia atual de um teste padrdo ouro para o diagnéstico do BIV
(BHATIA et al., 2013), é um fator limitante para a determinagdo real da especificidade e da
sensibilidade dos diferentes testes de PCR (SUAREZ E WHETSTONE, 1997).

Diante disto, o estudo do BIV encontra dificuldades pela auséncia de um teste simples,
rapido e eficaz, principalmente quando o nimero de animais estudados é grande. Uma técnica
de deteccdo direta é necessdria ao diagndstico da doenga, uma vez que o DNA proviral do
BIV pode ser detectado mesmo em animais soronegativos, indicando que os falsos negativos
podem ser potenciais disseminadores da doenca se somente testes sorolégicos forem
utilizados. Anteriormente, laminas estavam comercialmente disponiveis para o teste de IFA
(Veterinary Medical Research & Development - VMRD, Inc., Pulman, WA, USA), porém, s6
foram utilizados no trabalho de Gonzalez er al. (2008) antes de serem retirados do mercado.

Nos tltimos anos, a técnica molecular se tornou uma ferramenta muito importante na
deteccao direta de patégenos, por ser um método rapido, altamente especifico, sensivel e por
poder detectar uma quantidade muito pequena de DNA em um intervalo de tempo
relativamente curto (TAKIUCHI et al., 2003).

Na utilizacdo da PCR, as regides génicas mais comumente utilizadas para detec¢dao do
BIV sdo a env e a pol (NADIN-DAVIS et al., 1993; ZHANG et al., 1997a; MEAS et al.,
1998; GRADIL et al., 1999; MEAS et al., 2000a; MEAS et al., 2000b; ORR et al., 2003;
MOMTAZ et al., 2010), porém neste trabalho foi utilizada apenas a regiao pol devido ao fato
de ser uma regido altamente conservada entre os Lentivirus (MEAS et al., 1998).

Ao realizar a analise das propriedades e dos percentuais de infeccdo entre elas (Tab.
2), verificou-se que as propriedades E, I e J tiveram maior ocorréncia da doenga com média
de 12,3%. Essa taxa pode ser justificada pelo manejo adotado, visto que nessas propriedades
apesar dos animais serem criados de forma extensiva eles sdo trazidos frequentemente para o
curral, onde ocorre a realizacdo de vacinacao, vermifugacdo, diagndstico de gestacdo, coleta
de sangue para exames de brucelose, tuberculinizacdo, entre outros procedimentos que

favorecem a aglomerag¢ao dos mesmos. Logo, um maior contato entre esses animais através da
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troca de secrecdes e fluidos corporais pode permitir um mecanismo de transmissao horizontal
da doenca. Além do que pode ter ocorrido a transmissdo por via iatrogé€nica, uma vez que
podem ter sido compartilhadas agulhas e outros materiais utilizados em exames clinicos e
reprodutivos.

Essas observacdes também foram feitas por St Cyr Coats et al. (1994), que
acrescentam que os fatores ambientais, tais como a presenca de insetos hematéfagos, também
podem proporcionar mecanicamente a transmissdo do virus e por Snider et al. (1997) que
afirmaram que o tempo no qual o gado permanece aglomerado tem sido o principal meio para

elevar o mecanismo de transmissao do virus no rebanho.

Tabela 2 - Porcentagem de animais positivos para o BIV por propriedade do estado do Para,

testados através PCR-SN.

PROPRIEDADE N° ANIMAIS N° ANIMAIS PERCENTUAL
TESTADOS POSITIVOS PARA
BIV

A 28 1 3,6
B 29 1 3.4
C 28 0 0,0
D 95 4 4,2
E 35 5 14,3
F 40 0 0,0
G 183 1 0,5
H 95 5 5.3
I 61 9 14,8
J 13 1 7,7

TOTAL 607 27 4.4

As propriedades C e F ndo apresentaram nenhum animal positivo para o BIV; e a
propriedade G apresentou a menor porcentagem de ocorréncia da doenga (0,5%). A auséncia
de animais positivos nas propriedades C e F e a baixa ocorréncia observada na propriedade G
também podem ser explicadas pelo manejo adotado nessas propriedades. Apesar da
propriedade C ser localizada no municipio de Castanhal, esses animais eram provenientes de

uma fazenda da Ilha do Marajo6, onde o sistema de criacdo € realizado semelhante ao das
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propriedades F e G, de maneira ultra-extensiva, onde o gado € criado livremente sem a
presenca de cercas e dificilmente tem acesso ao curral para procedimentos sanitarios, iSso
poderia dificultar a disseminagdo do virus no rebanho.

