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PINTO, M. H. B. Estudo imuno-histoquimico da meningoencefalite por herpesvirus
bovino tipo 1 e tipo 5 em bovinos. Brasilia, 2023. 37p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade

de Agronomia e Medicina Veterinaria, Campus Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia.

RESUMO

Os BoHV-1 e BoHV-5 sdo virus intimamente relacionados, que pertencem a familia
Herpesvirinae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus, podendo causar a
meningoencefalite herpética. De forma geral, o diagnostico presuntivo dessa enfermidade pode
ser feito com a associacdo dos achados epidemioldgicos, sinais clinicos e patoldgicos da
infeccdo. Como nem sempre os corpusculos de inclusdo intranucleares sdo observados na
histopatologia, outros métodos complementares de diagnostico podem ser aplicados, como a
PCR, sorologia, cultivo e isolamento viral, imunofluorescéncia e imuno-histoquimica (IHQ).
Com o objetivo de avaliar e comparar, por IHQ, areacdo glial e neuronal no encéfalo de bovinos
acometidos por meningoencefalite por herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5, foram analisados seis
encéfalos de bovinos, de 10 meses de idade, infectados experimentalmente por BoHV-5 (n=4)
e naturalmente por BoHV-1 (n=2). A avaliagdo imuno-histoquimica identificou detalhes pouco
ou ndo visualizados na histopatologia convencional. Na IHQ para GFAP, foi observada reacdo
similar em todos os casos, com astrogliose e astrocitose nas areas mais acometidas por
inflamac@o, necrose neuronal e edema, com reducdo e fragmentacdo da reatividade dos
astrocitos nos casos de BoHV-1. Em relacdo a IHQ para Iba-1, evidenciou-se microgliose
multifocal acentuada com hipertrofia dos microgliécitos nas substancias branca e cinzenta de
quase todas as secdes analisadas, e nas areas com necrose neuronal e nos manguitos
perivasculares contendo microglidcitos positivos. Houve marcacdo reduzida do NF nas areas
mais acometidas, especialmente cortex. A imunoreatividade de CB foi leve a moderadamente
reduzida nos corpos neuronais das areas mais afetadas nos casos de BoHV-1 e BoHV-5,
respectivamente. De forma geral, os achados imuno-histoquimicos foram muitos similares em

todos os bovinos avaliados, independentemente do tipo de virus envolvido.

Palavras-chave: neuropatologia, doencas de bovinos, herpesvirus bovino, imuno-histoquimica,

astrocitos, microglia.
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PINTO, M. H. B. Immunohistochemical study of meningoencephalitis by bovine
therpesvirus type 1 and 5 in cattle. Brasilia, 2023. 37p. Dissertation (Master of Science) —
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria, Campus Darcy Ribeiro, Universidade de

Brasilia.

SUMMARY

BoHV-1 and BoHV-5 are closely related viruses, belonging to the Herpesvirinae family,
Alphaherpesvirinae subfamily and Varicellovirus genus, and can cause herpetic
meningoencephalitis. In general, the presumptive diagnosis of this disease can be established
with the association of epidemiological, clinical, and pathological findings. As intranuclear
inclusion bodies are not always observed in histopathology, other complementary diagnostic
methods, such as PCR, serology, viral culture and isolation, immunofluorescence and
immunohistochemistry (IHC) can be applied. With the aim of evaluating and comparing, by
immunohistochemistry, the glial and neuronal reaction in the brains of cattle affected by
meningoencephalitis caused by bovine herpesviruses type 1and type 5, six brains of 10-months-
old calves, experimentally infected by BoHV-5 and naturally by BoHV-1, were used. The IHC
evaluation identified details that were little or not visualized in conventional histopathology. In
the immunohistochemical evaluation for GFAP, a similar reaction was observed in all cases,
with astrogliosis and astrocytosis in the areas most affected by inflammation, neuronal necrosis,
and edema, reduction and fragmentation of astrocyte reactivity in cases of BoHV-1. Regarding
IHC for Iba-1, marked multifocal microgliosis with microgliocyte hypertrophy was evident in
the white and gray matter of almost all analyzed sections, and in areas with neuronal necrosis
and in perivascular cuffs containing positive histiocytes. There was reduced NF
immunolabeling in the most affected areas, especially the cortex. CB immunoreactivity was
mild to moderately reduced in the neuronal bodies of the most affected regions of BoHV-1 and
BoHV-5 cases, respectively. In general, the IHC findings were very similar in all cattle

evaluated, regardless of the type of virus involved.

