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Caracterizacao etiologica, epidemiologica e
clinico-patolégica da meningoencefalite por
herpesvirus bovino em bovinos no Estado de Goias?
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ABSTRACT.- Blume G.R,, Silva L.F,, Borges ].R.J., Nakazato L., Terra J.P,, Rabelo R.E., Vulcani
V.A.S. & Sant’Ana FJ.F. 2018. [Etiological, epidemiological, clinical and pathological
characterization of meningoencephalitis in cattle by bovine herpesvirus in the
State of Goias, Brazil.] Caracterizacdo etioldgica, epidemiolégica e clinico-patolégica da
meningoencefalite por herpesvirus bovino em bovinos no Estado de Goias. Pesquisa Veterindria
Brasileira 38(5):902-912. Laboratério de Diagndstico Patologico Veterinario, Universidade
de Brasilia, Brasilia, DF 70636-020, Brazil. E-mail: santanafjf@yahoo.com

Twenty six cases of bovine herpetic meningoencephalitis diagnosed from 2010-2016
in Goias state, Brazil, were studied. Affected cattle were mainly 60-day to 18-month-old.
There was no association of the disease with sex and seasonality. The disease was found in all
five mesoregions with a higher prevalence in southern and central state of Goias. Clinical signs
more frequently observed included blindness, incoordination, circling, excessive salivation, and
ataxia. Main gross findings in the brain were congestion with swelling and flattening of gyri,
softening and yellow discoloration of cerebral cortex and hemorrhagic foci. In five cases no
gross changes were observed in the brain and in four cases there is no information. The main
histopathological changes were in the cortex of telencephalic lobes, especially the frontal and
parietal; however less prominent and less frequently found lesions occurred in the thalamus,
basal nuclei, midbrain, pons, medulla oblongata, cerebellum, and hippocampus. All cases
presented lymphoplasmocytic meningoencephalitis and intranuclear basophilic inclusion
bodies in astrocytes, less commonly in neurons. Other frequent lesions included segmental
laminar neuronal necrosis (red neurons), spongiosis, swollen vascular endothelial nuclei,
gliosis (focal and diffuse), hypertrophy of astrocytes, infiltration of gitter cells, congestion,
and hemorrhage. Lesions less frequently observed were Alzheimer type Il astrocytes, residual
lesion and neuronophagia. The most frequently affected cortical layers by neuronal necrosis
and edema were external and internal granular, molecular, and pyramidal cell layers. Gyri and
sulci were equally affected. Of the 26 cases, in 2 (7.69%) the DNA of BoHV-5 was amplified
with samples fixed in 10% formalin and paraffin-embedded. DNA of BoHV-1 was identified in
another case (3.84%) where, positive to BoHV-1, fresh samples were used.

INDEX TERMS: Meningoencephalitis, cattle, bovine herpesvirus, neuropathology, distribution of
lesions, viroses.
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RESUMO.- Foram estudados 26 casos de meningoencefalite por
herpesvirus bovino (BoHV) diagnosticados entre 2010-2016,
no Estado de Goias (GO). A doenga acometeu principalmente
bovinos jovens, entre 60 dias a 18 meses de idade. Ndo houve
associacdo entre os casos e o sexo dos bovinos e a sazonalidade.
A doenca foi observada em todas as cinco Mesorregides do
Estado, com uma frequéncia maior nas Mesorregides Sul e
Centro. Os sinais clinicos mais frequentemente observados
incluiram cegueira, incoordenacio, sialorreia e ataxia.
As principais alteragdes macroscdpicas observadas incluiram
congestdo com tumefacdo e achatamento das circunvolugdes,
amolecimento e amarelamento do cdrtex telencefalico e focos
de hemorragia. Em cinco encéfalos, nao foram observadas
alteracdes macroscépicas e em quatro as alteragdes nao
foram informadas. As principais alteracdes histolégicas
ocorreram no cortex telencefalico, principalmente o cértex
frontal e parietal, mas em alguns casos, leses de menor
intensidade foram também observadas no talamo, ntcleos basais,
mesencéfalo, ponte, bulbo, cerebelo e hipocampo. Todos os
casos apresentaram meningoencefalite linfoplasmocitica
e corpusculos de inclusdo intranucleares basofilicos em
astrécitos e, eventualmente, em neurdnios. Outras lesdes
frequentes incluiram necrose neuronal laminar segmentar
(neurdnio vermelho), espongiose, tumefagao do nucleo
das células endoteliais, gliose focal ou difusa, hipertrofia
de astrocitos, infiltragdo por células gitter, congestao e
hemorragia. Lesdes menos comuns incluiram astrécitos
Alzheimer tipo II, lesdo residual e neuronofagia. A necrose
neuronal e o0 edema (espongiose) foram mais acentuados nas
camadas granular externa, molecular, de células piramidais
e granular interna dos telencéfalos. Tanto os giros quanto os
sulcos foram afetados igualmente. Dos 26 casos, o DNA de
BoHV-5 foi amplificado em dois (7,69%) casos, enquanto que
o de BoHV-1 foi identificado em um caso (3,84%). Nos casos
positivos para BoHV-5 foram usadas amostras fixadas em
formol a 10% e incluidas em parafina e amostras congeladas
foram utilizadas no caso positivo para BoHV-1.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Meningoencefalite, herpesvirus bovino,
bovinos, neuropatologia, distribuicdo de lesdes, viroses.

