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RESUMO 

 

A imunodeficiência viral bovina é uma doença crônica e progressiva causada por um 

lentivírus que acomete bovinos e bubalinos. Embora a infecção seja relatada em bovinos em 

vários países do mundo, inclusive no Brasil, em bubalinos só existem dois relatos da infecção, 

um no Paquistão e outro no Camboja. Diante disso o objetivo desse trabalho foi verificar a 

ocorrência do vírus da imunodeficiência bovina (BIV) em búfalos provenientes do estado do 

Pará, região Norte do Brasil. Para verificar a ocorrência do BIV no rebanho foi feita a 

detecção do DNA proviral em 607 amostras de sangue de búfalos obtidas de 10 propriedades 

do estado do Pará, por meio da reação em cadeia da polimerase - semi-nested (PCR-SN) 

utilizando-se primers específicos para a região pol do genoma do vírus. Das 607 amostras 

testadas na PCR-SN para o BIV, 27 (4,4%) foram positivas. As sequências amplificadas 

foram confirmadas por clonagem e sequenciamento de nucleotídeos. A similaridade da 

sequência de nucleotídeos das amostras isoladas com a estirpe de referência (R-29) foi de 

99%. Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais importantes, que revelam a 

primeira detecção no Brasil da presença do BIV em bubalinos e alertando sobre a 

possibilidade do vírus funcionar como um fator de risco para a saúde das populações de 

bubalinos e um potencial agente causador de doença crônica.  

 

Palavras chave: Vírus da imunodeficiência bovina. PCR-SN. Ocorrência. Búfalo. Pará. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

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 Pará, 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 Pará, 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. Pará. 
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CAPÍTULO I 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

A criação de búfalos vem crescendo progressivamente em todo o mundo. A espécie 

bubalina desempenha um relevante papel na produção de alimento, principalmente nos países 

em desenvolvimento, localizados em sua maioria nas áreas tropicais. Assumem também um 

relevante papel social e econômico na Índia, Paquistão, Filipinas, Vietnam, Malásia e 

Tailândia. Atualmente a bubalinocultura está em significativa expansão em muitos países do 

mundo, como é o caso do Brasil. 

Nos últimos 30 anos, o rebanho bubalino brasileiro apresentou crescimento de 

129,48%. Dados oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística de 2013 apontam 

um rebanho nacional de aproximadamente 1,1 milhões de cabeças, distribuídas pelas cinco 

regiões do país, sendo que a região Norte é a que possui o maior contingente, com 64% do 

total. Nessa região, o estado do Pará detém o maior rebanho de bubalinos com 461.275 

cabeças, que representa 39% do efetivo nacional.  

Ao longo dos anos a bubalinocultura tem se expandido no Brasil, onde deixou de ser 

utilizada somente para ocupação de terras impróprias para criação de gado bovino e passou a 

ser uma opção de criação pecuária. O preço pago pelo litro do leite e a exportação de animais 

de reprodução para a Venezuela, Colômbia e Filipinas tem aumentado a visibilidade da 

bubalinocultura nos últimos cinco anos, além do investimento em estratégias de marketing 

que provocou maior divulgação e aumento do consumo de produtos lácteos produzidos a 

partir do leite de búfala. A atividade está passando por um pico de expansão, e tem potencial 

para tal, pois se trata de animais rústicos, adaptados ao sistema de criação brasileiro, dóceis e 

fáceis para trabalhar na rotina quando são manejados de maneira adequada. Esta capacidade 

coloca os búfalos como um dos maiores aliados do homem e contribui no desenvolvimento da 

produção de leite, carne, couro e trabalho.  

O leite produzido pelas búfalas apresenta os componentes físico-químicos como 

gordura, proteína e sólidos totais superiores aos encontrados no leite bovino. Os componentes 

da carne de búfalos são idênticos aos encontrados na carne bovina, entretanto a carne do 

búfalo 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 está investindo na bubalinocultura em propriedades 

que praticam agricultura familiar, por meio do PRONAF (Programa Nacional de 

Fortalecimento da Agricultura Familiar), incentivando a utilização dos bubalinos na tração 

animal, no aproveitamento de adubo orgânico e a produção de leite para o sustento familiar.  

Com isso, a preocupação com a sanidade do rebanho bubalino tem aumentado 

consideravelmente, pois muitos aspectos das doenças em búfalos não são conhecidos e em 

razão da grande rusticidade, propaga-se o conceito de que os búfalos são resistentes a várias 

doenças que acometem bovinos. Entretanto, sabe-se que estes animais são susceptíveis à 

maior parte dos agentes infecciosos que acometem os bovinos, como, por exemplo, o agente 

da imunodeficiência viral bovina que causa uma doença crônica e progressiva causada por um 

retrovírus que possui ampla distribuição mundial.  

Embora os estudos já tenham progredido bastante em bovinos, em bubalinos, até o 

presente momento, não há relato na literatura do isolamento do vírus da imunodeficiência 

bovina (BIV) e existem apenas dois estudos sorológicos e moleculares, um no Paquistão e 

outro no Camboja. 

Devido à ampla distribuição mundial do BIV, a escassez de dados na literatura e a 

ausência de estudos em bubalinos no Brasil, objetivou-se verificar a ocorrência da infecção, 

por meio da detecção molecular, do BIV em búfalos do estado do Pará.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 HISTÓRICO 

 

O vírus da imunodeficiência 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 enzoótica bovina, realizaram um estudo de campo com um 

rebanho leiteiro da Estação Experimental do Sudeste da Louisiana em Franklinton, Estados 

Unidos. Após vários exames, foi observado que estes animais apresentavam leucocitose, que 

foi atribuído ao aumento de linfócitos, condição compatível a um quadro clínico de leucemia 

bovina. Mas o que lhes chamou a atenção foram as alterações clínicas de linfoadenopatia, 

fraqueza progressiva e emagrecimento, apresentadas por uma vaca leiteira da raça Holstein, 

prenhe, de oito anos de idade (vaca R-29), sugerindo um quadro típico de leucose (GONDA et 

al., 1994; ST-LOUIS et al., 2004). Após o nascimento do bezerro, as condições 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 gânglios linfáticos (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 leucócitos e tecidos da R-29. Estes animais não 

apresentaram sinais clínicos evidentes, porém, desenvolveram linfadenopatia facilmente 

detectável em linfonodos subcutâneos e uma leucocitose persistente por vários meses durante 

o estudo. Análises histopatológicas dos linfonodos destes bezerros revelaram hiperplasia 

folicular e a presença 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 doença ser o vírus da leucose 

enzoótica bovina (GONDA et al., 1994). Análises microscópicas revelaram um vírus indutor 

de sincícios que devido a semelhanças com o Lentivírus 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 vírus, devido ao fato de ele não 

ser o agente causador da leucose bovina, e não estar aparentemente relacionado a nenhuma 
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enfermidade (FLORES, 2007; BHATIA et al., 2013). O interesse só foi demonstrado após o 

isolamento do vírus da imunodeficiência humana (HIV), na década de 1980, devido à 

emergência da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), face à necessidade urgente 

em se desenvolver modelos animais para um possível tratamento e controle do HIV na 

população humana (SU et al., 2010). Após esta necessidade e com a descoberta de que a 

AIDS era causada por um lentivírus, pesquisadores levantaram questões sobre a relevância 

deste vírus para a medicina veterinária e humana (MEAS et al., 1998), e sugeriram que este 

poderia ser uma alternativa como modelo biológico substituto para pesquisas com o HIV (ST-

LOUIS et al., 2004). 