Essas observacdes também foram feitas por Rodrigues (2014) em bovinos, que
justifica a baixa ocorréncia do BIV (1%) em uma propriedade no estado de Minas Gerais
devido a forma de cria¢io extensiva do rebanho.

Ao analisar a ocorréncia e distribui¢do mundial do BIV percebe-se que o percentual de
4,4% observado nesse estudo foi moderadamente semelhante aos estudos sorolégicos
realizados na Franca (4%), Polonia (4,9%), Reino Unido (5,5%), Canad4 (5,5%) e Alemanha
(6,6%). Sendo superior somente aos percentuais dos estudos sorolégicos realizados na
Holanda (1,4%) e Italia (2,5%). Paises como Zambia (11,4%), Japao (11,7%), Brasil (11,7%),
Argentina (12%), Turquia (12,3%), e Nova Zelandia (13,5%), Paquistao (15,8% em bovinos e
10,3% em buifalos), Indonésia (18%), Estados Unidos (20%), Camboja (26,3% em bovinos e
16,7% em bubalinos), Coréia (34%) e Venezuela (66%) apresentaram percentuais superiores,
em inquéritos soroldgicos, do observado em nosso estudo. Outros paises como India (8,8%),
Brasil (12,5%) e Ira (60%) também apresentaram percentuais superiores aos observados em
nosso estudo utilizando a PCR.

Observa-se que a doenca ocorre com maior frequéncia na Europa e na Asia. Os
bufalos foram introduzidos no Brasil a partir do final do século XIX, através de sua regido
Norte em pequenos lotes origindrios da Asia, Europa e Caribe, levando em consideracio que
os bufalos importados ja poderiam estar infectados com o BIV, pode haver evidéncias de que
ao virus da imunodefici€ncia bovina j4 esteja presente no rebanho brasileiro hd muito tempo,
porém, somente agora foi diagnosticado.

As sequéncias nucleotidicas dos DNAs plasmidiais de trés provaveis clones positivos
foram inicialmente considerados de boa qualidade e adequados para andlises de
sequenciamento. A presenca € o tamanho dos insertos confirmaram o sucesso das etapas de
clonagem e transformacdo bacteriana (Figura. 3). As constru¢des nos vetores de clonagem
foram denominadas de PA280, PA519 e PA3257.

Os resultados das sequéncias do fragmento pol do BIV foram analisadas utilizando-se
o programa MEGA versdo 5.0 (TAMURA et al., 2011) e submetidas ao processo de buscas
por similaridade através do software publico BLAST (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) onde foram alinhadas com algumas sequéncias

disponiveis, como a americana R-29 e as sequéncias dos isolados da Flérida FL.112 e FL491.
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Figura 3: Amplificagdo de fragmentos pol clonados em plasmideos pGEM a partir das
amostras extraidas da camada leucocitdria de bufalos através da PCR em gel de agorose 1,5%
corado com brometo de etidio. M: Padrao de tamanho molecular de 100 pb. 1: Controle

positivo. 2: Controle negativo. 3: Clone PA280. 4: Clone PA519. 5: Clone PA3257.

Fonte: o autor

As sequéncias obtidas neste trabalho confirmam a identidade dos genes de acordo com
a alta similaridade encontrada com sequéncias pol BIV ja depositadas no GenBank, e
mostraram alta similaridade (99%) com a sequéncia nucleotidica da estirpe americana do
virus, a cepa R-29 (Figuras. 4, 5 e 6). Esse fato permitiu concluir a origem viral do inserto e o

sucesso obtido na clonagem.
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Figura 4. Confirmacao da identidade do clone PA280 com a sequéncia nucleotidica da estirpe
americana do virus da imunodeficiéncia bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank,

mostrando alta similaridade (99%), através do software piblico BLAST

C' | [ blastncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

%

Distribution of 16 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments
Color key for alignment scores
i B0-200
Query ; ; ;
1 70 140 210 280 350
SDescriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
% Alignments o)
Description L e S | emerers
score | score | cover  value
J Bovine immt like virus, complete proviral genome 702 702 99% 0.0 100% M32690.1
~) Bovine imm virus R29 pol protein (pol). vif protein (vif). and envelope glycoprotein (env) genes, complete cds: and unknown genes 691 691 99% 00 99% L049721
= 691 691 99% 00 99% L04974 1
=] d 538 538 100% 2e-149 92% U34389.1
[ povine immt virus FL112 reverse gene, partial eds 527 527 99% b5e-146 92% 1065241