INTRODUCAO
Herpesvirus bovino (BoHV) tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5)
sdo virus DNA, de cadeia dupla, envelopados, pertencentes a
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género
Varicellovirus (Roizmann etal. 1992, Gomes et al. 2002). Esses
agentes estdo associados a varias manifestagdes clinicas que
incluem rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite
pustular, balanopostite pustular, abortos, conjuntivite, forma
sistémica neonatal e meningoencefalite (Franco & Roehe
2007, Halfen & Riet-Correa 2007). Geralmente, a forma
neurolégica é atribuida ao BoHV-5, enquanto que as demais
manifestacdes costumam ser causadas pelo BoHV-1 (Ely etal.
1996, Silva et al. 2007, Arruda et al. 2010), porém ambos podem
causar doenca neurolégica de dificil diferenciagdo clinica,
sendo importante a aplicagio de técnicas moleculares como a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (Lunardi etal. 2009).
Em um trabalho realizado no Sul do Brasil, constatou-se que
casos de meningoencefalite herpética bovina foram causados
porambos BoHV-1 e BoHV-5 (Rissi et al. 2008). Os dois virus
apresentam caracteristicas bioldgicas, moleculares e estruturais

muito similares, porém possuem algumas diferencas genéticas
e imunogeénicas que estdo relacionadas as particularidades de
cada tipo viral em relagdo a sua patogenicidade e epidemiologia
(Franco & Roehe 2007).

A meningoencefalite tem sido observada em varias regides
do mundo e, no Brasil, surtos de rinotraqueite, vulvovaginite
e balanopostite sdo diagnosticados em varias regides do pais.
A meningoencefalite associada ao BoHV-5 é uma doenca
infecto-contagiosa que afeta principalmente bovinos jovens
e tém sido reportada em varios estados brasileiros, como
Rio Grande do Sul (Riet-Correa et al. 1989, Sanches et al.
2000, Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006, Silva et al. 2007,
Rissi & Barros 2013), Parana (Claus etal. 2007, Lunardi et al.
2009, Massitel et al. 2016), Rio de Janeiro, Minas Gerais
(Gomes et al. 2002, Claus et al. 2007, Franco & Roehe 2007,
Aquino Neto et al. 2009, Oliveira et al. 2016), Mato Grosso
(Colodel et al. 2002, Claus et al. 2007, Arruda et al. 2010),
Pernambuco (Oliveira et al. 2014), Paraiba, Rio Grande do
Norte (Galiza et al. 2010), Para (Riet-Correa et al. 2006), Sao
Paulo (Claus etal. 2007, Ferrari et al. 2007, Cunha et al. 2009)
e Mato Grosso do Sul (Salvador et al. 1998, Gomes etal. 2002,
Lemos 2005, Claus et al. 2007, Silva et al. 2007). Em Goids, a
doenga é pouco estudada (De Paula etal. 2005, Silva 2014) e
dois surtos neurolégicos da doenga foram diagnosticados na
regido Sudoeste do Estado (Freitas Neto et al. 2010). No Rio
Grande do Sul, a meningoencefalite por BoHV-5 é considerada
a segunda causa mais frequente de infeccdo viral do sistema
nervoso central de bovinos, perdendo apenas para a raiva
(Sanches et al. 2000) e no Centro-Oeste é uma das doencgas
mais importantes em bovinos (Colodel etal. 2002). No Brasil, a
doenca neurolégica tem sido observada sob a forma de surtos
ou de casos individuais, de forma espontanea ou experimental,
apresentando baixa morbidade, mortalidade e alta letalidade
(Salvador et al. 1998, Meyer et al. 2001, Colodel et al. 2002,
Elias et al. 2004, De Paula et al. 2005, Riet-Correa et al. 2006,
Rissi etal. 2006, Lunardi et al. 2009, Freitas Neto et al. 2010,
Cagnini etal. 2015) e ndo apresenta sazonalidade (Salvador et al.
1998, Elias et al. 2004, Barros et al. 2006).

Diante da importancia que essa enfermidade possui
em varias regidoes do Brasil e da escassez de informagdes
relacionadas a forma neurolégica da infec¢cdo no Estado
de Goias, importante produtor nacional de carne e leite, o
presente trabalho tem como objetivo descrever os achados
epidemioldgicos, moleculares e clinico-patolégicos, bem
como a distribuicdo das alteragdes no encéfalo, de 26 casos
naturais de meningoencefalite herpética bovina diagnosticados
nesse estado.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo de 26 casos naturais de
meningoencefalite por BoHV entre margo de 2010 a maio de 2016
nos arquivos do Laboratérios de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Goias (UFG), Regional Jatai (R]), e no
Laboratdrio de Diagnéstico Patolégico Veterinario (LDPV) da
Universidade de Brasilia (UnB) entre julho de 2015 a maio de 2016.
Grande parte (23/26, 88,46%) das amostras utilizadas no estudo
foi de encéfalos fornecidos gentilmente pelo Laboratério de Analise
e Diagnostico Veterinario (LABVET) da Agéncia Goiana de Defesa
Agropecudria (AGRODEFESA), em Goidnia/GO. Foram revisados
os protocolos de necropsia e de histopatologia de bovinos do
LPV/UFG/R] e do LDPV/UnB. Partes desses casos foram recebidas
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sem determinacdo exata do tempo de fixacdo em formol a 10%.
Os outros casos (3/26 ou 11,53%) foram obtidos de necropsias
realizadas pela equipe do LPV/UFG/R]. Todas as amostras sdo de
bovinos que apresentaram resultado negativo na imunofluorescéncia
direta e na prova bioldgica para raiva.