Análises moleculares e imunológicas demonstraram que o isolado da vaca R-29 se 

assemelhava genética, bioquímica, imunológica, antigênica e estruturalmente ao vírus da 

imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) (GONZÁLEZ et al., 2008). Como consequência, 

Gonda et al. (1987) atribuíram uma nova nomenclatura ao vírus, designando-o de vírus 

semelhante ao da imunodeficiência bovina, conhecido atualmente apenas como vírus da 

imunodeficiência bovina (BIV). 

Novas informações 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 

informações sobre patogenia, sorologia e análises moleculares foi obtida apenas dos estudos 

do isolado R-29. 

 

2.2 ETIOLOGIA E PATOGENIA 

 

O vírus da imunodeficiência viral bovina pertence à família Retroviridae, subfamíla 

Orthoretrovirinae e gênero Lentivirus (FLORES, 2007). Essa família se caracteriza por causar 

infecção persistente em várias espécies animais. Os retrovírus possuem vírions envelopados e 

apresentam duas fitas simples de RNA idênticas não complementares. Os membros dessa 

família são assim denominados por possuírem uma enzima capaz de sintetizar uma molécula 

de DNA a partir da transcrição do seu genoma de RNA, mecanismo chamado de transcrição 

reversa. A enzima que cataliza esta reação, a transcriptase reversa (RT), é um componente dos 

vírions e possui, ainda, outras atividades essenciais para a replicação viral. A etapa de 
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transcrição reversa se constitui no evento central da multiplicação dos retrovírus (FLORES, 

2007).  

Os lentivírus partilham propriedades estruturais, genéticas, biológicas e/ou patogênicas 

comuns. Os vírus pertencentes a esse gênero são: vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

vírus da imunodeficiência símia (SIV) em primatas, vírus da imunodeficiência felina (FIV), o 

vírus Maedi-Visna (MVV) em ovinos, vírus da artrite encefalite caprina (CAEV), vírus da 

anemia infecciosa equina (AIEV), vírus da doença Jembrana (JDV) em bovinos e o vírus da 

imunodeficiência bovina (BIV) (Tab. 1). 

 

Tabela 1. Manifestações clínicas e patológicas dos lentivírus 

 

Lentivírus Hospedeiro Desordens 
clínicas/patológicas 

Vírus da Imunodeficiência Bovina (BIV) Bovídeos Linfocitose, linfadenopatia, 
infecções oportunistas, lesões 
no sistema nervoso central, 
fraqueza e emagrecimento 

Vírus da Doença de Jembrana (JVD) Bovinos 
balineses 

Febre, letargia, anorexia e 
linfadenopatia 

Vírus da Imunodeficiência Humana 
(HIV) 

Humanos Imunodeficiência, 
linfadenopatia, infecções 

oportunistas, encefalopatia, 
sarcoma de Kaposi 

Vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) Felinos Imunodeficiência, 
linfadenopatia, infecções 
oportunistas, leucopenia, 

anemia 
Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV) Primatas Imunodeficiência, 

neuropatologia, infecções 
oportunistas em macacos 

Rhesus 
Vírus Maedi-Visna (MVV) Ovinos Encefalite, pneumonia, 

linfadenopatia, paralisia, 
infecções oportunistas, 

Vírus da Artrite Encefalite Caprina 
(CAEV) 

Caprinos Artrite, encefalite, paralisia, 
Pneumonia 

Vírus da Anemia Infecciosa Equina 
(AIE) 

Equídeos Anemia hemolítica, 
linfoproliferação, 

glomerulonefrite, encefalopatia 
Adaptada de St-Louis et al., 2004.  
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Os lentivírus não são oncogênicos e partilham também um período de incubação 

relativamente longo, seguido por uma fase sintomática, embora o hospedeiro apresente uma 

resposta imune facilmente detectável, com exceção do vírus da Anemia Infecciosa Equina, o 

qual apresenta inicialmente uma fase sintomática, seguida por uma longa fase assintomática. 

Alterações patológicas e degenerativas crônicas, muitas vezes associada ao desenvolvimento 

de lesões imunomediadas no hospedeiro infectado, também são características da infecção 

pelos lentivírus (DESROSIERS, 2007). 

A maioria dos lentivírus infecta monócitos e macrófagos, porém o FIV, HIV e SIV 

infectam também linfócitos T e são associados principalmente com sinais clínicos de 

imunodeficiência em hospedeiros infectados (MOMTAZ et al., 2010; TAJBAKHSH et al., 

2010), onde podem se replicar em células que não estão em divisão (ST-LOIUS et al., 2004). 

O genoma dos lentivírus inclui genes acessórios/regulatórios que codificam proteínas 

envolvidas na regulação da expressão viral (ST-LOUIS et al., 2004).  

A morfologia do BIV é semelhante a do HIV, com aproximadamente 120-130 nm de 

diâmetro (Figura. 1). O envelope viral apresenta uma bicamada lipídica e é composto pela 

proteína da superfície viral gp100 e a proteína transmembrana gp45 que envolvem o capsídeo 

viral cônico, típico dos lentivírus, e as proteínas do nucleocapsídeo que protegem o genoma 

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

 

Figura 1. Morfologia esquemática do vírus da imunodeficiência bovina (BIV). O envelope 

viral é composto pela proteína de superfície gp 100, glicoproteína transmenbrana gp45 e a 

proteína p16 que forma a matriz viral. A estrutura em forma de cone é composta da proteína 

do capsídeo viral p26 envolvendo a enzima integrase, a protease e transcriptase reversa e o 

RNA genômico, que é protegido pelo capsídeo, formando o nucleocapsídeo.  

 
Fonte: Adaptado de Niaid (2005). 
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O genoma do BIV é o mais complexo dos lentivírus não primatas. O DNA proviral 

contém 8960 pb e apresenta os genes estruturais gag, pol e env, flanqueados pelas regiões 

terminais repetidas (LTRs) (5′ e 3′) e os genes acessórios/regulatórios 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 vírus da imunodeficiência bovina (BIV). LTR: região repetida 

terminal. Gene gag (antígenos específicos de grupo); pol (polimerase); env (envelope). Genes 

regulatórios/acessórios: tat, rev, vif, e tmx.  

 

 
Fonte: adaptado de Corredor et al. (2010) 

 

2.3 CICLO DE REPLICAÇÃO DO BIV 

 

O ciclo de replicação do BIV é semelhante ao de outros retrovírus. A infecção viral é 

iniciada quando a proteína BIV SU se liga aos receptores das células alvo. Esta interação 

promove uma alteração conformacional que apresenta o domínio hidrofóbico da proteína TM 

viral, resultando na fusão do envelope viral com a membrana da célula infectada. Esta fusão 

facilita a entrada do vírus na célula e é seguida pela liberação do capsídeo viral para o 

citoplasma (SOMMERFELT, 1999). Embora o receptor celular para o BIV ainda não esteja 

determinado, sugere-se que o BIV pode-se ligar ao CCR5, uma molécula da família dos 

receptores de quimiocina β (WRIGHT et al., 2002). O CCR5 atua como um co-receptor para 

a infectividade de certas estirpes de HIV que mostra um tropismo para as células da linhagem 

monócito/fagocitário (ALKHATIB et al., 1996; WU et al., 1997). 