Fonte: adaptado do software piblico BLAST

Figura 5. Confirmacio da identidade do clone PA519 com a sequéncia nucleotidica da estirpe
americana do virus da imunodeficiéncia bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank,

mostrando alta similaridade (99%), através do software piblico BLAST

C'  [4 blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgi By
DISUIRGUONT O 10 DSt TIES O T U 1S GeTy SequeTics &/

|Mouseo\far to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores

S Descriptions

Sequences preducing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments e}

Max | Total Query E

Description
score score cover value

Ident | Accession

[ Bovine immt ncy-like virus, complete proviral genome 660 660 100% 0.0 100% M32690.1
649 649 100% 0.0 99% L049721

[J Bovine immu ncy virus R29 gaq protein (gag) and vif protein (vif) genes, complete cds: and unknown genes 649 649 100% 00 99% L040741
] Bovine immu iency virus OK reverse transcriptase (pol) gene, partial cds 494 494 100% b5e-136 92% U343801
) Bovine immt iency virus F1 112 reverse transcriptase gene, partial cds 488 488 100% 2e-134 91% L06524.1
) Bovine immu ncy virus FL 401 reverse transcriptase gene. partial cds 466 466 100% 1e-127 90% L06525.1

Fonte: adaptado do software piblico BLAST
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Figura 6. Confirmacdo da identidade do clone PA3257 com a sequéncia nucleotidica da estirpe
americana do virus da imunodeficiéncia bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank, mostrando alta

similaridade (99%), através do software publico BLAST

Ji Reading file:seqlzip % Y. [) asparagin-cenargen.embil % <3 NCBI BlastContigl « ! ! ! LN ‘E sl

C' | [3 blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi s
Distribution of 15 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mouse over to see the defline, click to show alignments |
Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
Qe ry |
I I [l | 1 I
1 60 120 180 240 300
E)Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
T Alignments o
Description Legne el = Ident Accessicn
score score cover value
Bovine imr ke virus, complete proviral genome 608 608 99% 1e-170 100% M32680.1
Bovine imr deficiency virus R29 pol protein (pol), vif protein (vif). and envelope glycoprotein (env) genes, complete cds; and unknown genes 597 597 99% 3e-167
Bovine virus R28 qag protein (9aq) and vif protein (vif) aenes, complete cds: and unknown genes 597 597 99% 3e-167
Bovine imr irus OK reverse transcriptase (pol) gene. partial cds 455 455 100% 2e-124
FL112 reverse i gene, partial cds 444 444 99% de121
Bovine imr virus isolate Hsadl 842/01 pol polyprotein (pol} gene, partial cds 217 217 36%  le52

Fonte: adaptado do software publico BLAST

Meas et al. (2002) comprovaram que as amostras brasileiras amplificadas da regido
pol do BIV também apresentaram alta homologia com o isolado R-29. Devido a alta
conservacao do gene, estes autores optaram por nao incluir no banco de dados do BLAST
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), as sequéncias de diferentes amostras
brasileiras. Este fato permite fazer com que as sequéncias brasileiras sejam as primeiras a
serem depositas no banco de dados, proporcionando assim, além do reconhecimento oficial,
oportunidade de novas comparagdes, tanto com amostras brasileiras de outros estados como
de outros paises, instigando novas investigacdes sobre a epidemiologia molecular do virus e
de possiveis cepas circulantes no pais.

Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais necessarios, informando que
a presenca do BIV no estado do Pard pode ser considerada como um fator de risco para a
saiude das populacdes de bufalos, e um potencial agente causador de doenca crénica, como
relatada em outros paises ao redor do mundo. Desta forma, € necessario que um amplo estudo
de prevaléncia, epidemiologia e patogénese seja realizado para verificar o real papel do BIV

em bufalos.
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4 CONCLUSAO

Esse € o primeiro relato da ocorréncia do BIV em bufalos no Brasil.

Das 10 propriedades testadas, oito apresentaram resultados positivos na PCR-SN para
a ocorréncia do BIV em bufalos no estado do Pard, em um percentual que variou de 0,5 a
14%.