Apbs anecropsia, as amostras de encéfalo foram coletadas e fixadas
em formol tamponado a 10%, permanecendo de dias até meses no
fixador. Adicionalmente foram colhidos e fixados no mesmo fixador,
os complexos ganglio de Gasser, rete mirabile carotidea e hipéfise
(GRH) de dez casos. Apds a fixagdo, realizaram-se cortes transversais
no encéfalo com intervalos de 1-2 cm para avaliagdo macroscopica.
As seguintes secdes foram preparadas para avaliagdo microscépica:
cerebelo, bulbo na altura do 6ébex, ponte com pedunculos cerebelares,
mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, talamo, nicleos basais,
hipocampo, telencéfalos frontal, parietal e occipital e 0 monobloco
do complexo GRH (Barros & Marques 2003). Todos os fragmentos
foram processados rotineiramente para histologia, incluidos em
parafina e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

Microscopicamente, as lesdes foram avaliadas qualitativa e
quantitativamente. No primeiro caso, foram anotados a intensidade
de necrose neuronal, edema, os tipos celulares predominantes nos
manguitos perivasculares, o tipo de reagao glial (gliose focal/difusa),
congestdo, hemorragia, separagdo entre as substancias branca e
cinzenta, lesdo residual, neuronofagia, infiltracdo por células gitter e
tumefacdo de nucleos de células endoteliais. As lesdes encontradas
foram classificadas quanto a intensidade em ausente (0), leve (1),

moderada (2) ou acentuada (3), sendo leve com cerca de 0-25%,
moderado 25-50% e acentuado mais de 50% do tecido afetado.
Os manguitos também foram classificados com relagdo ao nimero
de camadas de células inflamatérias em leve (até 2 camadas),
moderado (de 3 a5 camadas) e acentuado (com mais de 6 camadas).
Foi avaliada também a distribui¢do de necrose neuronal e edema
nas seis camadas de neurdnios (molecular, granular externa, células
piramidais, granular interna, ganglionar e de células polimérficas)
dos telencéfalos frontal, parietal e occipital.

Para a determinagio do tipo do herpesvirus bovino (BoHV-1 ou
BoHV-5) envolvido nos casos, foram realizadas analises moleculares,
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para extracdo
de DNA das amostras de encéfalo (telencéfalo e tronco encefalico)
congeladas a -802C em um caso e dos blocos de parafina dos outros
25 casos (Claus et al. 2005, Arruda et al. 2010). A reagdo de PCR
foi realizada conforme descrito por Claus et al (2005) e a leitura
foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
GelRed (Biotium) em transluminador (UV-300nm). Como controle
negativo foi utilizado agua ultrapura. DNA de isolados de BHV-1 e
BHV-5 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Rudi Weiblein (UFSM)
e foram utilizados como controles postivos.

RESULTADOS

Os principais dados epidemioldgicos dos casos de meningoencefalite
herpética observados encontram-se no Quadro 1. A maioria
(22/26,84,61%) dos casos diagnosticados ocorreu em bovinos

Quadro 1. Dados epidemioldgicos de 26 casos de meningoencefalite herpética diagnosticados em bovinos no Estado de Goias
(2010-2016)

Caso Municipio Raca Idade Sexo Epoca do ano

1 Mineiros Nelore 15 meses Fémea Abril

2 Serranépolis Nelore/Simental 8 meses Macho Agosto

3 Pontalina Nelore 18 meses Macho Abril

4 Aragargas Nelore 2 anos Macho Julho

5 Simolandia SRD 16 meses Macho Agosto
6 Mundo Novo Nelore 22 meses Macho Setembro
7 Baliza SRD 2 anos Fémea Novembro
8 Jatai Nelore 2 anos Macho Novembro
9 [taruma Nelore 10 anos Fémea Novembro
10 Nova América Guzera 8 anos Fémea Dezembro
11 Ceres SRD 3 meses Fémea Dezembro
12 Ceres SRD 3 meses Fémea Dezembro
13 Goiania % Girolanda 7 anos Fémea Margo
14 Aparecida do Rio Doce Nelore 15 meses Macho Abril
15 Inaciolandia Nelore 15 meses Macho Maio
16 Orizona Nelore 5 meses Fémea Maio
17 n.i. n.i Adulto n.i. Maio
18 Pontalina Nelore/Holandés 7 meses Macho Junho
19 Israelandia Nelore 20 meses Macho Novembro
20 Flores de Goias Nelore 15 meses Macho Abril
21 Posse Nelore 12 meses Macho Fevereiro
22 Rubiataba Nelore 3 meses Fémea Agosto
23 Goiatuba Mestico 2 anos n.i. Setembro
24 Rubiataba Girolando 18 meses Fémea Agosto
25 Minagu Nelore 2 anos Fémea Maio
26 Bonépolis 14 Angus 9 meses Macho Julho

SRD = sem raca definida, n.i. = ndo informado.
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de dois anos de idade ou menos. Um animal foi informado como
adulto, sem descriminar precisamente a idade. Foi observada
predominancia da raca Nelore, sendo mais da metade dos
bovinos (14/26, 53,84%). Nao houve preferéncia por sexo,
sendo acometidos 13 machos, 11 fémeas e dois animais sem
sexo informado. Nao se observou sazonalidade na ocorréncia
da doenga.

A distribuicdo geografica foi uniforme e esta representada
no Quadro 1 e Figura 1. Houve concentracdo maior de casos nas
Mesorregides Sul (10/26, 38,46%) e Centro (7/26, 26,92%).
N3ao foi possivel avaliar a evolugdo, morbidade, mortalidade
e letalidade da doenga devido a indisponibilidade dos dados
necessarios para essas avaliagdes nas fichas.

0 Quadro 2 mostra a frequéncia de sinais clinicos descritos
nos 26 casos relatados. Os principais sinais observados foram
cegueira, incoordenacdo, sialorreia e ataxia.

Os principais achados macroscépicos descritos no encéfalo
consistiam de congestdo (15/26, 57,69%) e tumefacdo com
achatamento das circunvolugdes cerebrais (10/26, 38,46%). Em oito
casos (30,76%), foram observadas areas de amolecimento ou
amarelamento telencefalico, sendo um com depressao acentuada
bilateral e simétrica do cértex frontal (Fig.2), caracteristicas
de malacia. Adicionalmente, focos de hemorragia foram
visualizados em sete casos (26,92%) afetando o telencéfalo e
o cerebelo. Cinco casos (19,23%) ndo apresentaram alteragdes
macroscopicas e em quatro (15,38%) as alteracdes ndo foram
informadas. Trés casos (11,53%) apresentaram linhas com
separac¢do entre as substancias branca e cinzenta (Fig.3).