O evento de desencapsulamento libera o RNA genômico para o citoplasma da célula 

infectada, onde é 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 ação da integrase viral. O 

DNA proviral pode permanecer silencioso, ou mediante estímulos apropriados, servir como 
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um molde de DNA para a síntese de novas proteínas virais e RNAs genômicos (ALKHATIB 

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

A expressão do gene do BIV é 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 regulatórios, não estruturais, tat 

e rev são transcritos a partir dos pequenos transcritos virais emendados de 1,7 e 1,4 kb, 

respectivamente. Depois disso, a proteína tat migra para o núcleo para aumentar a expressão 

de todos os genes do BIV, enquanto que a proteína rev é envolvida no transporte do núcleo 

para o citoplasma de RNAs virais isoladamente ou não (OBERSTE et al., 1991). 

A proteína do capsídeo (derivado do precursor de gag) e o precursor de enzima gag-

pol são traduzidos a partir do transcrito de comprimento completo de 8,5 kb. A tradução da 

transcrição dos emendados isolados de 3,8 kb resultam na produção da proteína do envelope 

(env), enquanto que os transcritos emendados isolados de 4,1 kb produziria uma proteína 

putativa, designada fator de infectividade viral (vif). A proteína env, assim como os 

precursores de gag e gag-pol, migra para a membrana plasmática da célula, onde o RNA 

genômico é envelopado durante o brotamento dos vírions morfologicamente imaturos através 

da membrana plasmática das células infectadas (OBERSTE et al., 1991). 

A morfologia em forma de cone, típico de lentivírus maduros, surge depois da 

clivagem do precursor de gag e gag-pol pela protease viral. Em seguida, as novas partículas 

virais produzidas podem iniciar um novo ciclo de infecção e infectar as células vizinhas 

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

 

2.4 EPIDEMIOLOGIA 

 

Sob condições naturais, os lentivírus são altamente espécie-específicos. O BIV infecta 

naturalmente bovinos e existem descrições de infecções em bubalinos, mas pode infectar 

experimentalmente ovinos, caprinos e coelhos (BURNS, 1994). 

Embora a infecção pelo BIV ocorra geralmente na ausência de sinais clínicos da 

doença, vários fatores podem influenciar o desenvolvimento de infecção clínica aparente. Eles 

incluem estímulos de estresse, como a exposição a temperaturas extremas, parto e lactação 

(SNIDER et al., 1997). Predisposições genéticas do hospedeiro natural para responder a 

infecções por patógenos ou outros vírus também pode influenciar no curso da infecção pelo 

BIV. Vale salientar que o vírus da leucemia bovina (BLV), o vírus sincicial bovino (BSV) e 

herpes vírus bovino (BHV) podem ativar a expressão do gene BIV in vitro (GENG et al., 
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1992; PALLANSCH et al., 1992 ). Ainda não foi determinado se estes vírus ativam a 

expressão do gene BIV in vivo. No entanto, foi demonstrada in vitro a redução de resposta 

linfoproliferativa a antígenos específicos ou a mitógenos (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 é transmitido verticalmente por via transplacentária e pelo colostro ou 

horizontalmente por meio da troca de fluídos corporais e pelo sangue. O DNA proviral do 

BIV já foi detectado in vivo em uma grande variedade de tecidos de bovinos, incluindo o 

cérebro, os pulmões, nódulos linfáticos, baço, células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) e sêmen (DESROSIERS, 2007). O uso de agulhas e materiais cirúrgicos 

contaminados, ingestão de colostro de fêmeas infectadas e a higienização deficiente de 

instrumentos utilizados em práticas invasivas, como castrações e descornas, também podem 

ser fatores responsáveis pela transmissão do BIV. A transmissão experimental do BIV pode 

ocorrer através da administração de sangue total de um animal infectado por via intravenosa 

(BORROW, 1997). 

Vários estudos sorológicos sobre a infecção pelo BIV em bovinos têm sido realizados 

por todo o mundo e demonstraram uma distribuição não uniforme da infecção, com registros 

que variaram de 1,4% a 80% de prevalência (MEAS et al., 2002; ANDREWS, 2008). 

Existem somente dois relatos de infecção pelo BIV em búfalos, um no Paquistão com 

ocorrência de 10,3% (MEAS et al., 2000a) e outro em Camboja com ocorrência de 16,7% 

(MEAS et al., 2000b).  

Apesar de vários estudos sobre a ocorrência da infecção pelo BIV já terem sido 

realizados pelo mundo (Tab. 2), a presença da infecção em rebanhos brasileiros foi relatada 

somente por Meas et al. (2002) em bovinos de corte e leite, das regiões de Pelotas (RS) e de 

Campo Grande (MS), com ocorrência de 11,7% e por Rodrigues (2014), em bovinos leiteiros, 

das regiões da Zona da Mata e Central do estado de Minas Gerais, com uma ocorrência de 

12,5%. Esses estudos mostram que a presença do vírus em rebanhos brasileiros não é tão alta 

quando comparada a outros países, como Irã e Estados Unidos e até a Venezuela, que 

apresentam ocorrências de 50 até 66%. 
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Tabela 2: Ocorrência e distribuição mundial do BIV 

 

CONTINENTES PAÍSES MÉTODO OCORRÊNCIA ESPÉCIE REFERÊNCIA 

Europa Holanda IFA 1,4% Bovina Horzinek et al., 1991 
Europa Itália IFA 2,5% Bovina Cavirani et al., 1998 
Europa França WB 4,0% Bovina Polack et al., 1996 
Europa Polônia ELISA 4,9% Bovina Rola-Luszczak et al., 

2011 
Europa Reino Unido ELISA 5,5% Bovina Scobie et al., 2001 

América do Norte Canadá WB 5,5% Bovina McNab et al., 1994 
Europa Alemanha ELISA 6,6% Bovina Muluneh, 1994 

Ásia Índia PCR 8,8% Bovina Patil et al., 2013 
Ásia Paquistão WB 10,3% Bubalina Meas et al., 2000a 

África Zâmbia WB 11,4% Bovina Meas et al., 2004 
Ásia Japão 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 González et al., 2008 

Ásia Turquia WB 12,3% Bovina Meas et al., 2003 
América do Sul Brasil PCR  12,5% Bovina Rodrigues, 2014 

Oceânia Nova 
Zelândia 

WB 13,5% Bovina Horner, 1991 

Ásia Paquistão WB 15,8% Bovina Meas et al., 2000a 
Ásia Camboja WB 16,7% Bubalina Meas et al., 2000b 
Ásia Indonésia ELISA 18,0% Bovina Barboni et al., 2001 

