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Resumo

As epidemias de arbovirus nos ruminantes domésticos podem provocar perdas econdmicas significativas na
producdo pecuaria, e surtos de doencga grave nas espécies selvagens. Assim o controlo destes doengas é tao
fundamental para o bem-estar animal como para a estabilidade econdmica. O virus da doenga hemorragica
epizodtica (EHDV), pertencente ao género Orbivirus, é semelhante ao virus da lingua azul (BTV), é transmitido
por insetos hematofagos vetores do género Culicoides. A primeira descrigdo do EHDV data de 1955, quando
ocorreu um grave surto em veados de cauda branca nos Estados Unidos da América, desde varios surtos sugiram
em diversas regides do mundo, tanto em animais selvagens como domésticos. Em 2022, o EHDV foi detetado
pela primeira vez em Europa, e responsavel de casos clinicos graves em bovinos na Sicilia e na Sardenha, onde as
espécies de Culicoides spp. nativas apresentam capacidade de transmissao do serétipo envolvido, o EHDV-8. A
transmissdo da doenca occore via hematéfaga, por alimentagdo num animal infetado, disseminando o virus nas
glandulas salivares do culicoide com posterior transmissdo para outros animais suscetiveis. Os sinais clinicos
incluem letargia, febre, esforgo respiratdrio, secre¢des nasais e oculares, ptialismo, ulcerag¢des orais, diminuigdo
da producdo de leite, laminites e, no casos mais graves, a morte do animal. Desde 2008, a Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) incluiu a doenga hemorragica epizodtica (DHE) na lista de doencas de notificacdo obrigatdria. O
diagndstico deve ser laboratorial devido a similaridade clinica com outras doengas bovinas. Vacinas autdgenas
para os veados foram desenvolvidos nos Estados Unidos da América, e o Japao comercializou uma vacina viva
inativada contra estirpe lbaraki. Contudo, existe desvantagens nestas vacinas, como baixa seguranca, eficacia
limitada e sem capacidade de diferenciagdo entre animais infetados e vacinados (DIVA). Os recentes avangos
tecnoldgicos permitam o desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficientes, e capazes de proteger contra os
orbivirus, com aborgagens inovadoras como a veiculagdo de antigénios por micro ou nanoparticulas. Estas
estratégias representam novas perspetivas nas medidas profilaticas eficientes das doencgas causadas por
arbovirus, especialmente através da diferenciagdo fundamental entre animais vacinados e infetados. Assim, as
pesquisas continuas nestas areas prometem oferecer melhores solugdes na prote¢do dos rebanhos contra os

orbivirus e limitar os impactos econémicos associados.

Palavras-chave:

Bovinos, Culicoides, Doenga hemorragica epizodtica, EHDV, Orbivirus

Abstract

Arbovirus epidemics in domestic ruminants can cause significant economic losses in livestock production, and
outbreaks of serious disease in wild species. Therefore, controlling these diseases is essential for both animal
welfare and economic stability from local to national levels. EHDV, belonging to the genus Orbivirus, is similar to

bluetongue virus, and is also transmitted by hematophagous insect vectors of the genus Culicoides. The first
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description of EHDV dates back to 1955, when a serious outbreak occurred in white-tailed deer in the United

States of America, since several outbreaks have appeared in different regions of the world, both in wild and
domestic animals. In 2022, EHDV was detected for the first time in Europe, and was responsible for serious clinical
cases in cattle in Sicily and Sardinia, where native culicoides species have the capacity to transmit the serotype
involved, EHDV-8. Transmission of the disease occurs through a blood meal in an infected animal, disseminating
the virus in the culicoid's body with subsequent transmission to other susceptible animals. Clinical signs include
lethargy, fever, respiratory effort, nasal and ocular secretions, ptyalism, oral ulcerations, decreased milk
production, laminitis and, in the most serious cases, death of the animal. Since 2008, the World Health
Organization has included epizootic hemorrhagic disease on the list of notifiable diseases. Diagnosis must be
laboratory based due to the clinical similarity with other bovine diseases. Autogenous vaccines for deer have
been developed in the United States of America, and Japan has commercialized a live inactivated vaccine against
the Ibaraki strain. However, there are notable disadvantages to these vaccines, such as low safety, limited
efficacy and no ability to differentiate between infected and vaccinated animals. Recent technological advances
allow the development of safer, more efficient vaccines, and capable of protecting against orbiviruses, with
innovative approaches such as the delivery of antigens by micro or nanoparticles. These strategies represent new
perspectives on efficient prophylactic measures for arboviral diseases, especially through the fundamental
differentiation between vaccinated and infected animals. Therefore, continued research in these areas promises

to offer better solutions to protect livestock against orbiviruses and limit the associated economic impacts.