A Figura 4 mostra que as principais alteragdes microscépicas
predominaram no cértex frontal e parietal, com menor intensidade
nas outras sec¢des avaliadas do encéfalo. Em nenhum dos
casos foram observadas alteragGes histologicas no complexo
GRH. Todos os animais apresentaram corpusculos de inclusao
intranucleares basofilicos em astrdcitos (Fig.5) e, eventualmente,

Fig.1. Mapa de Goias com a localizagdo dos municipios onde
ocorreram os casos de meningoencefalite por herpesvirus bovino
(BoHV) descritos neste estudo: Mineiros (1), Serranépolis (2),
Pontalina (3), Aragargas (4), Simolandia (5), Mundo Novo (6)
Baliza (7), Jatai (8), Itaruma (9), Nova América (10), Ceres (11),
Goiania (12), Aparecida do Rio Doce (13), Inaciolandia (14),
Orizona (15), Israelandia (16), Flores de Goias (17), Posse (18),
Rubiataba (19), Goiatuba (20), Minagu (21), Bonépolis (22).

em neuronios. As principais alteragdes microscopicas incluiam
meningoencefalite linfoplasmocitica (Fig.6), ocasionalmente
com macroéfagos e neutroéfilos, tumefacdo do ntcleo de células
endoteliais dos vasos, necrose neuronal segmentar e laminar

Quadro 2. Frequéncia de sinais clinicos em 26 casos de
meningoencefalite herpética em bovinos diagnosticados no
Estado de Goias (2010-2016)

Sinais clinicos Frequéncia

Cegueira 19 (73,07%)
Incoordenagio 17 (65,38%)
Sialorreia 12 (46,15%)
Ataxia 10 (38,46%)

Hiporexia/Anorexia 8 (30,76%)
7 (26,92%)
6 (23,07%)
6 (23,07%)
6 (23,07%)
6(23,07%)
5(19,23%)
4 (15,38%)
4 (15,38%)

Andar em circulos
Paralisia flacida dos membros pélvicos
Apetite anomalo
Apatia/Depressao
Espasmos musculares
Tremores musculares
Agressividade
Movimentos de pedalagem

Dismetria 4 (15,38%)
Dectbito 4 (15,38%)
Desidratagdo 3(11,53%)
Tetania 3(11,53%)
Nistagmo 2 (7,69%)
Opistétono 2 (7,69%)
Secrecdo nasal/Dispneia 2 (7,69%)
Midriase 2 (7,69%)
Afastamento do rebanho 2 (7,69%)
Bruxismo 1 (3,84%)
Fotofobia 1(3,84%)
Febre 1 (3,84%)
Convulsio 1(3,84%)
Priaprismo 1 (3,84%)
Tenesmo 1(3,84%)

Fig.2. Encéfalo de um bovino com meningoencefalite herpética.
Coértex frontal apresenta area focalmente extensa bilateral
simétrica de malacia.

Pesq. Vet. Bras. 38(5):902-912, maio 2018
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Fig.3. Encéfalo de um bovino com meningoencefalite herpética.
Linhas de separagdo entre a substancia cinzenta a branca do
telencéfalo frontal (setas).
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Fig.4. Distribuicdo e intensidade das lesdes histoldgicas no encéfalo
em 26 casos de meningoencefalite herpética em bovinos. Graus
de intensidade de 0 (auséncia de lesdo) a 3 (lesdo acentuada)
foram atribuidos. C = cértex, NB = nticleos basais, GF = gliose focal,
EN = edema de neurépilo, NV = neurdnios vermelhos (necrose
neuronal), TNCE = tumefac¢do de ntcleos de células endoteliais.

:';'&g 2

q 2 F0 : )

Flg 5. Aspecto hlstologlco do cortex telencefalico de um bovino com
meningoencefalite herpética mostrando corpusculos de inclusao
intranucleares basofilicos em astrocitos. HE, obj.40x.
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(Fig.7), edema (espongiose) perineuronal, perivascular e no
neurdépilo (Fig.8), gliose focal, hipertrofia de astrocitos, congestao
e hemorragia. Ocasionalmente eram observados grupos de
dois ou trés astrocitos com nucleos vesiculosos e tumefeitos,
morfologia compativel com astrdcitos Alzheimer tipo II (Fig.9);
nos casos com lesées mais avancadas, numerosos macrofagos
tumefeitos com citoplasma espumoso (células gitter) eram
observados principalmente no espago perivascular e no neurépilo
e sob as leptomeninges (Fig.10). Os neurdnios necréticos
eram caracterizados por encarquilhamento e hipereosinofilia
citoplasmaticas, picnose nuclear sem evidenciagio nucleolar e
desaparecimento da substancia de Nissl. A necrose neuronal
ocorreu tanto nos topos quanto nos sulcos das circunvolugdes
cerebrais. O edema na substancia cinzenta era acentuado e,
em trés casos, deixava o neurdpilo com aspecto esponjoso,
separando a substancia cinzenta da branca ou as camadas
de neurdnios da substancia cinzenta (Fig.11). Lesdo residual,
caracterizada por areas cavitarias com perda dos componentes
neuroectodérmicos, associado a preservacgio de estruturas
vasculares e células gitter (Fig.12), além de gliose difusa

Fig.6. Aspecto histol6gico do cortex telencefallco de um bovino com
meningoencefalite herpética mostrando manguitos perivasculares
com linfécitos, plasmdcitos e macroéfagos. HE, obj.40x.

Fig.7. Aspecto hlstologlco do cortex telencefallco de um bovmo
com meningoencefalite herpética mostrando necrose neuronal.
O citoplasma dos neurdnios necroticos esta encarquilhado e
fortemente eosinofilico (neurdnios vermelhos). Nota-se ainda
edema perineuronal e perivascular. HE, obj.40x.
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com meningoencefalite herpética mostrando vacuolizagdo
perineuronal, perivascular e no neurépilo (edema). HE, obj.10x.