América do Norte Estados 
Unidos 

ELISA 20,0% Bovina Cockerell et al., 1992 

Ásia Camboja WB 26,3% Bovina Meas et al., 2000b 
Ásia Coréia WB 34,0% Bovina Cho et al., 1999 

América do Norte Estados 
Unidos 

IFA 50,0% Bovina Amborski et al., 1989 

Ásia Irã PCR  60,0% Bovina Brujeni et al., 2010 
Ásia Irã PCR  64,0% Bovina Tajbakhsh et al., 2010 

América do Sul Venezuela Sorologia 66,0% Bovina Walder et al., 1995 
WB = Western Blot; PCR = Reação em cadeia da polimerase; IFA = Imunofluorescência indireta; ELISA = ensaio 
imunoenzimático. 
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2.5 ACHADOS CLÍNICOS E PATOLÓGICOS 

 

A imunodeficiência viral bovina induz poucos sinais clínicos, porém o vírus foi 

originalmente isolado de bovinos com linfocitose, linfadenopatia, neuropatia e emagrecimento 

progressivo (VAN DER MAATEN et al., 1972; GONDA et al., 1992). Atualmente não tem 

sido associada ao desenvolvimento de nenhuma doença ou síndrome clinicamente 

identificável (BHATIA el al., 2013), mas em animais experimentalmente infectados, a doença 

tem uma progressão semelhante àquela observada nos casos de HIV. Como consequência os 

animais apresentam uma infecção crônica e persistente pelo resto da vida. Há poucos estudos 

demonstrando que o BIV seja capaz de, isoladamente, produzir manifestações clínico 

patológicas específicas, e em muitos casos, a infecção pode estar associada a outra 

enfermidade viral, como a leucose enzoótica bovina, aumentando assim a probabilidade do 

aparecimento de sinais clínicos (ANDREWS, 2008).   

Em bovinos experimentalmente infectados pode ser identificado linfocitose, 

hiperplasia linfoide e infecções bacterianas secundárias. Alguns sinais podem ser percebidos 

tais como claudicação ou andar rígido, que podem acometer um ou mais membros. Notam-se 

ainda sinais nervosos, como alterações de comportamento, irritação e comportamento 

agressivo, apresentados por alguns animais (BRUJENI et al., 2010). Em outros casos, é 

possível constatar sonolência, letargia, ataxia, e, às vezes, tendência ao decúbito. Alguns 

animais ainda podem exibir prolapso da terceira pálpebra (ANDREWS, 2008). 

Há evidências que uma imunossupressão seja causada devido à infecção pelo BIV, 

aumentando assim a incidência de infecções secundárias (BRUJENI et al., 2010).  

Embora o BIV induza disfunção de monócitos e neutrófilos, bezerros inoculados com 

o vírus não apresentam sinais clínicos graves, e a patogênese da imunodeficiência 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 relação entre fatores de estresse e a infecção 

viral pelo BIV, e que sob condições experimentais, os animais não manifestam totalmente a 

doença, desde que seja aplicado um manejo de forma correta, eliminando ou evitando o 

estresse do animal (CARTER, 2008). Porém, a susceptibilidade à infecção pelo BIV pode 

depender da estirpe do vírus, das raças bovinas e de fatores ambientais (PAYNE, 1987; 

MOANNA, 2005) 
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As infecções pelo BIV já foram mostradas ao nível mundial e foram associadas a 

alterações na produção animal, perda de peso, doença secundária, produção de leite diminuída 

e aumento da incidência de encefalite (FLAMING et al., 1993; TAJIMA et al., 1997; 

GRADIL et al., 1999). 

Na necropsia e histopatologia algumas alterações tem sido percebidas e inclui aumento 

dos linfonodos, emaciação e infiltrados linfocitários perivasculares cerebrais leves (MOODY, 

et al., 2002; TERZIEVA, 2008).  

  

2.6 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico da infecção pelo BIV pode ser realizado pela detecção de anticorpos, 

com o uso de técnicas de Imunoflorescência Indireta (IFA), Western Blott (WB) e Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA). Anticorpos para o BIV podem ser detectados três semanas após a 

infecção, e podem persistir por mais de dois anos em animais experimentalmente inoculados 

(ZHANG, 1997b). A detecção do provírus e do RNA genômico, em células infectadas, pode 

ser realizada pelo uso de técnicas de PCR e transcriptase reversa PCR (RT-PCR) 

respectivamente. O isolamento viral é uma técnica pouco utilizada devido à baixa 

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

 

2.7 PROFILAXIA E CONTROLE 

 

As principais medidas de controle da infecção pelo BIV para bovinos consistem na 

identificação precoce da doença no rebanho e segregação dos animais positivos, uma vez que 

não existem vacinas comerciais. Outras medidas que podem ser adotadas são: evitar o 

compartilhamento de agulhas, luvas de palpação retal e materiais cirúrgicos entre os animais; 

não administrar aos bezerros colostro de fêmeas infectadas; realizar a esterilização de 

instrumentos utilizados em práticas invasivas, como castrações e descornas (LEITE et al., 

2013). 
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CAPÍTULO II 

 

DETECÇÃO MOLECULAR DO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA BOVINA (BIV) 
EM BÚFALOS (Bubalus bubalis) DO ESTADO PARÁ 

 

RESUMO 

 

A imunodeficiência viral bovina é uma doença crônica e progressiva causada por um 

Lentivírus que acomete bovinos e bubalinos. Embora a infecção seja relatada em bovinos em 

vários países do mundo, inclusive no Brasil, em bubalinos só há dois relatos da infecção, um 

no Paquistão e outro no Camboja. Por isso o objetivo desse trabalho foi verificar a ocorrência 

do vírus da imunodeficiência bovina (BIV) em búfalos provenientes do estado do Pará, região 

Norte do Brasil. Para tal foi realizada a pesquisa do DNA proviral do BIV em 607 amostras 

de sangue de búfalos, através da reação em cadeia da polimerase - semi-nested (PCR-SN) 

utilizando primers específicos para a região pol do genoma do vírus. Amostras de sangue 

foram obtidas de 10 propriedades do estado do Pará, Norte do Brasil. Os resultados da PCR-

SN demonstraram que a ocorrência do vírus no Estado foi de 4,4%. As sequências 

amplificadas foram confirmadas por clonagem e sequenciamento de nucleotídeos. A 

similaridade da sequência de nucleotídeos das amostras isoladas com a estirpe de referência 

(R-29) foi de 99%. Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais importantes, que 

revelam a primeira detecção no Brasil da presença do BIV em bubalinos, e alertando sobre a 

possibilidade do vírus funcionar como um fator de risco para a saúde das populações de 

bubalinos e um potencial agente causador de doença crônica. Porém é necessário que um 

amplo estudo de prevalência, epidemiologia e patogênese seja realizado para verificar o real 

papel do BIV em búfalos.  

 

Palavras chave: Vírus da imunodeficiência bovina. PCR semi-nested. Ocorrência. Búfalos. 
Pará.  
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CHAPTER II 

MOLECULAR DETECTION OF BOVINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS (BIV) IN 

BUFFALOES IN STATE OF PARÁ 

 

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 Pará, 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 Pará 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. Pará. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Em razão da grande rusticidade, propaga-se o conceito de que os bubalinos são 

resistentes a várias doenças que acometem bovinos. Entretanto, sabe-se que estes animais são 

susceptíveis à maior parte dos agentes infecciosos que acometem os bovinos (ADLAKHA et. 

al., 1992) e apesar disto ainda são poucos os estudos dessas doenças em búfalos. 