Keywords: neuropathology, diseases of cattle, bovine herpesvirus, immunohistochemistry,

astrocytes, microglia

viii



1. INTRODUCAO

Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5) pertencem a familia
Herpesvirinae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus. Sdo espécies
virais intimamente relacionadas, visto que possuem aproximadamente 85% do genoma
idéntico. Para diferenciar ambos tipos virais, sdo necessarias técnicas moleculares como
a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), analise de restricdo enzimatica do genoma e
testes de neutralizag&o in vitro. O BoHV-1 possui cerca de 137 kilobases (Kb), enquanto
que o BoHV-5 possui cerca de 138,4 Kb, sendo ambos envelopados, com DNA de fita
dupla linear e um capsideo icosaédrico que mede aproximadamente 100 a 110 nm de
diametro. S&o capazes de permanecerem latentes nos hospedeiros (Franco e Roehe,
2007).

De maneira geral, a infeccdo em bovinos por BoHV-1 é associada a muitas
condicbes reprodutivas e respiratdrias, tais como wvulvovaginite pustular infecciosa,
balanopostite pustular infecciosa, doenca sisttmica em bezerros neonatos, rinotraque ite
infecciosa bovina (IBR) e aborto, porém pode ocasionalmente causar doenga neurologica,
tendo em vista seu comportamento neurotrépico (Rodenbusch et al., 2020). Ja o BoHV-
5, é usualmente relacionado a doenca neuroldgica, porém também pode causar doencas
do trato genital, sendo isso ja demonstrado por isolamento do virus em sémen de touros
e em abortos (Franco e Roehe, 2007; Cantile e Youssef, 2007; Rissi et al, 2008; Krunert
Filho etal., 2013; Rodenbusch, 2022).

O BoVH-1 possui distribuicdo mundial, sendo registrado na Europa, Américas e
att mesmo na Asia, enquanto que o BoHV-5 possui distribuicio desconhecida,
influenciada pelo fato de ter pouco mais de 30 anos que foi feita a diferenciacdo entre os
tipos virais e antigamente pensava-se que eles eram o mesmo agente. No entanto, a

infeccdo pelo BoHV-5 parece ser mais relevante no hemisfério sul, possivelmente por



conta do sucesso de programas de vacinacdo nos paises do hemisfério norte, possuindo
maior prevaléncia no Brasil, Argentina, Uruguai e Australia. No Brasil, o BoHV-1 foi
isolado pela primeira vez em 1978, em um caso de vulvovaginite no Estado da Bahia.
Nas décadas seguintes, numerosos estudos e relatos confirmaram que o virus esta
amplamente disseminado por praticamente todo as regides do pais (Franco e Roehe, 2007;
Hashemi, 2022; Rissi e Lemos, 2023).

A transmissdo do virus ocorre de forma direta, pelo contato com secrecdes
respiratdria, ocular ou genital, ja que o virus esti presente em todas essas secre¢des, ou
de forma indireta, por meio dos aerossois. Ambos 0s virus podem entrar no organismo do
bovino pela mucosa da nasofaringe e se replicam no epitélio local, causando sinais
clinicos respiratdrios, mais brandos quando € o BoHV-5, como congestdo local, secrecao,
erosdes ou vesiculas locais. Apds essa etapa, 0 agente invade as terminagdes nervosas dos
neurbnios sensoriais e seguem para o ganglio trigémeo, responsavel pela inervacdo local,
ou até mesmo para os ganglios olffatério ou facial, por meio do fluxo axonal retrgrado,
podendo permanecer latente, onde o animal infectado se torna portador da infeccdo e ndo
desenvolve sinais clinicos, ou entdo, no caso da meningoencefalite herpética, causa a
doenca neurologica apds ser transportado para o cerebelo, talamo e/ou cortex
telencefalico (Franco e Roehe, 2007; Rissi e Lemos, 2023).