Fig.9. Aspecto histoldgico do cértex telencefélico de um bovino com
meningoencefalite herpética mostrando grupos de dois a quatro

astrécitos com nucleos vesiculosos e tumefeitos (astrécitos
Alzheimer tipo II). HE, obj.40x.
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Fig.10. Aspecto histologico do cortex telencefalico de um bovino com

meningoencefalite herpética avangada mostrando infiltragio de

macréfagos tumefeitos com citoplasma espumoso (células gitter),

caracterizando malacia. HE, obj.40x.
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Fig.11. Aspecto histoldgico do cortex telencefalico de um bovino com
meningoencefalite herpética mostrando linhas de separagio
entre camadas de neurdnios da substancia cinzenta devido ao
edema acentuado. HE, obj.10x.
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Fig.12. Aspecto histoldgico do cdrtex telencefalico de um bovino com
meningoencefalite herpética com lesdo residual, caracterizada
por perda dos componentes neuroectodérmicos com preservacio
de estruturas vasculares e numerosas células gitter. HE, obj.20x.
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e neuronofagia foram observadas com pouca frequéncia.
A distribui¢do da necrose neuronal e do edema nas laminas
de neurdnios do cortex frontal, parietal e occipital encontra-se
ilustrada nas Figuras 13 e 14, respectivamente. As principais
regides afetadas foram as camadas granular externa, molecular,
de células piramidais e granular interna.

Das 26 amostras, o DNA de BoHV-5 foi amplificado em
7,69% (2/26) e o BoHV-1 em 3,84% (1/26), totalizando
11,53% de positividade ao BoHV. Desses casos, em dois,
utilizou-se amostras fixadas em formol a 10% e incluidas em
parafina e amostras congeladas de encéfalo foram usadas em
apenas um caso.

Pesq. Vet. Bras. 38(5):902-912, maio 2018
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B C. molecular

BC gran. externa

C. céls. piramidais

B C gran. interna

Miimero de casos

B C. ganglionar

B C. céls. polimérficas

Frontal Parietal Occipital

Fig.13. Distribuicdo de necrose neuronal (neurdnios vermelhos)
nas laminas de neuronios do cortex frontal, parietal e occipital
em 26 casos de meningoencefalite herpética em bovinos.
C = camada, gran. = granular, céls = células.

B C molecular

B C gran.externa

C. céls. piramidais

B C gran. interna

Niamero de casos

B C. ganglionar

B C. céls. polimorficas

Parietal

Frontal

Occipital

Fig.14. Distribuicao de edema no cortex frontal, parietal e occipital
em 26 casos de meningoencefalite herpética em bovinos.
C = camada, gran. = granular, céls = células.

DISCUSSAO

Dados epidemiolégicos semelhantes aos observados neste
estudo foram mencionados por outros autores, indicando que
ameningoencefalite herpética pode ocorrer na forma de surtos
(Lunardi etal. 2009, Freitas Neto etal. 2010, Oliveira et al. 2014) ou
como casos isolados (De Paula etal. 2005, Riet-Correa etal. 2006,
Cunhaetal. 2009, Galiza et al. 2010). Essa neuropatia acomete
principalmente bovinos jovens, entre 60 dias e 18 meses de
idade (Rissi et al. 2007, Massitel et al. 2016), semelhante a
faixa etdria dos animais acometidos no presente estudo, em
que 22 dos 26 (84,61%) casos diagnosticados apresentavam
dois anos de idade ou menos. Porém, foram observados trés
casos em bovinos com idade entre 7-10 anos e em um animal
adulto, o que refor¢a a importancia de incluir a meningoencefalite
por BoHV no diagnéstico diferencial de neuropatias centrais
em bovinos adultos.

A doenca é comumente relatada em bovinos de corte,
afetando taurinos (Elias et al. 2004, Lunardi et al. 2009) e
zebuinos (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Pedraza et al.
2010). O fato de um maior niumero de bovinos Nelore nesse
estudo serem afetados deve-se provavelmente a predominancia
dessa raga no Estado de Goias. Fato semelhante ocorreu em
casos descritos no Parana (Massitel et al. 2016) e em Mato
Grosso (Colodel etal. 2002). Alguns autores relataram casos da
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doenga em animais manejados em sistema de criagdo extensivo
(Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004),
semi-intensivo (Barros et al. 2006, Aquino Neto et al. 2009)
e intensivo (Elias et al. 2004, Cunha et al. 2009, Lunardi et al.
2009), submetidos a situa¢des de estresse, principalmente
desmama precoce (Rissi et al. 2006).

0 Estado de Goias tem cinco Mesorregides (Norte,
Noroeste, Leste, Centro e Sul). No presente estudo, casos
de meningoencefalite herpética foram diagnosticados em
todas as Mesorregides, com uma concentracao maior de
casos na Sul (10/26, 38,46%) e Centro (7/26, 26,92%), o
que demonstra a importancia epidemioldgica da doenga em
todo o Estado. E possivel que a maior concentragéo de casos
nessas duas regides supracitadas seja atribuida a proximidade
dos municipios com dois laboratérios de diagnéstico que
receberam as amostras (LPV/UFG/R] e LABVET). Dos poucos
casos descritos previamente na literatura dessa infec¢do
neurolégica em Goias, dois surtos ocorreram no Sudoeste
(Freitas Neto etal. 2010) e em outros casos ndo houve citagao
daregido afetada (De Paula et al. 2005, Silva 2014).

Neste estudo, notou-se que a doeng¢a ocorreu em
praticamente todos os meses do ano, ndo apresentando
sazonalidade, semelhante ao observado por outros autores
em outras regioes do Brasil (Salvador et al. 1998, Elias et al.
2004, Lemos 2005, Rissi et al. 2006, Massitel et al. 2016).
Também ndo houve preferéncia por sexo, semelhante aos
achados de outros autores (Ely et al. 1996, Elias et al. 2004,
Rissi et al. 2006), porém diferente de outros estudos que
detectaram maior prevaléncia em machos (Lemos 2005,
Lunardi etal. 2009, Pedraza et al. 2010, Massitel et al. 2016).