Key words:

Cattle, Culicoides, Epizootic hemorrhagic disease, EHDV, Orbivirus
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1. INTRODUGAO.

A Doenga Hemorragica Epizodtica é uma doenca viral de espécies silvestres e domésticas da subordem
Ruminantia, que afeta principalmente os cervideos, nomeadamente os veados de cauda branca (Odocoileus
virginianus), e mais raramente os bovinos, mas que causa um impacto significativo na producdo pecuaria
mundial. Na América do Norte, as epizootias DHE também tiveram efeitos substanciais na produ¢do comercial
de veados — uma industria em rdpido crescimento que teve um impacto econémico total estimado em 7,9 mil
milhGes de ddlares na economia dos Estados Unidos da América em 2015 (Sunwoo et al. 2020). Esta doenga é
incluida na lista de doencas de notificacdo obrigatdria da Organizagdo Mundial de Saude Animal (WOAH) desde
2008 (Hairgrove et al. 2018; Jiménez-Cabello et al. 2023).

O agente patogénico é o EHDV, um membro do género Orbivirus da familia Reoviridae. O EHDV compartilha
semelhangas com outros orbivirus importantes, como o virus da lingua azul e o virus da peste equina africana
(AHSV). E uma doenca vetorial transmitida por insetos hematéfagos do género Culicoides, da familia
Ceratopogonidae (Hairgrove et al. 2018; Jiménez-Cabello et al. 2023). Estes mosquitos sdo vetores de varios
arbovirus através do mundo, especialmente de orbivirus, incluindo aqueles com acido ribonucleico (RNA) de
cadeia dupla da familia dos reoviridae, como o BTV e o EHDV (Mills et al. 2017; Sghaier et al. 2017; Rivera et al.
2021).

O numero de serotipos de EHDV existentes foi alvo de controvérsia na literatura, mas o Comité Internacional
para a Taxonomia de Virus identificou, com base em analises soroldgicas e moleculares recentes, sete serétipos
do virus, que sdo o EHDV-1, EHDV-2, EHDV-4 até o EHDV-8 (Maclachlan et al. 2015).

O EHDV foi inicialmente identificado em veados de cauda branca nos Estados Unidos da América em 1955, onde
o EHDV-1 e EHDV-2 sdo endémicos (Shope, MacNamara and Mangold 1960). No Japdo em 1962 ocorreu um
grave surto de doenca de Ibaraki, que foi ulteriormente associado a uma estirpe de EHDV do sorotipo 2, o EHDV-
2 Ibaraki, provocando nos bovinos casos clinicos com disfagia e pneumonias severas, assim como abortos e
mortalidade. Nos Ultimos anos, varios surtos apareceram em diferentes regides do mundo, com serétipos ndo
endémicos, e com severas consequéncias clinicas e econdmicas na produc¢do bovina, como mais recentemente,
em 2022, com a primeira dete¢do do EHDV em Europa (Quaglia et al. 2023).

Nos bovinos, as infe¢des pelo EHDV apresentam geralmente formas subclinicas. No entanto, no caso de
desenvolvimento de sinais clinicos, estes incluem letargia, febre, esforco respiratério, secre¢des nasais e
oculares, ptialismo, ulceragdes orais, diminuicdo da producdo de leite, laminites e, no casos mais severos, a
morte do animal. Um diagndstico laboratorial é necessario devido a similaridade nos sinais clinicos com outras
doengas bovinas, como a lingua azul. Os Estados-Unidos, no objetivo de controlar a DHE nas criagdes de veados
cativeiros, usaram vacinas autégenas contra EHDV-1 e EHDV-2, e no Japdo desenvolvou vacinas monovalente viva