Sabe-se que a distribuicdo viral ocorre de forma disseminada no encéfalo, porém
com focos heterogéneos, afetando principalmente as regibes do bulbo olfatério, cortex
telencefalico, medula oblonga, talamo, ponte e nervo trigémeo. Em um estudo de infecgao
natural onde avaliou-se a carga viral de BoHV-5, foi notado que os cortex frontal, parietal
e temporal possuiam maior carga viral em relagdo ao cortex occipital, evidenciando a
relevancia da via de infeccdo com rota rostro-caudal (Rodenbusch et al., 2022). Ademais,

ja foi observada mudanca nos sitios de distribuicdo do herpesvirus bovino em casos de



infeccdo latente e aguda, havendo diferenca entre os dois tipos, visto que o BoHV-1
demonstrou raramente ser detectado em regides diferentes do ganglio do nervo trigémeo,
enquanto o BoHV-5 foi detectado em diversas regides do cérebro, evidenciado seu carater
mais neuroinvasivo (Vogel et al.,, 2003; Mayer-Winkelmann, 2005; Cadore et al., 2011).

Do ponto de vista epidemioldgico, a meningoencefalite herpética atinge bovinos
majoritariamente jovens (até 36 meses de idade), possuindo baixa morbidade e alta
letalidade, podendo ocorrer de forma isolada ou em surtos. A doenga ndo possui
predilecdo sexual ou comportamento sazonal, porém, nota-se afetar principalmente
bovinos de criacdes extensivas e, em menor proporcdo, os de criacdo confinada (Colodel
et al., 2002; Rissi et al., 2006; Franco e Roehe, 2007; Blume et al. 2018; Rissi e Lemos,
2023).

Os animais acometidos desenvolvem a doenca ao passarem por algum fator de
estresse, incluindo desmama, aglomeracfes, transporte, introducdo de animais de outros
rebanhos, mudancas na alimentacdo ou de propriedade, confinamento de bezerros,
vacinacdo, castracdo e até mudancas climéticas ndo usuais (Rissi et al., 2006). O curso
clinico da meningoencefalite por BoHV-1 e BoHV-5 dura em média 15 a 21 dias, € 0s
principais sinais clinicos incluem febre, incoordenacdo, tremores (principalmente na
cabega), ataxia, corrimento ocular e/ou nasal, cegueira, sialorreia, nistagmo, opisttono,
apatia, afastamento do rebanho, conwulsdes, decubito, andar em circulos, pressdo da
cabeca contra objetos, ranger de dentes, perda de reflexos visuais, dificuldade para beber
agua ou se alimentar, havendo uma variacdo de sinais e intensidade relacionada a
localizagdo heterogénea do virus no sistema nervoso central, podendo afetar desde o
telencéfalo até a medula espinhal (Colodel et al., 2002; Rissi et al., 2006; Massitel et al.,
2016; Blume et al., 2018). Ha relatos de animais que chegam a recuperar-se apds 0 uso

de uso de corticoesteroides e administragdo de tiamina, as vezes com cegueira, tornando-



se fonte de infeccdo latente permanente e representando perigo para os demais bovinos
sadios do rebanho (Cantile e Youssef, 2007; Rissi e Lemos, 2023).

As principais lesdes macroscopicas podem ser detectadas no sistema nervoso
central, principalmente nas por¢des rostrais do telencéfalo, entretanto em alguns casos
pode-se observar adicionalmente rinite ou conjuntivite. No encéfalo, observa-se
hiperemia de leptomeninges, hemorragia e areas com tumefacdo, achatamento,
amolecimento e liquefacdo dos giros telencefalicos (malacia), especialmente nas porgoes
mais rostrais, como o cortex frontal (Colodel et al., 2002; Rissi e Barros, 2013; Blume et
al., 2018). Herniacdo do cerebelo na direcdo do forame magno também pode ocorrer em
alguns casos como consequéncia da tumefacdo e edema cerebral. Ha relatos de animais
enfermos com sinais clinicos, porém sem lesdes macroscopicas (Blume et al., 2018). Nos
casos avancados, nota-se lesdes extensas, simétricas e bilaterais de cavitacdo (malacia)
no cortex frontal. Ao exame histopatologico, comumente observam-se lesdes nas
substncias branca e cinzenta de todo o encéfalo, com maior frequéncia no cortex
telencefalico, incluindo o frontal, ndcleos da base, talamo e tronco encefélico. Os
principais achados histopatoldgicos incluem meningoencefalite linfoplasmocitica,
hiperemia, necrose neuronal (red neurons), edema perineuronal, perivascular e do
neurdpilo, gliose muktifocal ou difusa, astrocitose e infiltracdo de macréfagos espumosos.
Em conjunto com os achados descritos anteriormente, o diagnostico histopatoldégico da
infeccdo herpética pode ser confirmado com a visualizacdo de corplsculos de inclusdo
intranucleares basofilicos em astrocitos ou neurénios (Colodel et al., 2002; Rissi et al.,
2006; Blume et al, 2018). Em casos avancados, ja foi relatado desaparecimento
segmentar do cortex telencefalico (Franco e Roehe, 2007; Rissi e Lemos, 2023).