Os sinais clinicos apresentados pelos bovinos deste estudo
foram semelhantes aos relatados em outras descricdes de
meningoencefalite herpética bovina (Ely etal. 1996, Colodel etal.
2002, Elias et al. 2004, Lemos 2005, Rissi & Barros 2013).
Os principais sinais observados foram cegueira, incoordenacgao,
sialorreia e ataxia. A cegueira e sialorreia indicam lesdes em
porcdes rostrais do telencéfalo, principalmente do cortex frontal
e a alta taxa de replicacdo viral em mucosa oral, encontrados
frequentemente em animais onde a viremia e transmissao
ocorreram via bulbo olfatério (Meyer etal. 2001, Vogel et al.
2003, Rissi etal. 2006). A ataxia e incoordenac¢do podem ser
explicadas pelo edema e compressao cerebelar. A diversidade
de sinais clinicos apresentados por animais doentes se deve a
localizagdo variavel do virus, que pode causar lesdes desde o
telencéfalos frontal até a medula espinhal (Elias et al. 2004).
Alguns autores citam que sinais clinicos de disfun¢do de nervos
cranianos e de tronco encefdlico sdo observados em casos
agudos e cronicos da doenga, respectivamente (Rissi et al.
2006, Lunardi et al. 2009). Bovinos infectados pelos virus
podem ndo apresentar sinais clinicos da enfermidade e
representar importante fonte de disseminagao para outros
bovinos susceptiveis do rebanho (Isernhagen et al. 2011).
Esse fato é explicado, pois os herpesvirus bovinos possuem a
capacidade de realizar laténcia ap6s a infecgio aguda, que pode
ser reativada periodicamente, especialmente em situacoes de
estresse como desmama, castragoes, assinalacdo, vacinagoes,
transporte, troca de pasto, introducdo de novos animais no
rebanho, mudancgas bruscas na dieta ou tratamento com
corticosteroides (Meyer etal. 2001, Colodel etal. 2002, Vogel et al.
2003, Elias etal. 2004, Lemos 2005, Barros etal. 2006, Halfen
& Riet-Correa 2007, Rissi et al. 2007). Esse fato demonstra a
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importancia da associagdo dos achados anatomopatologicos e
etioldgicos nos casos de herpesvirus em geral, pois a deteccdo
viral ndo necessariamente indica a doenca, podendo sugerir
laténcia do virus. Em bovinos, o virus pode permanecer em
laténcia ndo s6 em ganglios de nervos sensoriais, mas também
em cortex telencefalico, mesencéfalo, ponte, cerebelo e medula
espinhal (Vogel et al. 2003). Mesmo com altos indices de
letalidade, ha relatos de animais doentes que se recuperaram
completamente da enfermidade, espontaneamente ou apds a
administra¢do de tiamina e corticosteroides (Riet-Correa et al.
1989, Salvador et al. 1998, Elias et al. 2004, Lemos 2005,
Rissi et al. 2006).

As altera¢des macroscdpicas observadas no encéfalo
neste estudo foram muito semelhantes aos achados de outros
autores (Colodel etal. 2002, Elias et al. 2004, Riet-Correa etal.
2006, Rissi & Barros 2013). As alteragdes afetam geralmente
todo o telencéfalo, mas, nos casos mais cronicos, elas siao
mais marcadas e graves na substdncia cinzenta do cértex
frontal (Elias et al. 2004), podendo ser simétricas e bilaterais
(Perezetal. 2002). Lesdes semelhantes podem ser observadas
no talamo e nucleos basais (Elias et al. 2004, Rissi etal. 2006).
Em cinco casos do presente estudo, ndo foram observadas
lesdes macroscopicas e, em quatro, ndo havia informacgoes
sobre qualquer alteragdo. Ha relatos de meningoencefalite
por BoHV sem lesdes macroscépicas (Rissi et al. 2008).
Isso provavelmente esta relacionado a casos com curso clinico
agudo, baixa neuroviruléncia ou susceptibilidade do animal,
em que as lesdes ndo se desenvolveram a ponto de serem
observadas na necropsia, ou se desenvolveram a um ponto
que, embora possiveis de serem observadas, sao facilmente
negligenciaveis (Rissi et al. 2006). O diagnostico diferencial
macroscopico com polioencefalomalacia de origem nutricional
(Sant’Anaetal. 2009, Sant’Ana & Barros 2010) pode ser feito
com o auxilio de aplicacdo de luz ultravioleta sobre as areas
de malacia que nao reagem nos casos de meningoencefalite
por BoHV (Jackman & Edwin 1983).

Os achados microscépicos sdao qualitativamente
semelhantes aos descritos em varias publica¢des anteriores
(Colodel etal. 2002, Elias et al. 2004, Riet-Correa et al. 2006,
Rissi et al. 2006, Freitas Neto et al. 2010, Pedraza et al.
2010, Rissi & Barros 2013, Oliveira et al. 2016). Em todos os
casos, as alteragdes histoldgicas predominaram no cértex
telencefalico, principalmente o cértex frontal e parietal,
mas em alguns casos, lesdes de menor intensidade foram
também observadas no talamo, ntcleos basais, mesencéfalo,
ponte, bulbo, cerebelo e hipocampo, semelhante aos achados
de outros autores que também estudaram a distribuicio
das lesdes no encéfalo (Salvador et al. 1998, Elias et al.
2004, Rissi et al. 2006). Em alguns casos, vasculite tem sido
descrita na meningoencefalite por BoHV (Colodel etal. 2002,
Lunardi etal. 2009), alteracdo essa ndo encontrada no presente
estudo. Todos os animais apresentaram lesdo inflamatoria
e corpusculos de inclusdo intranucleares basofilicos em
astrocitos e/ou neurdnios, porém ha relatos da doenga sem
inflamacdo e/ou sem o corpusculo de inclusdo, podendo ser
confundida com polioencefalomalacia nutricional (Ely et al.
1996, Colodel etal. 2002, Perez et al. 2002, Pedraza etal. 2010,
Isernhagen etal. 2011, Oliveira etal. 2014). A ndo visualiza¢ao
de corpusculos de incluséo foi associada a amostras autolisadas
(Salvador etal. 1998) e previamente refrigeradas (Rissi et al.
2006). A presenca e quantidade de corpusculos de inclusao