A amostragem de 607 bubalinos testados para o BIV na PCR-SN revelou 4,4% de
animais positivos.

Com base nos resultados da PCR-SN verificou-se que o BIV ocorre nos rebanhos
bubalinos estudados no estado do Para.

Faz-se necessdrio a realizacdo de um amplo estudo epidemioldgico para determinar a

patogénese e a prevaléncia da imunodeficiéncia viral bovina em bufalos.

S PERSPECTIVAS

O prosseguimento do trabalho com os clones positivos obtidos a partir do plasmideo
das amostras de campo podem objetivar as seguintes tarefas: estudar a filogenia das amostras
brasileiras; caracterizar molecularmente o virus circulante no pais; delinear o0s
oligonucleotideos iniciadores para outras regides do virus; estudar a co-infeccao entre o BIV e
outras doencas que podem ser decorrentes da imunossupressao induzida pelo BIV; verificar a
prevaléncia do virus no estado do Par4; desenvolver um teste soroldgico para o diagndstico do

BIV.
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ANEXO 1: Protocolo de extracdo de DNA de sangue e fluidos corporais.

QIAGEN
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Purificacao de DNA de Sangue ou Fluidos Corporais

Instrugoes:

- Buffer AW1 = Antes de usar pela primeira vez, adicionar a quantidade necesséria de etanol

(96-100%) — vide frasco

- Buffer AW?2 = idem Buffer AW1

- QIAamp DNA Blood Mini Kit (250) = Pipetar 5,5ml do solvente de Protease no frasco

contendo QIAGEN protease liofilizado, conforme o rotulo.

Procedimentos:

1) Pipetar 20ul de QIAGEN Protease (ou Proteinase K) em um tubo de microcentrifuga
de 1,5ml;

2) Adicionar 200ul de amostra no tubo de microcentrifuga.

-Se o volume da amostra for menor que 200ul, adicionar volume adequado de PBS.

3) Adicionar 200ul de tampdo AL na amostra. Vortetizar por 15 segundos.

- Se o volume da amostra for superior a 200ul, aumentar a quantidade de QIAGEN
Protease e tampao AL proporcionalmente. Ex.: 400ul de amostra = 40ul QIAGEN e
400u tampao Al.

- Nao adicionar QIAGEN Protease diretamente no tampao AL.

4) Incubar a 56° por 10 minutos;

5) Centrifugar o tubo de microcentrifuga de 1,5ml para remover as goticulas da tampa;

6) Adicionar 200ul de etanol (96-100%) na amostra. Vortetizar por 15 segundos.
Centrifugar novamente para remover as goticulas da tampa.

-Se o volume da amostra for maior que 200ul, aumentar a quantidade de etanol
proporcionalmente. Ex.: 400ul de amostra requer 400ul de etanol.

7) Aplicar cuidadosamente a mistura da etapa 6 o QIAamp Mini Spin Column (em um
tubo de coleta 2ml) sem molhar as beiradas. Fechar a cdpsula e centrifugar a 6000xg
(8000rpm) por 1,5 minutos. Colocar o0 QIAamp Mini Spin Column em um tubo limpo
(2ml) e descartar o tubo contendo o filtrado;

8) Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin Column e adicionar 500ul do tampao

AWI (se molhar as beiradas). Fechar a capsula e centrifugar em 6000xg (8000rpm)
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por 1 minuto. Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo limpo (2ml) e

descartar o tubo contendo o filtrado.

- N@o € necessario aumentar o volume do tampao AW1 se o volume da amostra original

for maior que 200ul.

9) Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin Column e adicionar 500ul de tampao
AW?2 (sem molhar as beiradas). Fechar a cdpsula e centrifugar na velocidade méxima
(20000xg; 14000rpm) por 3 minutos.

10) RECOMENDACAO: colocar o QIAamp em um novo tubo de coleta de 2ml e
descartar o tubo de coleta sem o filtrado. Centrifugar em velocidade médxima por 1
minuto.

11) Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo de microcentrifuga de 1,5ml e
descartar o tubo contendo o filtrado. Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin
Column e adicionar 150ul de tampao AE ou dgua destilada. Incubar em temperatura
ambiente (15-25°) por 5 minutos e entdo centrifugar a 6000xg (8000rpm) por 1,5

minutos.

Traduzido do manual de instrucdes QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, Hilden —
Alemanha).