atenuada contra estirpe Ibaraki em bovinos. Até agora, estas sdo as Unicas vacinas disponiveis, mas apresentam
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pouca seguranga, uma eficicia limitada e ndo tém capacidade DIVA, o que restrinjam a suas utilizagdes como

medidas profildticas (Maclachlan et al. 2015). Com a expansdo das dareas de reparticdo da doenga e o
aparecimento de casos clinicos mais severos nos bovinos, as perspectivas vacinais apresentam mais interesse.
Assim, novas tecnologias profilaticas estdo em desenvolvimento, como vacinas recombinantes e particulas
semelhantes a virus (VLPs) que ja foram mais estudadas para o controle dos surtos de BTV (Jiménez-Cabello et
al. 2022). Na presente revisdo, pretende-se apresentar uma visdo geral dos conhecimentos atuais sobre o EHDV,
incluindo a descricdo do agente etioldgico, as alteragGes na sua distribuicdo e viruléncia, uma andlise da infecdo
e desenvolvimento clinico da doenga, assim como, dos métodos de diagndstico e potenciais tratamentos para a

controlar.

2. AGENTE ETIOLOGICO.

2.1 APRESENTAGAO DO VIRUS.

O EHDV apresenta pelo menos sete serdtipos diferentes que sdo classificados como: EHDV-1, EHDV-2, EHDV-4 a
EHDV-8 (Maan et al. 2016). Antigamente eram considerados dez serétipos, no entanto na ajuda de analises
genéticas e filogenéticas foi mostrado que, o serdtipo EHDV-3 é uma estirpe de EHDV-1, que o EHDV-318
(também referido como EHDV-9) é uma estirpe de EHDV-6, e por fim, que o virus Ibaraki corresponde a uma
estirpe asiatica de EHDV-2 (Maan et al. 2016). Dois novos serétipos foram recentemente relatados, um daqueles
é o EHDV-10 que foi descrito pela primeira vez em 1998 no Japao (Yang et al. 2020; Duan et al. 2022; Xin et al.
2023; He et al. 2024).

Geralmente, os orbivirus possuem virions icosaédricos com um genoma de dez a onze segmentos de RNA de
cadeia dupla, no caso do EHDV, o seu genoma compreende dez segmentos identificados como segmentos 1-10
(Seg-1 a Seg-10), codificando sete proteinas estruturais (VP1 — VP7) e pelo menos quatro proteinas nao
estruturais (NS1 — NS4) (Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018; Sung et al. 2019; Rodrigues et al. 2022; Thabet
et al. 2023). Os virions BTV e EHDV consistem numa capside externa que envolve uma capside interna, esta
ultima é composta por duas camadas de proteinas, um nucleo e um subnucleo (Russell, Parbhoo and Gildenhuys

2018; Thabet et al. 2023).

2.2 AS PROTEINAS ESTRUTURAIS.

2.2.1 Acapside externa.

A cdpside externa consiste em duas proteinas: 60 trimeros de VP2 e 120 trimeros de VP5 (Anbalagan et al. 2014;
Jiménez-Cabello et al. 2023). A proteina VP2, codificada por Seg-2, é a proteina mais exposta do virion, é
responsavel pela ligagcdo ao recetor na célula hospedeira, e é o principal determinante do serdtipo do virus

através da especificidade de suas interagdes com anticorpos neutralizantes (Maan et al. 2016; Thabet et al.
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2023). Foi demonstrado que a proteina VP5, codificada por Seg-6, aumenta a resposta de anticorpos

neutralizantes induzida apenas pela VP2 (Rodrigues et al. 2022). Tanto a VP2 quanto a VP5 variam de maneira
especifica do serdtipo e sdo, respetivamente, os segmentos de proteinas/genoma do EHDV com maior
variabilidade (Maan et al. 2016; Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018; Rodrigues et al. 2022; Jiménez-Cabello
et al. 2023; Thabet et al. 2023). De acordo com Russell, Parbhoo and Gildenhuys (2018), a flexibilidade da
sequéncia da VP5 pode ser vital para permitir a existéncia de mutagdes e evitar o sistema imunolégico, pois faz

parte da camada externa que esta exposta a potenciais anticorpos.