A imunodeficiência viral bovina é causada por um retrovírus que se assemelha 

genética, bioquímica, antigênica e estruturalmente ao vírus da imunodeficiência humana tipo 

1 (HIV-1). Por isso tem sido usado como modelo biológico potencialmente útil para a 

compreensão da patogênese do HIV-1 em métodos de avaliação da eficácia dos tratamentos, 

teste de drogas e controle da infecção viral (YIN et al., 2008). 

O BIV causa uma doença crônica e progressiva e induz sinais de leucocitose 

persistente, linfadenopatia, emagrecimento e lesões do sistema nervoso central. O vírus 

também está associado com perda de peso e produção de leite diminuída. Além disso, há 

evidência de que ele pode causar imunossupressão, podendo desencadear infecções 

bacterianas secundárias, diminuição da capacidade de resposta imunológica a vacinas e 

encefalite. Embora tenha sido caracterizado molecularmente, pouco se sabe sobre a biologia 

da infecção natural do BIV, sendo necessários mais estudos para esclarecer a patogênese do 

vírus (CORREDOR et al., 2010). 

Após o isolamento do BIV em 1972, vários estudos sorológicos e moleculares vem 

sendo realizados em bovinos ao redor do mundo, porém o papel da infecção pelo BIV na 

progressão da doença em bovinos ainda permanece sem esclarecimento (CARPENTER et al., 

2000; GONZALE et al., 2000; YILMAZ et al., 2008). 

A infecção pelo BIV em bovinos já foi detectada em gado leiteiro e de corte em vários 

países do mundo, com taxas de ocorrência que variam de 1,4 a 80%, dependendo do método 

de diagnóstico e fonte de amostras. Embora os estudos de ocorrência já tenham progredido 

muito em bovinos, em bubalinos, até o presente momento, não há relato na literatura do 

isolamento do vírus e existem apenas dois estudos sorológicos, com confirmação molecular, 

um no Paquistão (MEAS et al., 1999) e outro no Camboja (MEAS et al., 2000). 

Devido à ampla distribuição mundial do BIV, a escassez de dados na literatura e a 

ausência de estudos em bubalinos no Brasil, o objetivo deste trabalho foi verificar a 

ocorrência da infecção, através da detecção molecular, pelo vírus da imunodeficiência bovina 

em búfalos do estado do Pará.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO  

 

A coleta de material biológico foi realizada em 10 propriedades rurais cada uma 

pertencente a um município do estado do Pará, 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 análises laboratoriais foram 

executadas no Laboratório de Retroviroses (RetroLab) do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva (DMVP) da Escola de Veterinária 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 raças 

Murrah, Jafarabadi e mestiços, com idade acima de quatro anos, criados em sistema extensivo 

de pastagem. Essas amostras foram coletadas por meio da punção da veia jugular, em tubos a 

vácuo (Vacutainer®), com capacidade para 4 ml, contendo anticoagulante ácido etilenoamino 

tetra-acético (EDTA). Os tubos foram identificados e encaminhados ao Laboratório de 

Patologia Clínica da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade Federal do Pará 

(UFPA), onde foram centrifugados a 1600 g durante 10 minutos para separação da camada 

leucocitária. A camada foi retirada, armazenada a -20º C e enviadas ao RetroLab para 

posterior processamento molecular. 

 

2.3 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO PROVIRAL 

 

O DNA genômico total da camada leucocitária foi extraído utilizando-se o kit 

comercial QIAamp
®

 DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, Hilden – Alemanha) de acordo com as 

instruções do fabricante. Este kit destina-se à extração e purificação do DNA total de amostras 

de sangue, onde o DNA se liga a uma membrana existente na coluna e o restante é eliminado 

através de duas etapas de lavagem e centrifugação. O DNA foi posteriormente eluído com 

tampão de eluição previamente aquecido, a fim de facilitar a eluição e conservar sua 
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integridade durante o armazenamento. O protocolo de extração de DNA através deste kit está 

descrito no Anexo 1.  

 

2.4 QUANTIFICAÇÃO DO DNA  

 

A concentração e a pureza do DNA genômico presente em cada amostra foram 

estimadas através da leitura de densidade óptica em comprimento de onda de 260/280nm em 

espectrofotômetro NanoVue
® (GE Healthcare, EUA) e eletroforese em gel de agarose 1,5%, 

corado com brometo de etídio (1,0 mg/µL), em tampão TAE (Tris Acetato EDTA) pH 8,3. 

Para comparação visual e cálculo estimado da quantidade de DNA, foi utilizado um marcador 

padrão de tamanho molecular de 100 pb (Invitrogen).  

O DNA foi aplicado no gel e submetido à eletroforese por 45 minutos a uma voltagem 

constante de 120V e corrente de 2,0A. O gel foi visualizado através de um transluminador 

com exposição à luz ultravioleta, fotografado no sistema de fotodocumentação de géis L-Pix 

(Loccus Biotecnologia, Brasil). A quantidade ótima de DNA utilizada nas reações foi definida 

entre 200 e 300 ng por reação. 

 

2.5 REAÇÕES EM CADEIA DA POLIMERASE (PCRs) 

 

2.5.1 PCR para o gene normalizador GAPDH 

 

Para avaliar a eficiência das extrações do material genômico de todas as amostras 

extraídas foi realizada a reação em cadeia da polimerase (PCR) para a detecção do gene 

normalizador gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) bovino, utilizando-se 

oligonucleotídeos iniciadores segundo Pinheiro de Oliveira et al. (2013). Os iniciadores estão 

apresentados na Tabela 1. Foi utilizada uma solução master mix contendo 5,1µL de Green 

GoTaq
® 

Flexi Buffer 5x (Promega, EUA), 1,9µL de cada iniciador (5pmol/µL - Sigma), 

0,5µL de dNTP mix (10mM – Promega, EUA) 1,5µL de MgCl2 (10mM – Promega, EUA), 

0,26µL de Go Taq Flexi DNA Polymerase  (500U-Promega, EUA), 2,0 µL de DNA template 

e água ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA)  para um 

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

 

Primer Sequência Fragmento 

GAPDH F 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 µL de água ultra pura estéril. A reação ocorreu no termociclador modelo 

Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) e consistiu em uma desnaturação inicial de 95ºC 

por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 95º C por 30 segundos, hibridização de 54°C por 30 

segundos, extensão de 72º C por 50 segundos, e uma extensão final de 72º C por 7 minutos, 

amplificando um fragmento de 709 pb. Os produtos da reação 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 detecção do DNA proviral do BIV presente nas amostras de campo foi conduzida 

através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados oligonucleotídeos 

iniciadores, descritos por Rodrigues et al. (2014), para amplificar parte da região conservada 

do gene pol do vírus, 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 solução master 

mix contendo de 200 a 300 ng de DNA por amostra, 5 µL de Green GoTaq
® 

Flexi Buffer 5x 

(Promega, EUA),  2 µL de cada iniciador (BIV F e BIV R, 10pmol/µL – Invitrogen, EUA), 

0,5µL de dNTP mix (10mM – Promega, EUA) 1,5µL de MgCl2 (10mM – Promega, EUA), 

0,1µL de Go Taq Flexi DNA Polymerase  (500U – Promega, EUA) e água ultrapura livre de 

DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) para o volume final de 25µL.  