O diagnostico presuntivo da meningoencefalite herpética pode ser feito com a

associacdo dos achados epidemioldgicas, sinais clinicos e patoldgicos da infeccdo. Como



nem sempre 0s corpusculos de inclusdo intranucleares sdo observados na histopatologia,
outros métodos complementares de diagnostico podem ser aplicados, como a PCR,
cultivo e isolamento viral, imunofluorescéncia e imuno-histoquimica (Franco e Roehe,

2007; S e Silva et al., 2007; Rissi e Lemos, 2023).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo imuno-histoquimico da

meningoencefalite por herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5 em bovinos.

2.2 Objetivo especifico

- Avaliar, por imuno-histoquimica, a reacdo glial e neuronal no encéfalo de
bovinos acometidos por meningoencefalite por herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5;

- Comparar, por imuno-histoquimica, a reacdo glial e neuronal no encéfalo de

bovinos acometidos por meningoencefalite por herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5.
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Como parte da dissertagdo, foi redigido um artigo cientifico titulado “Estudo
imuno-histoquimico da reacdo glial e neuronal da meningoencefalite por herpesvirus
bovino tipo 1 e tipo 5 em bovinos”, que serd submetido posteriormente para publicacéo

no periédico Journal of Veterinary Diagnostic Investigation.
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Abstract

Foram analisados por imuno-histoquimica (IHQ) a reacdo glial e neuronal da
meningoencefalite herpética em seis encéfalos de bovinos de 10 meses de idade,
infectados experimentalmente por BoHV-5 (n=4) e naturalmente por BoHV-1 (n=2). A
avaliagdo imuno-histoquimica identificou detalhes pouco ou ndo visualizados na
histopatologia convencional. Na IHQ para GFAP, foi observado astrogliose e astrocitose
nas &reas mais acometidas por inflamagdo, necrose neuronal e edema, principalmente no
telencéfalo dos casos de BoHV-5, com reducdo e fragmentacdo da reatividade dos
astrocitos nessas zonas mais acometidas nos casos de BoHV-1. Em relagdo a IHQ para
Iba-1, evidenciou-se microgliose multifocal acentuada com hipertrofia dos microglidcitos
nas substancias branca e cinzenta de quase todas as sec¢Oes analisadas, bem como nas
areas com necrose neuronal e nos manguitos perivasculares contendo histiocitos
positivos. Houve marcacdo reduzida do NF nas areas mais acometidas, especialmente
cortex. A imunoreatividade de CB foi leve a moderadamente reduzida nos corpos
neuronais das areas mais afetadas nos casos de BoHV-1 e BoHV-5, respectivamente. De
forma geral, os achados imuno-histoquimicos foram muitos similares em todos 0s
bovinos avaliados, independentemente do tipo de virus envolvido.