2.2.2 Acapside interna.

O papel principal da capside interna é a protecdo do genoma. Esta capside é composta por duas camadas
adicionais: a camada intermédia, chamada também o nlcleo, constituida por 260 trimeros de proteina VP7,
codificada por Seg-7, e a camada interna, também chamada subnucleo, formada por 60 dimeros de VP3,
codificados por Seg-3 (Maan et al. 2016; Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018; Rodrigues et al. 2022; Jiménez-
Cabello et al. 2023). A VP7 é o antigeno especifico do grupo que distingue cada Orbivirus, independentemente
do serdtipo. Para além do seu papel de prote¢do do genoma, esta proteina serve também de ponte entre a
capside externa e a camada de VP3, e tem uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada (mais de 90%
de identidade de sequéncia) entre os serétipo de EHDV. Assim, a VP7 é a proteina especifica do serogrupo
imunodominante e é usada em ensaios imunoenzimaticos (ELISAs) especificos do serogrupo para diagnéstico de
doengas (Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018).

O interior do nucleo contém também o complexo RNA polimerase com as proteinas estruturais VP1, VP4 e VP6,
respetivamente codificadas pelos segmentos Seg-1, Seg-4 e Seg-9, que estdo intimamente associadas aos dez
segmentos de RNA de cadeia dupla do genoma viral (Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018; Jiménez-Cabello et
al. 2022). Desta maneira, a VP3 é uma proteina de ligagcdo ao RNA que interage tanto com o genoma do RNA viral
como com as proteinas menores VP1, VP4 e VP6. A automontagem da VP3 controla o tamanho e a organizacado
da estrutura da capside (Anbalagan et al. 2014). Também, o Seg-3 varia entre as estirpes isoladas de diferentes
regides, permitindo a identificagdo do topdtipo do virus (Xin et al. 2023). A proteina VP1, que é altamente
conservada, funciona como uma RNA polimerase dependente do RNA viral, e a VP4 é a enzima de captacdo e
acredita-se que a VP6 desempenha varias fungdes criticas na replicacdo do orbivirus, incluindo o empacotamento
do RNA gendmico na capside, interagdes com outras proteinas do capsideo e potencialmente atividades
enzimaticas relacionadas a manipulacdo do RNA (Anbalagan et al. 2014; Sung et al. 2019). Estas trés proteinas
sdo altamente conservadas: as estirpes orientais e ocidentais foram consideradas separadamente e mostraram

pelo menos 85% de identidade nas sequéncias de aminoacidos (Jiménez-Cabello et al. 2023).
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2.3 AS PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS.

As proteinas ndo estruturais (NS1 — NS4) ndo se encontram nas particulas virais, mas nas células infetadas e
desempenham papéis de suporte como o empacotamento do genoma, o transporte intracelular, a montagem
da capside, a libertagdo do virus e o controlo da resposta imune (Russell, Parbhoo and Gildenhuys 2018; Jiménez-
Cabello et al. 2023). A NS1, altamente expressa durante a replicagdo dos orbivirus, forma tubulos no citoplasma,
facilitando o transporte viral intracelular e afetando a patogenicidade, também atua como um regulador positivo,
promovendo a tradugdo do mRNA viral e a expressdo génica nos Orbivirus (Boyce, Celma & Roy 2012). Acredita-
se que a sequéncia proteica de NS1, codificada por Seg-5, é altamente conservada, com mais de 90% de
sequéncia homoldgica entre os serétipos de EHDV (Jiménez-Cabello et al. 2023). Codificada pelo Seg-8, a NS2
atua como ATPase, influenciando o empacotamento e tradugdo do RNA. Esta fosfoproteina é o principal
componente dos corpos de inclusdo viral, atuando como locais de montagem do virus. Os aminoacidos da NS2
variam mais do que os da NS1. A semelhanca na sequéncia da NS2 observada entre todas as estirpes varia em
torno de 79,7%, estas variagGes entre as estirpes ocidentais e orientais poderiam explicar diferengas de
patogenicidade em bovinos (Jiménez-Cabello et al. 2023). A NS4, codificada pelo Seg-9, ainda nao foi comparada
entre serétipo de EHDV, é considerada um fator de viruléncia no BTV. A sua rapida acumulagdo no citoplasma
sugere inicialmente um papel no ciclo de replicagdo viral, e nos estagios tardios da infecgdao a NS4, em conjunto
com a NS3 expressa em niveis elevados, pode facilitar a libertagdo viral nas células de Culicoides spp. (Belhouchet

et al. 2011; Jiménez-Cabello et al. 2023).