A reação foi submetida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied 

Biosystems, EUA) com desnaturação inicial de 94ºC por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 

94º C por 40 segundos, hibridização de 54°C por 40 segundos, extensão de 72º C por 40 

segundos, e uma extensão final de 72º 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 (5’ 
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AGCCACCCAGACATCATGTT 3’), amplificando um fragmento da região mais interna do 

gene pol de tamanho 154pb. Dois µL do produto amplificado na primeira reação (PCR) foram 

utilizados como template na segunda reação, em uma solução master mix constituída por 5 µL 

de Green GoTaq
® 

Flexi Buffer 5x (Promega, EUA),  2 µL de cada iniciador (BIV SNested e 

BIV R, 10pmol/µL – Invitrogen, EUA), 0,5µL de dNTP mix (10mM – Promega, EUA) 1,5µL 

de MgCl2 (10mM – Promega, EUA), 0,1µL de Go Taq Flexi DNA Polymerase  (500U – 

Promega, EUA) e água ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, 

EUA) para o volume final de 25µL.  

A reação foi conduzida em termociclador modelo Veriti™ 384 well (Applied 

Biosystems, EUA) com desnaturação inicial de 94ºC por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 

94º C por 30 segundos, hibridização de 58°C por 30 segundos, extensão de 72º C por 30 

segundos e uma extensão final de 72º C por 4 minutos; 20 µL do produto da reação 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 plasmídeo contendo parte do 

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

 

2.7 CLONAGEM 

 

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

  

Os fragmentos de tamanho 385pb amplificados na PCR foram extraídos do gel e 

purificados através do Kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, 

EUA) segundo instruções do fabricante. A quantidade e a qualidade dos fragmentos 

recuperados foram estimadas através da densidade óptica em comprimento de onda de 

260/280 nm em espectrofotômetro 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 proporção plasmídeo-

inserto de 1:3), conforme instruções do fabricante. A reação de ligação foi incubada a 4°C 

durante 12 horas e posteriormente utilizada para transformar células competentes da linhagem 

DH5α de Escherichia coli (Promega). Dez µL da reação de ligação foram adicionados a 100 
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µL de E. coli DH5α competente e incubados durante 20 minutos em gelo. Em seguida, a 

reação foi submetida a um choque térmico de 42ºC por 50 segundos e imediatamente 

colocada em gelo durante 2 minutos. As bactérias transformadas foram cultivadas em 900 µL 

de meio Luria-Bertani (LB) por uma hora à 37ºC e 300 rpm. Após este período, 100 µL das 

culturas foram plaqueadas em meio LB ágar contendo ampicilina (100µg/ml), IPTG (0,1mM) 

e XGal (50µg/ml) e incubadas a 37ºC durante 12 horas. Bactérias eficientemente 

transformadas são resistentes à ampicilina e crescem no meio contendo o antibiótico. O 

sucesso da clonagem interrompe a sequência codificadora da β-galactosidase, na região do 

gene lacZ do plasmídeo, sendo que aqueles que receberam o inserto contendo o DNA, 

formam colônias brancas por não metabolizarem o substrato X-gal e as que receberam o 

plasmídeo vazio, formam colônias azuis. Em seguida clones contendo os insertos foram 

crescidos em meio LB contendo ampicilina (100 µg/ml) durante 6 horas. A extração do 

plasmídeo foi feita através do kit Wizard
® 

Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 

(Promega, EUA) conforme instruções do fabricante. O novo plasmídeo clonado (vetor 

pGEM), foi aliquotado e armazenado separadamente  a -20 e -80°C. Para confirmação da 

presença do inserto no plasmídeo, a PCR-SN descrita acima foi realizada.  

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

plasmídeo pGEM 

 

Para confirmar a especificidade da PCR e PCR-SN para amplificação do BIV, foi 

realizada uma reação de sequenciamento através de uma solução mix contendo 100 ng de 

DNA purificado juntamente com 10 pmol de cada iniciador (BIV F ou BIV R; BIV F ou 

BIVSNested) e água ultrapura livre de DNase e RNase para o volume final de 7,5µL. Este mix 

foi encaminhado ao Laboratório de Genética Animal da EV-UFMG, e o sequenciamento dos 

amplicons foi realizado de forma automatizada através do sequenciador ABI310 Genetic 

Analyser com a utilização do reagente BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA) 

segundo os procedimentos operacionais padrão do laboratório. 

 

2.7.3 Análise Molecular 

A montagem dos contigs e definição das sequências consenso de cada amostra foram 

realizadas utilizando-se o programa SeqScape Versão 2.7  (Applied Biosystems, EUA), 

utilizando-se como referência a sequência do genoma completo do BIV depositada no 
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GenBank sob o número de acesso M32690.1. A edição, o alinhamento e a análise das 

sequências consenso geradas foram feitas através do programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 

2011) utilizando-se os valores padrão para alinhamento. As sequências de polimerase da 

região pol do BIV para comparação com as obtidas neste trabalho foram selecionadas a partir 

de busca no programa BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequências 

selecionadas foram: R-29 (L04972.1), FL112 (L06524.1) e FL491 (L06525.1). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Este é o primeiro relato da infecção em bubalinos no País. Não existem estudos 

anteriores relatando a presença do BIV em búfalos no Brasil. Apesar de já terem sido 

realizados dois trabalhos, o primeiro nos municípios de Campo Grande – MS e Pelotas – RS e 

o segundo na Zona da Mata e Central do estado de Minas Gerais, relatando a ocorrência da 

infecção em bovinos (MEAS et al., 2002; RODRIGUES, 2014). 

A fim de avaliar a eficácia da extração de DNA, o material genético extraído da 

camada leucocitária do sangue de bubalinos foi submetido a uma PCR convencional para 

detecção do gene GAPDH. O produto da amplificação deste gene resultou em uma única 

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: Amplificação do gene GAPDH do DNA das amostras extraídas da camada 
leucocitária de búfalos em eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: Padrão de tamanho 
molecular de 100pb. 1: Controle negativo. 2-10: Produto de PCR para amplificação do gene 
GAPDH. 

 
Fonte: o autor 
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Por meio da análise dos resultados obtidos, a detecção do gene GAPDH foi possível 

em 590 (97,2%) das 607 amostras testadas. Como o GAPDH é um gene constitutivo e estável, 

expresso em altos níveis em quase todos os tecidos e células (SENEGAGLIA et al., 2008), 

este resultado com alta porcentagem de amplificação sugere que a extração de DNA obteve 

sucesso, o que aumentou assim a confiabilidade dos testes e diminuiu a possibilidade de 

resultados falsos negativos por ausência ou degradação de DNA. 