Keywords

Neuropathology, diseases of cattle, bovine herpesvirus, immunohistochemistry,
astrocytes, microglia
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Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5) sdo virus intimamente
relacionados, que pertencem a familia Herpesvirinae, subfamilia Alphaherpesvirinae e
género Varicellovirus (Franco e Roehe, 2007). Esses agentes podem causar varias
manifestacbes clinicas, incluindo meningoencefalite, rinotraqueite infecciosa bovina
(IBR), conjuntivite, wvulvovaginite pustular, abortos, balanopostite pustular e forma
sisttmica neonatal (Rissi e Lemos, 2023). Usualmente, a manifestacdo neurologica é
atribuida ao BoHV-5, enquanto que os demais quadros sdo causados pelo BoHV-1 (Sae
Silva et al,, 2007). Entretanto, sabe-se que os dois virus podem estar envolvidos na
meningoencefalite, conforme foi previamente confirmado no Brasil (Rissi et al., 2008).
Assim, técnicas moleculares como PCR sdo necessarias para definir o tipo viral envolvido
nesses casos (Lunardi et al., 2009; Arruda et al., 2010). A enfermidade neurolégica é
relativamente frequente na América do Sul, principalmente no Brasil, Argentina e
Uruguai (Sae Silva et al., 2007). No Brasil, a meningoencefalite herpética é comum em
varias regides e é considerada a segunda doenca mais frequente que acomete o sistema
nervoso central de bovinos (Franco e Roehe, 2007; Queiroz et al., 2018; Terra et al., 2018;
Rissi e Lemos, 2023). Usualmente, a meningoencefalite herpética acomete bovinos
jovens submetidos a episodios recentes de estresse. A enfermidade apresenta morbidade
e mortalidade baixas, porém cursa com letalidade alta (Colodel et al., 2002; Rissi et al.
2006; Lunardi et al., 2009; Blume et al., 2018).

As principais lesbes observadas no sistema nervoso central ocorrem no encéfalo
e incluem meningoencefalite linfoplasmocitica multifocal, associada a necrose neuronal,
edema, gliose, infiltracdo de macrofagos espumosos e corpUsculos de inclusdo
intranucleares basofilicos em astrocitos ou neurdnios (Colodel et al., 2002; Rissi et al.
2006; Rissi et al., 2008; Lunardi et al., 2009; Cagnini et al., 2015; Blume et al., 2018).

Alguns estudos imuno-histoquimicos tém sido realizados avaliando a distribuicdo do

12



BoHV-5 (Meyer et al., 2001; Pedraza et al., 2008; Machado et al., 2013; Cagnini et al.,
2015) e do BoHV-1 (Meyer et al., 2001) no sistema nervoso central. Adicionalmente,
alguns estudos experimentais analisaram outros aspectos patogenéticos da infeccdo
neurologica por BoHV-5 em coelhos (Machados et al., 2013) e camundongos (Silva et
al, 2022). Assim, o presente estudo objetiva analisar e comparar detalhadamente por
imuno-histoquimica a reacdo glial e neuronal da meningoencefalite herpética em bovinos

infectados naturalmente por BoHV-1 e experimentalmente por BoHV-5.

Materiais e métodos

Foram analisados seis encéfalos de bovinos de 10 meses de idade, infectados
experimentalmente por BoHV-5 (n=4) (Cagnini et al., 2015) e naturalmente por BoHV-
1 (n=2) (Blume etal., 2018) e amostras de dois encéfalos de bovinos de idade semelhante,
sem historico de doenca neurologica como causa de morte e negativas para PCR, foram
utilizadas como controles positivos para IHQ.

Em todos os casos, o diagnostico da infeccdo foi confirmado previamente por
PCR. Os achados clinicos, macro e histopatoldgicos foram descritos previame nte
(Cagnini et al., 2015; Blume et al., 2018).

As amostras de encéfalo foram coletadas e fixadas em formol tamponado a 10%.

Apos afixacdo, cortes transversais no encéfalo com intervalos de 1-2cm foram realizados
para avaliagdo macroscopica. As seguintes secOes foram preparadas para avaliacéo
microscopica: cortex frontal e parietal, nucleos basais, talamo, mesencéfalo, ponte,
medula oblonga e cerebelo. Todos os fragmentos foram processados rotineiramente para
histologia, incluidos em parafina e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

Para imuno-histoquimica (IHQ), de cada secdo do encéfalo, foram obtidos

cortes adicionais com 4 um de espessura ¢ colocados em laminas positivadas, que foram
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desparafinizadas em xilol, seguida de imersdo em concentracdes decrescentes de etanol.
A peroxidase endogena foi bloqueada com H202 a 3% em metanol por 5 min.
Recuperacdo antigénica foi realizada com solucdo Borg Decloaker, RTU® (Biocare
Medical, CA). Os anticorpos primarios utilizados foram Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP), Iba-1, neurofilamentos (NF) e calbindina D 28k (CB) (Tab. 1), que foram
incubados overnight a 4°C, seguidos de duas incubacbes de 15 min em temperatura
ambiente com anticorpo secundario biotinilado e sistema de deteccdo estreptavidina-
peroxidase conjugada. Diaminobenzidina (DAB) foi usado com cromdgeno e,
posteriormente, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer. Nos controles
negativos, 0 anticorpo primario foi substituido por PBS, enquanto para os controles
positivos foram utilizadas amostras de encéfalo de animais normais com idade

semelhante.