3. EPIDEMIOLOGIA.

3.1 HISTORICO E DISTRIBUIGAO DOS PRINCIPAIS SURTOS.

A doenga hemorragica epizodtica foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos de América (USA) em 1955
apoés um grave surto da doenga em veados de cauda branca, Odocoileus virginianus, em Nova Jersey (Shope,
MacNamara and Mangold 1960). Estes virus tém sido historicamente distribuidos entre as latitudes de 40°N—
50°N e 35°S, seguindo a presencga dos vetores Culicoides spp. (Maclachlan et al. 2015; Allen et al. 2019). Desde a
sua descri¢do inicial no leste dos Estados Unidos, a Doenga Hemorragica Epizodtica foi identificada em varias
regides do mundo, como nas Américas (incluindo o Caribe, América Central e do Sul), Africa, Asia (Leste, Central
e Sudeste Asiatico), Australia, ilhas do Oceano indico como Mauricio e Reunido, e no Oriente Médio. Embora a
infecdo pelo EHDV seja comum em ruminantes domésticos em muitas areas endémicas, ela raramente causa
doenca evidente, principalmente afetando os bovinos em vez dos pequenos ruminantes (Maclachlan et al. 2015).

No entanto, a epidemiologia desse patogénio estd em mudanca, com décadas de expansdo em dire¢édo ao norte,
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alcangando areas da Europa e América do Norte que possuem hospedeiros sem imunidade prévia contra este

patogénio (Allen et al. 2019).

Os diferentes serétipos ndo se encontram nas mesmas regioes, assim, apos investigacGes posteriores, o serétipo
EHDV-1 seria responsavel do surto de 1955 nos Estados Unidos (Shope, MacNamara and Mangold 1960; Noronha
et al. 2021). Em 1962 ocorreu um outro surto na provincia de Alberta, no Canadd, onde o EHDV-2 foi isolado. De
fato, estes dois serdtipos sdo considerados endémicos da América do Norte, e foram os Unicos detetados no
continente até 2006, ano que marcou a primeira dete¢do do EHDV-6 no estado de Indiana (Stallknecht et al.
2015; Ruder et al. 2017; Noronha et al. 2021). Nos ultimos 30 anos nos Estados Unidos, houve um aumento dos
casos relatos de DHE que diferem entre as regiGes, com o Nordeste e o Meio-Oeste apresentando um aumento
maior em compara¢do com o Sudeste, onde a DHE é endémica (Stallknecht et al. 2015). Nestas localiza¢des o
EHDV-2 é o sorotipo o mais detetado, mesmo se encontram-se também os EHDV-1 e EHDV-6. Os surtos de o
EHDV-2 e EHDV-6 em 2017 mostraram que o EHDV se propagou no norte dos Estados Unidos e no Sudeste do
Canada (Anbalagan et al. 2014; Stallknecht et al. 2015; Allen et al. 2019; Allen et al. 2020).

A expansdo do EHDV, tal como do seu vetor e a sua sobrevivéncia, ndo sdo totalmente compreendidos, mas
provavelmente estdo relacionados com varios fatores climaticos e paisagisticos ou ligados ao habitat. Em
particular, condi¢cdes de seca, parecem estar correlacionadas com os padrGes de DHE, especialmente durante
anos de surtos extremos (Stallknecht et al. 2015; Allen et al. 2020; Noronha et al. 2021).