Das 607 amostras de sangue de búfalos testadas na PCR-SN para o BIV, 27 (4,4%) 

amplificaram o fragmento alvo de tamanho 154bp (Figura. 2). Essa ocorrência de 4,4% foi 

diferente da observada em búfalos no Paquistão (10,3%) (MEAS et al., 2000a) e no Camboja 

(16,7%) (MEAS et al., 2000b), que utilizaram o Western blotting como método de 

diagnóstico.  

 

Figura 2: Amplificação do gene pol do DNA das amostras extraídas da camada leucocitária 

de búfalos através da PCR-SN em gel de agorose 1,5% corado com brometo de etídio. M - 

Padrão 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 ocorrência do BIV foi realizada através de 

detecções sorológicas, mas a implementação de testes de detecção direta, devidamente 

padronizados, garantem uma maior acurácia nos resultados para detecção do BIV nos 

rebanhos (TAJBAKHSH et al., 2010). Estudo de Jacobs et al. (1998) indicaram discordância 

entre a detecção sorológica e a molecular do BIV, onde a detecção por PCR apresentou maior 
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sensibilidade, fornecendo evidências 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 

diagnóstico deve ser específico, sensível, barato e fornecer resultados rapidamente. Embora 

haja poucos trabalhos relatando a padronização e a sensibilidade do PCR para a detecção do 

BIV, este teste ainda parece ser mais sensível que as técnicas sorológicas utilizadas (BHATIA 

et al., 2013). No entanto, a ausência atual de um teste padrão ouro para o diagnóstico do BIV 

(BHATIA et al., 2013), é um fator limitante para a determinação real da especificidade e da 

sensibilidade dos diferentes testes de PCR (SUAREZ E WHETSTONE, 1997). 

Diante disto, o estudo do BIV encontra dificuldades pela ausência de um teste simples, 

rápido e eficaz, principalmente quando o número de animais estudados é grande. Uma técnica 

de detecção direta é necessária ao diagnóstico da doença, 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 doença se somente testes sorológicos forem 

utilizados. Anteriormente, lâminas estavam comercialmente disponíveis para o teste de IFA 

(Veterinary Medical Research & Development - VMRD, Inc., Pulman, WA, USA), porém, só 

foram utilizados no trabalho de González et al. (2008) antes de serem retirados do mercado.  

Nos últimos anos, a técnica molecular se tornou uma ferramenta muito importante na 

detecção direta de patógenos, por ser um método rápido, altamente específico, sensível e por 

poder detectar uma quantidade muito pequena de DNA em um intervalo de tempo 

relativamente curto (TAKIUCHI et al., 2003).  

Na utilização da PCR, as regiões gênicas mais comumente utilizadas para detecção do 

BIV são 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 região pol devido ao fato 

de ser uma região altamente conservada entre os Lentivírus (MEAS et al., 1998). 

Ao realizar a analise das propriedades e dos percentuais de infecção entre elas (Tab. 

2), verificou-se que as propriedades E, I e J tiveram maior ocorrência da doença 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 são trazidos frequentemente para o 

curral, onde ocorre a realização de vacinação, vermifugação, diagnóstico de gestação, coleta 

de sangue para exames de brucelose, tuberculinização, entre outros procedimentos que 

favorecem a aglomeração dos mesmos. Logo, um maior contato entre esses animais através da 
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troca de secreções e fluídos corporais pode permitir um mecanismo de transmissão horizontal 

da doença. Além do que pode ter ocorrido a transmissão por via iatrogênica, uma vez que 

podem ter sido compartilhadas agulhas e outros materiais utilizados em exames clínicos e 

reprodutivos. 

Essas observações também foram feitas por St Cyr Coats et al. (1994), que 

acrescentam que os fatores ambientais, tais como a presença de insetos hematófagos, também 

podem proporcionar mecanicamente a transmissão do vírus 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 transmissão do vírus no rebanho. 

 

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

testados através PCR-SN.   

 

PROPRIEDADE Nº ANIMAIS 
TESTADOS 

Nº ANIMAIS 
POSITIVOS PARA 

BIV 

PERCENTUAL  

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 não apresentaram nenhum animal positivo para o BIV; e a 

propriedade G apresentou a menor porcentagem de ocorrência da doença (0,5%). A ausência 

de animais positivos nas propriedades C e F e a baixa ocorrência observada na propriedade G 

também podem ser explicadas pelo manejo adotado nessas propriedades. Apesar da 

propriedade C ser localizada no município de Castanhal, esses animais eram provenientes de 

uma fazenda da Ilha do Marajó, onde o sistema de criação é realizado semelhante ao das 
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propriedades F e G, de maneira ultra-extensiva, onde o gado é criado livremente sem a 

presença de cercas e dificilmente tem acesso ao curral para procedimentos sanitários, isso 

poderia dificultar a disseminação do vírus no rebanho.  

Essas observações também foram feitas por Rodrigues (2014) em bovinos, que 

justifica a baixa ocorrência do BIV (1%) em uma propriedade no estado de Minas Gerais 

devido a forma de criação extensiva do rebanho. 

Ao analisar a ocorrência e distribuição mundial do BIV percebe-se que o percentual de 

4,4% observado nesse estudo foi moderadamente semelhante aos estudos sorológicos 

realizados na França (4%), Polônia (4,9%), Reino Unido (5,5%), Canadá (5,5%) e Alemanha 

(6,6%). Sendo superior somente aos percentuais dos estudos sorológicos realizados na 

Holanda (1,4%) e Itália (2,5%). Países como Zâmbia (11,4%), Japão (11,7%), Brasil (11,7%), 

Argentina (12%), Turquia (12,3%), e Nova Zelândia (13,5%), Paquistão (15,8% em bovinos e 

10,3% em búfalos), 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 sorológicos, do observado em nosso estudo. Outros países como Índia (8,8%), 

Brasil (12,5%) e Irã (60%) também apresentaram percentuais superiores aos observados em 

nosso estudo utilizando a PCR. 

Observa-se que a doença ocorre com maior frequência na Europa e na Ásia. Os 

búfalos foram introduzidos no Brasil a partir do final do século XIX, através de sua região 

Norte em pequenos lotes originários da Ásia, Europa e Caribe, levando em consideração que 

os búfalos importados já poderiam estar infectados com o BIV, pode haver evidências de que 

ao vírus da imunodeficiência bovina já esteja presente no rebanho brasileiro há muito tempo, 

porém, somente agora foi diagnosticado.  

As sequências nucleotídicas dos DNAs plasmidiais de três prováveis clones positivos 

foram inicialmente considerados de boa qualidade e adequados para análises de 

sequenciamento. A presença e o tamanho dos insertos confirmaram o sucesso das etapas de 

clonagem e transformação bacteriana (Figura. 3). As construções nos vetores de clonagem 

foram denominadas de PA280, PA519 e PA3257. 

Os resultados das sequências do fragmento pol do BIV foram analisadas utilizando-se 

o programa MEGA versão 5.0 (TAMURA et al., 2011) e submetidas ao processo de buscas 

por similaridade através do software público BLAST (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) onde foram alinhadas com algumas sequências 

disponíveis, como a americana R-29 e as sequências dos isolados da Flórida FL112 e FL491. 