Resultados

Na histopatologia, as lesdes detectadas foram muitos similares nos casos de
BoHV-1 e BoHV-5 e incluiram meningoencefalite linfoplasmocitica multifocal, gliose
multifocal, necrose neuronal, segmentar e laminar, edema perineuronal, perivascular e no
neurdpilo, astrocitose, e corpusculos de inclusdo basofilicos intranucleares em astrocitos
e neurbnios. Houve discreta variacdo na intensidade das lesdes, mas as regides acometidas
foram principalmente o cortex frontal e parietal, nicleos basais, talamo e cerebelo. Em
algumas é&reas do cortex, nos casos de BoHV-1, foi observada infiltragdo discreta de
macrofagos espumosos.

No estudo imuno-histoquimico para GFAP, observou-se que nos casos de BoHV-
1, a imunomarcacdo para astrocitos foi discreta e irregular na substancia cinzenta dos

nicleos basais e telencéfalos frontal e parietal acentuadamente acometidos, especialme nte
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por necrose neuronal, edema e inflamacdo, indicando fragmentacdo astrocitica (Fig. 1).
Ja nos encéfalos afetados por BoHV-5, notou-se reatividade moderada a acentuada em
astrocitos, evidenciando astrocitose e astrogliose no cortex frontal e parietal, nicleos
basais, tdlamo e medula oblonga, principalmente proximos aos manguitos (Fig. 2).

A marcacdo de células positivas a Iba-1 nos casos de BoHV-1 foi acentuada
adjacente aos manguitos e aos corpos neuronais necréticos e em areas com microgliose
multifocal, especialmente no cortex, nlcleos basais, cerebelo, tAlamo e mesencéfalo (Fig.
3 e 4). Nos casos de BoHV-5, a intensidade da imunoreatividade foi muito similar em
quase todas as regides analisadas, afetando somente a substancia branca ou cinzenta, com
excecdo do cerebelo que apresentou distribuicdo homogénea nessas regides afetadas.
Havia positividade muito evidente e acentuada nas areas com hipertrofia e hiperplasia
(microgliose) de microgliécitos (Fig. 5). Adicionalmente, foi observada microgliose
difusa no mesencéfalo que apresentou necrose neuronal concentrada principalmente na
regido dos coliculos €, na ponte de outro animal, havia microgliose sem necrose neuronal
significativa.

Houve reducdo acentuada da reatividade ao NF nos corpos neuronais, axoénios e
terminagfes nervosas predominantemente na substincia cinzenta mais acometida do
telencéfalo, nlcleos basais e tdlamo nos bovinos infectados por BoHV-1 (Fig. 6). Ja nos
casos de BoHV-5, a diminuicdo da imunomarcacdo foi intensa nos corpos neuronais do
cortex frontal e parietal, e moderada nos nlcleos basais, medula oblonga e cerebelo.

A CB reagiu moderadamente em COrpos neuronais normais e necrticos,
astrocitos, células ependimarias e parede de vasos (endotélio e fibras elasticas) em todas
as regides nos animais afetados por BoHV-1 (Fig. 7). Ja nos casos de BoHV-5, houve
marcacdo discreta no pericario de neurdnios necroticos, principalmente no cortex frontal

e parietal, nlcleos basais e tdlamo e reacdo acentuada na parede vascular nas areas
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inflamadas (Fig. 8) e em focos de gliose (Fig. 9). Corpos neuronais normais,
especialmente os de Purkinje, foram fortemente CB-positivos, servindo de controle

interno.