Varios autores evidenciaram através de analises genética que o EHDV-6 Indiana apresenta nas sequéncias dos
segmentos 2 e 6 (VP2 e VP5) até 98 % de semelhanga nucleotidica e uma forte relagdo filogenética com o EHDV-
6 australiano (estirpe CSIRO 753), e os oitos outros segmentos seriam derivados dos segmentos do EHDV-2
Alberta, sugerindo que este rearranjo teria como origem uma divergéncia com um EHDV-6 australiano e o EHDV-
2 Alberta (Allison et al. 2012; Maclachlan et al. 2015; Ruder et al. 2017; Brown-Joseph et al. 2019; Rajko-Nenow
et al. 2019; Noronha et al. 2021). Depois da identificacdo do EHDV-6 Indiana em 2006, um aumento repentino
da doenga causada pelo EHDV-6 foi relatado no Nebraska, South Dakkota, Michigan e Missouri em bovinos
domésticos e veados de cauda branca. O EHDV-6 estabeleceu-se em todo os Estados Unidos e circulou também
fora das Américas do Norte pouco tempo depois da sua identificagdo inicial, como nas ilhas do Caribe (Maclachlan
et al. 2015; Brown-Joseph et al. 2019; Noronha et al. 2021). No entanto, o EHDV-6 isolado em Trinidad parece
similar ao EHDV-6 encontrado nos Estados Unidos e nas ilhas vizinhas, como a Guadalupe e a Martinica, embora,
filogeneticamente distinto. De fato, foi realizada a sequenciagdo completa do genoma do EHDV-6 Trinidad que
sugere que este virus veio das Américas e recebeu nove segmentos de um ancestral australiano e o segmento 8
de um serdtipo ndo identificado por agora (Brown-Joseph et al. 2019; Rajko-Nenow et al. 2019).

Assim, os rearranjos de Orbivirus é um processo que ocorre frequentemente quando uma mesma célula esta co-
infetada com pelo menos duas estirpes diferentes, e tem provavelmente um papel importante na evolugdo do

EHDV (Rajko-Nenow et al. 2019). Nos Estados Unidos, os surtos de EHDV-1 e EHDV-2 provocaram nos veados
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doengas clinicas graves, com alta mortalidade, mas ao contrario os bovinos ficaram assintomdticos, ou com

quadros subclinicos. No entanto, a produgdo bovina sufriu de outros surtos através o mundo, provocando graves
perdas econdmicas, o desenvolvimento de doengas clinicas e até mortalidade, como no Japao entre 1959 e 1960
com o grave surto de doenca de Ibaraki gerado pelo EHDV-2 estirpe Ibaraki (Urata, Watanabe and lwata 2015;
Duan et al. 2022).

Mais recentemente, a Israel e a Bacia do Mediterraneo sofreram também das epidemias de EHDV, levando a
importantes perdas na produgao leiteira, com surtos em Israel primeiramente de EHDV-7 em 2006, seguindo de
ambas EHDV-6 e EHDV-7 em 2015, e na Bacia do Mediterraneo de EHDV-6 em 2006 (Dhaou et al. 2016; Golender
et al. 2017; Mejri et al. 2018; Golender and Bumbarov 2019; Sghaier et al. 2022). Em Setembro de 2021, na
Tunisia, foram reportados em varias exploragées bovinas casos clinicos de DHE, que se espalharam rapidamente
para as regides mais ao norte do pais. Foi identificado que este surto se encontra associado ao EHDV-8 (Sghaier
etal. 2022). A primeira aparigdo do EHDV na Europa, com casos clinicos nomeadamente nos bovinos, foi detetada
em lItalia (na Sicilia e na Sardenha em Outubro de 2022), seguindo a Espanha, onde também foi identificado o
sorotipo EHDV-8 (Quaglia et al. 2023). De acordo com os relatdrios do Sistema Mundial de Informacdo
Zoossanitaria (WAHIS https://wahis.woah.org/#/event-management, Gltimo acesso no dia 16/04/2024), existem
dois focos em Portugal na regido do Alentejo e 226 em Franga, mas até agora o serdtipo envolvido ndo esta
confirmado.

Para sintetizar, a prevaléncia dos diferentes serétipos de EHDV varia consideravelmente em diferentes partes do
globo como é visivel na figura 1. Por exemplo, na América do Norte e do Sul, os serétipos mais comuns sdo EHDV-
1, EHDV-2 e EHDV-6 (Allen et al. 2019, Noronha et al. 2021), enquanto que no Japdo e China predominam EHDV-
1, EHDV-2, EHDV-7 e EHDV-10 (Kamomae et al. 2018; Xin et al. 2023; Yang et al. 2020). O EHDV tem se
disseminado na América do Norte, seguindo para o norte dos Estados Unidos até no Canadd. Na América do Sul,
foi encontrado no Equador, Guadalupe Francesa, Trinidad e Tobago, Guiana Francesa e Brasil. Na Oceania, o
EHDV estd restrito 8 Australia onde encontramos varios serétipos (Jiménez-Cabello, et al. 2023). Em Africa, a sua
presenca foi registada na lha da Reunido, em Mauritania (Africa Ocidental), e na Bacia do Mediterraneo foi
identificado os serdtipos EHDV-6, e o EHDV-7 em Israel (Golender et al. 2017; Golender and Bumbarov 2019).
Em 2021 o EHDV-8 foi detetado na Tunisia, seguindo em 2022 na Italia, o que foi o primeiro relato do virus na