foram proporcionais as areas de inflamacdo, gliose e malacia,
corroborando com outros autores (Salvador et al. 1998,
Rissi et al. 2006) e diferente de outros estudos (Elias et al.
2004). A localizagado das células gitter foi maior nas regides
superficiais dos telencéfalos, semelhante ao descrito por
Salvador et al. (1998). Em seis casos desta investigacdo, os
manguitos perivasculares continham alguns neutroéfilos,
sugerindo quadro agudo da doenca, conforme visualizado
em outros estudos (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002,
Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006).

Um achado relevante nessa doenca é a malacia, que foi
observada em 13 casos. Essalesdo pode ser atribuida a isquemia
secundaria ao edema (Rissi et al. 2008), acometendo todas as
regides do encéfalo, principalmente o cortex frontal (Elias et al.
2004). Salvador etal. (1998) e Elias et al. (2004) observaram
microscopicamente malacia em animais com evolugao igual
ou superior a trés dias de infec¢do. No presente estudo, um
caso apresentou infiltragao de células gitter no mesencéfalo.
Malacia em tronco encefélico foi observada em animais com
reativacdo viral por polioencefalomalacia experimental causada
por ingestdo de sulfato de amonia (David et al. 2007) e em
casos naturais de meningoencefalite herpética (Salvador et al.
1998, Elias et al. 2004). Lesdo no tronco encefalico pode ser
resultado da disseminagdo centripeta viral via nervo trigémeo
(Perez et al. 2002).

Lesdes atribuidas a BoHV nao costumam ser observadas
na medula espinhal, cerebelo e no ganglio trigémio (Rissi etal.
2008, Oliveira et al. 2014, Cagnini et al. 2015). Neste estudo,
ndo foi detectada nenhuma alteragdo no complexo GRH, porém
alguns casos apresentaram lesdes, geralmente inflamatdrias,
no cerebelo. Alguns autores citam que auséncia de lesdo no
ganglio do nervo trigémeo pode estar relacionada a via de
infeccdo do virus, geralmente por via olfatdria (Rissi etal. 2006).
Um caso apresentou necrose neuronal e edema perineuronal
em neuro6nios de Purkinje, provavelmente secundario a
compressao do telencéfalo com edema e isquemia sobre o
cerebelo durante a herniagdo pelo forame magno. Esse achado
foi semelhante ao descrito em outros relatos de infecgao por
BoHV (Salvador et al. 1998, Rissi et al. 2008) e em bovinos
com polioencefalomalacia nutricional (Sant’Ana et al. 2009),
porém Elias et al. (2004) observaram areas de malacia na
substancia branca cerebelar sem lesdes macroscépicas de
edema telencefilico, sugerindo que essa lesdo foi causada
pelo proprio virus.

Anecrose neuronal e 0 edema (espongiose) corticais foram
mais acentuados nas camadas granular externa, molecular,
de células piramidais e granular interna. Achados similares
foram identificados em casos de polioencefalomalacia
nutricional em bovinos (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994,
Sant’Ana et al. 2009). Em poucas investigacdes, a distribuicdo
dessas lesdes foi estudada em casos de meningoencefalite
por BoHV. Salvador et al. (1998) observaram necrose cortical
macica, envolvendo todas as camadas corticais em casos de
meningoencefalite por BoHV-5.

Quatro casos do presente estudo apresentaram astrocitos
Alzheimer tipo II. Esses astrocitos sdo frequentemente
encontrados no encéfalo em casos de encefalopatia hepatica
ou renal (Summers et al. 1995) e ja foram relatados em
animais com polioencefalomalacia nutricional (Sant/Ana etal.
2009). Embora nenhuma patogénese foi ainda proposta
até o momento para a formagao desses astrécitos na
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meningoencefalite herpética, na presente investigacdo, estes
foram encontrados na substdncia cinzenta dos telencéfalos
frontal e parietal associadas a necrose neuronal e espongiose
do neurdpilo. Sabe-se que essas células sdo mais resistentes
que os neuronios a efeitos deletérios de neurotransmissores
aminoacidos excitatérios em casos de necrose neuronal
(Farooqui & Horrocks 1991) e da amonia e outras toxinas
na encefalopatia hepatica (Norenberg 1987). A tumefacdo
dessas células ocorre por acimulo intracelular de acido
lactico e diminuicdo de pH intracelular (Staub et al. 1990).

Utilizou-se amostras congeladas de encéfalo de um bovino
deste estudo para amplificacdo do DNA, com positividade para
BoHV-1. Em tecido encefélico fixado em formol e incluido
em parafina (FFIP) de 25 bovinos, apenas dois casos o DNA
de BoHV-5 foi amplificado. Embora todos os casos fossem
de infeccdo por BoHV, confirmados pela histopatologia, o
tipo de virus envolvido foi confirmado em 11,53% dos casos
(3/26). Em casos naturais da doenga, o DNA para BoHV-5 foi
detectado em amostras FFIP,em 21,8% (Ely etal. 1996), 28%
(Silva 2014), 33,3% (Pedrazaetal. 2010), 40% (Arruda et al.
2010), 66,6% (Gomes et al. 2002), 75% (Ferrari et al. 2007)
e 100% (Cunha et al,, 2009) dos casos. Em tecidos frescos e
congelados, outros autores obtiveram 15,78% (Gomes et al.
2002), 63,8% (Claus etal. 2007), 66,66% (Arrudaetal. 2010)
e 100% de extracdo (Ferrari et al. 2007, Lunardi et al. 2009,
Massitel et al. 2016), utilizando PCR, PCR multiplex ou nested
PCR. Experimentalmente o percentual aumentou, com 100%
de extracdo em parafina (Cagnini et al. 2015) e tecido fresco
(Vogel et al. 2003, Isernhagen et al. 2011).