Discusséo

Embora alguns estudos tenham analisado previamente alguns aspectos
patogenéticos da infeccdo por BoHV-5 em bovinos (Meyer et al., 2001; Pedraza et al.,
2008; Cardoso et al., 2010) ou em modelos experimentais (Machado et al., 2013; Silva et
al., 2022), pela primeira vez, a reacdo glial e neuronal do encéfalo em casos naturais e
experimentais de meningoencefalite por BoHV-1 e BoHV-5 foi avaliada conjuntame nte
e detalhadamente por imuno-histoquimica. Estudo similar de nosso grupo de pesquisa
investigou a reacdo imuno-histoquimica de células gliais e neuronais em bovinos
infectados naturalmente por raiva (Verdes et al, 2016), que é considerada uma das
principais doencas neurologicas de bovinos do Brasil (Sanches et al., 2000; Queiroz et
al., 2018; Terra et al., 2018; Rissi e Lemos, 2023). Foi observado que bovinos infectados
por raiva apresentam proliferacdo microglial, astrocitose reativa discreta e reducdo de
imunoreatividade a CB em células de Purkinje (Verdes etal., 2016).

O diagnbstico da meningoencefalite herpética em bovinos é realizado associando
os achados clinico-patoldgicos, epidemioldgicos e laboratoriais (Rissi e Lemos, 2023).
Em nossos casos, o diagnostico da infeccdo por BoHV-5 ou -1 foi confirmado em todos
0s bovinos analisados por PCR e, adicionalmente, pela visualizagdo dos achados
histopatologicos, incluindo o0s corplsculos de inclusdo intranucleares caracteristicos
(Cagnini et al., 2015; Blume et al., 2018). Vale ressaltar que um estudo demonstrou que

alguns bovinos diagnosticados com raiva apresentaram PCR positivo para herpesvirus
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bovino, sugerindo que esse Ultimo agente ndo foi considerado relevante na patogenia das
lesbes, devido a sua laténcia (Krunert Filho etal., 2013).

Na avaliacdo imuno-histoquimica para GFAP do presente estudo, foi observado
astrogliose e astrocitose nas areas mais acometidas por inflamacdo, necrose neuronal e
edema, principalmente no telencéfalo dos casos de BoHV-5. Dados muito similares foram
observados em coelhos infectados experimentalmente por BoHV-5 (Machado et al.,
2013). Adicionalmente, observou-se no presente estudo que houve reducdo e
fragmentacdo da reatividade dos astrocitos nessas zonas mais acometidas nos casos de
BoHV-1. Possivelmente, essa diferenca de reacdo astrocitaria tenha ocorrido em funcdo
da diferenca do curso clinico entre os grupos analisados (natural e experimental). Estudo
prévio tem demonstrado que o encéfalo de bovinos infectados com raiva apresenta
aumento discreto da reatividade a GFAP, principalmente no cerebelo (Verdes et al.,
2016).

Em relagdo a IHQ para Iba-1, evidenciou-se microgliose multifocal acentuada
com hipertrofia dos microgliécitos nas substancias branca e cinzenta de quase todas as
secOes analisadas, bem como nas areas com necrose neuronal e nos manguitos
perivasculares contendo histiécitos positivos. Esses achados reforcam as lesdes ja
detectadas na HE, contudo destacam a hipertrofia relevante dos processos microgliais,
gue ndo sdo visualizados na histopatologia rotineira. A reacdo generalizada de hipertrofia
e hiperplasia da micréglia pelo encéfalo possivelmente esta relacionada com a via de
infeccdo e distribuicdo do virus que pode alcancar e inflamar todo o encéfalo (Machado
et al., 2013; Rodenbusch et al. 2022). Contudo, em camundongos experimentalmente
infectados com BoHV-5, microgliose reativa foi observada apenas no cortex cerebral
(Siva et al., 2022), refletindo que a patogenia da infeccdo herpética e reagdo tecidual

podem variar de acordo com a espécie animal e a cepa viral utilizadas.
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O anticorpo NF foi mais eficiente na avaliacdo da injdria neuronal, visto que o
mesmo consegue imunodetectar proteinas presentes em qualquer regido (pericardio,
axbnio, dendritos, etc.) de todos os neurdnios do encéfalo. A marcacdo reduzida desse
anticorpo nas areas mais acometidas, especialmente do cortex, reforca a necrose neuronal
ja visualizada na HE, que representa um dos achados mais relevantes e importantes na
patogenia da infeccdo herpética (Roizmann etal.,, 1992; Rissi et al., 2008; Cagnini et al.,
2015; Blume et al., 2018).