Europa (Sghaier et al. 2022; Quaglia et al. 2023).
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Figura 1. Epidemiologia do EHDV no mundo (a) e na Europa (b). (a) As areas coloridas representam os paises onde
diferentes serdtipos de EHDV causaram surtos ao longo dos anos ou onde existem evidéncias seroldgicas. Os
serdtipos correspondentes em cada pais estdo indicados. Quando os surtos estdo localizados numa regido
especifica, todo o pais é indicado como infetado. (b) Representacdo das regiGes italiana e espanhola afetadas

(Jiménez-Cabello, et al. 2023).

3.1.1 Disseminagdo do virus.

A disseminacgdo do virus pode ocorrer por varias vias, como o transporte de Culicoides spp. infetados pelo vento,
especialmente dentro da Bacia do Mediterraneo, e talvez da Bacia do Mediterraneo para a Europa, com as
tempestades de areia (Garrett et al. 2015; Sghaier et al. 2022). Também os Culicoides spp. infetados podem ser
associados ao transporte de animais, humanos ou transporte de mercadorias, nomeadamente plantas e flores

cortadas; mas pode também ocorrer pela importacdo de animais com virémia (Carpenter et al. 2013).
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3.2 VETOR.

Os Culicoides spp. sdao pequenas moscas da familia Ceratopogonidae, as fémeas sdo hematofagas e apresentam
um grande leque de hospedeiros para alimentarse-se, onde se incluem pequenos ruminantes, bovinos, equinos
e humanos. Através todo o mundo, estes insetos sdo vetores importantes nos ruminantes de varios arbovirus,
especialmente de Orbivirus, e incluindo aqueles com RNA de cadeia dupla da familia dos Reoviridae, como o BTV
e o EHDV (Mills et al. 2017; Sghaier et al. 2017; Rivera et al. 2021). A OMS, no objetivo de confirmar um vetor
natural e a sua competencia para um patogénio, estabeleceu os quatro critérios seguintes: o patogénio deve ser
detetado em insetos ndo alimentados e coletados em campo; os insetos devem ser capazes de serem infetados
com o patogénio alimentando-se de um hospedeiro infetado ou de uma refeicdo de sangue artificial; os insetos
infetados devem ser capazes de transmitir com sucesso o patogénio durante a alimentacdo; deve haver uma
associagdo no espago e no tempo entre o vetor suspeito e o hospedeiro infetado no campo (McGregor et al.

2019; McGregor, Shults and McDermott 2022).

Nos Estados Unidos de América, encontram-se atualmente apenas duas espécies do género Culicoides que
correspondem aos critérios da OMS para serem consideradas como vetores confirmados do BTV e/ou EHDV, que
sdo o Culicoides sonorensis e o Culicoides insignis (Ruder, Howerth, et al. 2012; Mills et al. 2017; McGregor, Shults
and McDermott 2022). Ambas as espécies sdo associadas a produgdo pecuaria, nomeadamente de bovinos
(McGregor, Shults and McDermott 2022). C. insignis encontra-se na Florida e é um conhecido vetor do BTV, mas
Mcgregor et al. destacaram a sua capacidade de transmissdao do EHDV-2, mesmo que de forma menos eficiente
do que o C. sonorensis (McGregor, Shults and McDermott 2022). O C. sonorensis é endémico nos Estados Unidos
e encontra-se principalmente no Oeste do pais. E um vetor confirmado dos serétipos EHDV-1 e EHDV-2 e
apresenta capacidade vetorial para EHDV-7 (Ruder, Howerth, et al. 2012; Mills et al. 2017; McGregor, Shults and
McDermott 2022). Como o C. sonorensis apresenta capacidade de ser colonizado, permissividade a varios
patogénios e disponibilidade de ferramentas celulares e moleculares, para além de ser reconhecido como um
vetor confirmado pela OMS, é a espécie de Culicoides usada como vetor modelo de BTV e EHDV (Ruder, Howerth,

et al. 2012; Mills et al. 2017; McGregor, Shults and McDermott 2022).