Bovinos com sinais neurolégicos apresentaram mais lesdes
e maior porcentagem de areas positivas para o BoHV em PCR e
imuno-histoquimica (Cagnini etal. 2015). A maior concentracdo
viral ocorreu no telencéfalos e no diencéfalo e, menos frequente,
no cerebelo e bulbo em bovinos experimentalmente infectados
(Isernhagen et al. 2011, Cagnini et al. 2015), reforcando a
distribuicdo viral e aimportancia da andlise dos telencéfalos
para o diagndstico da doenga.

Em alguns estudos de casos brasileiros da doenga, o DNA
de BoHV-1 nao foi amplificado utilizando-se amostras FFIP
(Arrudaetal. 2010, Silva 2014) e frescas de encéfalo (Claus et al.
2007, Lunardi etal. 2009). Embora haja indicios da circulacio
do BoHV-1 no Estado de Goids por estudos sorolégicos
(Vieiraetal. 2003, Barbosa et al. 2005, Affonso et al. 2010), os
dados do presente trabalho sugerem que, pela primeira vez,
no Centro-Oeste brasileiro, o BoHV-1 foi confirmado como
causa de meningoencefalite viral. Entretanto, esse virus ja foi
isolado em bovinos com meningoencefalite em outras regides
do Brasil, especialmente no Sul (Riet-Correa et al. 1989, Silva
etal. 2007, Rissi etal. 2008, Rissi & Barros 2013) e em outros
paises (Ely et al. 1996, Roels et al. 2000, Penny et al. 2002).
Assim, ressalta-se a importancia de diferenciar BoHV-5 e
BoHV-1 por técnicas moleculares, como PCR, pois a doenca
clinica e as lesdes causadas por esses agentes sdo muito
semelhantes, sendo idénticas (Lunardi et al. 2009).

0 tempo de permanéncia dos tecidos no formol 10% variou
de acordo com a procedéncia da amostra, permanecendo entre
dias até meses no fixador. Provavelmente, esse foi o principal
fator responsavel pela baixa porcentagem de casos positivos
no PCR nas amostras emblocadas. Em outro estudo brasileiro,
detectou-se 40% de positividade em amostras emblocadas
sem tempo varidvel de permanéncia do tecido em formol 10%,
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variando de dias até pouco mais de um ano, sendo afirmado que
quanto maior o tempo do tecido no fixador, menor é a chance
da detecgdo viral, principalmente por periodos maiores de
40 dias (Arruda etal. 2010). O percentual aumenta (75%) na
deteccdo de DNA viral por PCR em amostras que permaneceram
apenas um dia (Ferrarietal. 2007), o que reforga que o tempo
de fixacdo influencia acentuadamente na amplificagio viral.
Esses resultados podem ser explicados pela alteracdo da
estrutura do DNA viral, desnatura¢ao e modificagdo do mesmo
em tecidos fixados pelo formaldeido (Karlsen et al. 1994).
Resultados negativos em amostras emblocadas em parafina
podem ser explicados também pela falha na extracdo de DNA,
auséncia ou baixa quantidade de DNA viral nas amostras
(Arruda et al. 2010), o que provavelmente nio aconteceu no
presente estudo, visto que as técnicas moleculares utilizadas
foram as mesmas utilizadas previamente (Arruda et al.
2010) e as lesoes histoldgicas observadas sdo caracteristicas
de infec¢do pelo BoHV, incluindo corpusculos de inclusdo
basofilicos intranucleares. Arruda et al. (2010) observaram
um decréscimo de 50% na positividade para BoHV-5 por PCR
em amostras incluidas em parafina em comparacdo as mesmas
amostras testadas frescas e congeladas. A origem e qualidade
do material (fresco ou bloco de parafina), distribuicdo do
virus na amostra, idade e raca dos animais, estagio da doenca,
severidade das lesdes e o tempo até ser feita a necropsia
podem comprometer e explicar a diferenga entre a variagao
dos resultados de detecgdo viral por PCR (Ely et al. 1996,
Ferrari et al. 2007, Cagnini et al. 2015).

Com base nos resultados obtidos nesse estudo e corroborando
com outro autores (Ferrari et al. 2007), a utilizacdo de amostras
frescas para PCR apresenta resultados mais satisfatdérios para
extracdo de DNA em comparag¢do com amostras FFIP. Mesmo
com baixas porcentagens de extracdo viral, as amostras
emblocadas em parafina permitem estudos retrospectivos
de casos com doenga neurolégica, semelhante a metodologia
aplicada nesse trabalho (Ely et al. 1996, Claus et al. 2005,
Arruda et al. 2010, Silva 2014).

Quando se encontra resultados negativos na PCR e no
isolamento viral, deve-se diferenciar a meningoencefalite
herpética de outras afec¢gdes que cursam com quadro clinico
neurolégico, principalmente a polioencefalomalacia nutricional
earaiva (Sanchesetal. 2000, Claus etal. 2007, Sant’/Ana et al.
2009). No presente estudo, todos os casos foram negativos
para raiva na imunofluorescéncia direita e, na microscopia,
todos apresentaram corpuisculos de inclusdo intranucleares em
neurdnios ou astrocitos, o que é importante na caracterizagio
etiologica da doenga e na diferenciagdo da polioencefalomalacia
nutricional (Riet-Correa et al. 1989, Salvador et al. 1998,
Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006). Ha relatos na literatura
de infec¢do concomitante do BoHV-5 com o virus da raiva,
porém sem a confirmacgao exata se o BoHV-5 foi responsavel
pelaslesdes detectadas ou se o BoHV-5 encontrava-se apenas
em laténcia (Spilki et al. 2003, Silva 2014).
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