No presente estudo, a imunoreatividade de CB foi leve a moderadamente reduzida
nos corpos neuronais das areas mais afetadas. Essa reducdo foi bem menos evidente do
que a visualizada pelo NF. Em bovinos e ovinos normais, a reatividade a esse anticorpo
é mais intensa e especifica em algumas populagbes de neurbnios, principalmente os de
Purkinje e interneurdnios GABAérgicos da camada granular cerebelar (Vidal et al., 2006;
Verdes et al., 2010). CB ¢ considerada um excelente marcador neuronal para neurdnios
de Purkinje, em situacdes fisiolégicas e patoldgicas, em bovinos (Verdes et al., 2010),
bem como em outras espécies (Siso et al., 2003; Poncelet et al., 2013). Ademais, esse
anticorpo tem sido usado como marcador molecular da homeostase do calcio intracelular.
Estudos ja demonstraram reducdo da imunoreatividade a CB no cortex cerebelar de ratos
infectados experimentalmente com o virus de Borna (Eisenmann et al., 1999), de bovinos
infectados naturalmente com raiva (Verdes et al, 2016) e de bovinos intoxicados
cronicamente por Solanum bonariense (Verdes et al., 2010).

No presente estudo, a avaliagdo imuno-histoquimica foi muito Util ao identificar
alguns detalhes pouco ou ndo visualizados na histopatologia convencional, que
contribuem para o entendimento da patogenia dessa importante infec¢do viral de bovinos.
De forma geral, 0s nossos achados imuno-histoquimicos foram muitos similares em todos

0s bovinos avaliados, independentemente do tipo de virus envolvido. Um estudo
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comparativo comprovou que também ndo ha diferencas relevantes entre as lesdes
histopatologicas no encéfalo de bovinos infectados experimentalmente por esses dois

tipos virais (Meyer et al., 2001).
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Tables

Tabela 1. Dados dos anticorpos utilizados na avaliagdo imuno-histoquimica do encéfalo

de bovinos infectados naturalmente por herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5

(BoHV-5).
Antibody Source Clone Dilution
GFAP, Biocare Medical PMOG5AA RTU
Mouse monoclonal
Calbindin, Biorbyt orb5912 1/200
Rabbit polyclonal
Iba-1, Abcam ab5076 1/1000
Goat polyclonal
NF, CM 066 A, Biocare 901-066-041218 01:50

Mouse monoclonal

Medical
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Figure legends
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Figura 1. Bovino infectado por BoHV-1, encéfalo (cdpsula interna). Area
acentuadamente acometida por necrose neuronal e edema evidenciando fragmentagio
e irregularidade dos processos astrocitarios. IHQ, GFAP, 40x.

Figura 2. Bovino infectado por BoHV-5, encéfalo (nlicleos basais). Area adjacente a
manguito perivascular linfocitico revela astrogliose moderada. IHQ, GFAP, 40x.
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Figura 3. Bovino infectado por BoHV-1, encéfalo (tdlamo). H4 numerosos histiddtos
perivasculares |ba-1 positivos. IHQ, Iba-1, 40x.
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Figura 4. Bovino infectado por BoHV-1, encéfalo (cortex frontal). H4 numerosos
microglidcitos reativos emfoco de gliose. IHQ, Iba-1, 40x.
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Figura 5. Bovinoinfectadopor BoHV-5, encéfalo (tdlamo). Ha focos de microgliose e
hipertrofia de micréglias(cabegasde seta)e micrdglia contornando neurdnios necrético
(seta).IHQ, Iba-1, 40x.
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Figura 6. Bovino infectado por BoHV-1, encéfalo (cdrtex parietal). Area severamente
afetada por necrose neuronal e edema, revelando marcagdo escassa no citoesqueleto de
neurdnios e seus prolongamentos. IHQ, NF, 40x.
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Figura 7. Bovinoinfectado por BoHV-1, encéfalo (cortex frontal). Area acentuadamente
acometida pornecrose neuronal, evidenciando-se neurdnios necréticos positivos. IHQ, CB,
Obj. 40x.

Figura 8. Bovino infectado por BoHV-5, encéfalo (cértex frontal). H4 imunomarcagio
positiva forte noendotélio e fibras eldsticas de uma vénula(seta) e nas células gliais em um
foco de gliose (ponta de seta) IHQ, CB, 20x.
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Figura 9. Bovino infectado por BoHV-5, encéfalo (medula oblonga). Nota-se
imunomarcagdo positiva em células gliais (gliose focal) (ponta de seta) e em varios corpos
neuronais. IHQ, CB, 20x.
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