 

 

Figura 3: Amplificação de fr

amostras extraídas da camada leucocitária de búfalos através da PCR em gel de agorose 1,5% 

corado com brometo de etídio. M: 

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

 

       
        Fonte: o autor 

 

As sequências obtidas neste trabalho confirmam a identidade dos genes de acordo com 

a alta similaridade encontrada com sequências pol BIV já depositadas no 

mostraram alta similaridade (

vírus, a cepa R-29 (Figuras

sucesso obtido na clonagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3: Amplificação de fragmentos pol clonados em plasmídeos 

amostras extraídas da camada leucocitária de búfalos através da PCR em gel de agorose 1,5% 

corado com brometo de etídio. M: Padrão de tamanho molecular de 100 pb. 1: Controle 

ivo. 3: Clone PA280. 4: Clone PA519. 5: Clone PA3257.

As sequências obtidas neste trabalho confirmam a identidade dos genes de acordo com 

a alta similaridade encontrada com sequências pol BIV já depositadas no 

similaridade (99%) com a sequência nucleotídica da estirpe americana do 

s. 4, 5 e 6). Esse fato permitiu concluir a origem viral do inserto e o 

sucesso obtido na clonagem.  
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ivo. 3: Clone PA280. 4: Clone PA519. 5: Clone PA3257. 

 

As sequências obtidas neste trabalho confirmam a identidade dos genes de acordo com 

a alta similaridade encontrada com sequências pol BIV já depositadas no GenBank, e 

a sequência nucleotídica da estirpe americana do 

. Esse fato permitiu concluir a origem viral do inserto e o 
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Figura 4. Confirmação da identidade do clone PA280 com a sequência nucleotídica da estirpe 

americana do vírus da imunodeficiência bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank, 

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

 

 

Fonte: adaptado do software público BLAST 

 

Figura 5. Confirmação da identidade do clone PA519 com a sequência nucleotídica da estirpe 

americana do vírus da imunodeficiência bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank, 

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

 

 

Fonte: adaptado do software público BLAST 
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Figura 6. Confirmação da identidade do clone PA3257 com a sequência nucleotídica da estirpe 

americana do vírus da imunodeficiência bovina, a cepa R-29, depositada no GenBank, mostrando alta 

similaridade (99%), através do software público BLAST  

 

 

Fonte: adaptado do software público BLAST 

 

Meas et al. (2002) comprovaram que as amostras brasileiras amplificadas da região 

pol do BIV também apresentaram alta homologia com o isolado R-29. Devido à alta 

conservação do gene, estes autores optaram por não incluir no banco de dados do BLAST 

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), as sequências de diferentes amostras 

brasileiras. Este fato permite fazer com que as sequências brasileiras sejam as primeiras a 

serem depositas no banco de dados, proporcionando assim, além do reconhecimento oficial, 

oportunidade de novas comparações, tanto com amostras brasileiras de outros estados como 

de outros países, instigando novas investigações sobre a epidemiologia molecular do vírus e 

de possíveis cepas circulantes no país.  

Epidemiologicamente, este estudo fornece dados iniciais necessários, informando que 

a presença do BIV no estado do Pará pode ser considerada como um fator de risco para a 

saúde das populações de búfalos, e um potencial agente causador de doença crônica, como 

relatada em outros países ao redor do mundo. Desta forma, é necessário que um amplo estudo 

de prevalência, epidemiologia e patogênese seja realizado para verificar o real papel do BIV 

em búfalos. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 Esse é o primeiro relato da ocorrência do BIV em búfalos no Brasil.  

Das 10 propriedades testadas, oito apresentaram resultados positivos na PCR-SN para 

a ocorrência do BIV em búfalos no estado do Pará, 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 Pará. 

Faz-se necessário a realização de um amplo estudo epidemiológico para determinar a 

patogênese e a prevalência da imunodeficiência viral bovina em búfalos.  

 

5 PERSPECTIVAS 

 

O prosseguimento do trabalho com os clones positivos obtidos a partir do plasmídeo 

das amostras de campo podem objetivar as seguintes tarefas: estudar a filogenia das amostras 

brasileiras; caracterizar molecularmente o vírus circulante no país; delinear os 

oligonucleotídeos iniciadores para outras regiões do vírus; estudar a co-infecção entre o BIV e 

outras doenças que podem ser decorrentes da imunossupressão induzida pelo BIV; verificar a 

prevalência do vírus no estado do Pará; desenvolver um teste sorológico para o diagnóstico do 

BIV. 
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ANEXO 1: Protocolo de extração de DNA de sangue e fluídos corporais. 
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Purificação de DNA de Sangue ou Fluidos Corporais 

Instruções: 

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

(96-100%) – vide frasco 

- Buffer AW2 = 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 20µl de QIAGEN Protease (ou Proteinase K) em um tubo de microcentrífuga 

de 1,5ml; 

2) Adicionar 200µl de amostra no tubo de microcentrífuga. 

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

3) Adicionar 200µl de tampão AL na amostra. Vortetizar por 15 segundos. 

- Se o volume da amostra for superior a 200µl, aumentar a quantidade de QIAGEN 

Protease e tampão AL proporcionalmente. Ex.: 400µl de amostra = 40µl QIAGEN e 

400µ tampão Al. 

- Não adicionar QIAGEN Protease diretamente no tampão AL. 

4) Incubar a 56º por 10 minutos; 

5) Centrifugar o tubo de microcentrífuga de 1,5ml para remover as gotículas da tampa; 

6) Adicionar 200µl de etanol (96-100%) na amostra. Vortetizar por 15 segundos. 

Centrifugar novamente para remover as gotículas da tampa. 

-Se o volume da amostra for maior que 200µl, aumentar a quantidade de etanol 

proporcionalmente. Ex.: 400µl de amostra requer 400µl 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 cápsula e centrifugar a 6000xg 

(8000rpm) por 1,5 minutos. Colocar o 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 500µl do tampão 

AW1 (se molhar as beiradas). Fechar a capsula e centrifugar em 6000xg (8000rpm) 



52 

 

 
 

por 1 minuto. Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo limpo (2ml) e 

descartar o tubo contendo o filtrado. 

- Não é necessário aumentar o volume do tampão AW1 se o volume da amostra original 

for maior que 200µl. 

9) Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin Column e adicionar 500µl de tampão 

AW2 (sem molhar as beiradas). Fechar a cápsula e centrifugar na velocidade máxima 

(20000xg; 14000rpm) por 3 minutos. 

10) RECOMENDAÇÃO: colocar o QIAamp em um novo tubo de coleta de 2ml e 

descartar o tubo de coleta sem o filtrado. Centrifugar em velocidade máxima por 1 

minuto. 

11) Colocar o QIAamp Mini Spin Column em um tubo de microcentrífuga de 1,5ml e 

descartar o tubo contendo o filtrado. Abrir cuidadosamente o QIAamp Mini Spin 

Column e adicionar 150µl de tampão AE ou água destilada. Incubar em temperatura 

ambiente (15-25º) por 5 minutos e então centrifugar a 6000xg (8000rpm) por 1,5 

minutos. 

Traduzido do manual de instruções QIAamp
®

 DNA Blood Mini Kit  (Qiagen®, Hilden – 
Alemanha). 