O EHDV-8 foi detetado nas espécies seguintes: o C. imicola que estd presente no sul da Europa nas regioes
mediterranicas, o grupo C. obsoletus e C. scoticus para o qual a abundancia mensal aumenta gradualmente do
norte da Espanha até o meio da Escandinavia, e pela primeira vez em C. newsteadi e C. pulicaris (Federici et al.
2016; Cuéllar et al. 2018; Quaglia et al. 2023). No estudo de Quaglia et al. (2023), os Culicoides obsoletus/scoticus
eram o tdxon mais abundante, representando 56 % da populagdo total coletada de mosquitos, seguido por
Culicoides imicola (19 %), Culicoides pulicaris s.s., Culicoides newsteadi (9 %), outras espécies (4 %), Culicoides

bysta (1,5 %) e Culicoides punctatus (0,5 %) (Tabela 1). Como é visivel na tabela 2, dos 411 grupos testados (5.721
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mosquitos), 18 resultaram positivos para EHDV-8, consistindo em 283 fémeas. Destes, dez pools eram compostos

por Culicoides imicola (186 mosquitos), quatro por Culicoides obsoletus/scoticus (54 mosquitos), dois por
Culicoides pulicaris s.s. (14 mosquitos), um de Culicoides newsteadi (25 mosquitos) e um de Culicoides bysta (4

mosquitos).

Tabela 1. Abundancia relativa de espécies de culicoides coletadas durante os surtos de DHE na Sardenha.

(novembro de 2022 — fevereiro de 2023) (Quaglia et al. 2023).

EXPLORACAO C. C. c Outras
(nimero de . C. newsteadi C. punctatus pulicaris obsoletus/ ) . . TOTAL
imicola . bysta espécies
recolhas) s.S. scoticus
1(34) 828 271 43 802 7972 133 88 10137
2 (25) 857 640 8 340 640 41 143 2 669
3(3) 122 84 0 325 2 47 46 626
4(7) 721 13 1 1 1 6 279 1022
5(2) 370 360 39 0 6 6 104 885
TOTAL 2898 1368 91 1468 8621 233 660 15339

Tabela 1. Fémeas adultas de culicoides coletadas durantes os surtos de DHE na Sardenha (novembro de 2022 —

fevereiro de 2023) positivas para EHDV-8 e BTV-3 (Quaglia et al. 2023).

Numero de grupos positivos/testados Numero de grupos positivos/testados
Espécies para o EHDV-8; Numero de mosquitos  para o BTV-3; Numero de mosquitos
testados (taxa minima de infecgao%) testados (taxa minima de infegao%)
C. imicola *10/55; 912 (1,1) *15/55; 912 (1,6)
C. obsoletus / 4/186; 3542 (0,1) 0/186; 3542
scoticus
C. newsteadi 1/42; 365 (0,5) 0/42; 365
C. pulicaris ss 2/58; 572 (0,7) 0/58; 572
C. bysta 1/24; 78 (1,3) 0/24; 78
C.punctatus 0/8; 23 0/8; 23
Outras espécies 0/38; 229 0/38; 229
TOTAL 18/411; 5721 (0;31) 0/411; 5721

*Dois grupos eram positivos para os dois virus.

De acordo com Federici et al., o C. imicola pode infetar-se com vdrios serdtipos e apresenta os trés primeiros

critérios da OMS para ser considerado como um vetor do EHDV. As outras espécies europeias apresentadas
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podem ser consideradas como vetores potenciais, mas precisam de mais estudos sobre as suas capacidades para

a transmissdo deste virus (Federici et al. 2016; Cuéllar et al. 2018; Quaglia et al. 2023).

4. PATOGENIA.
4.1. INFEGAO DO VETOR CULICOIDES.

4.1.1. Progressao temporal e tropismo viral na infegao do culicoide.

A transmissdo da doenga hemorrdgica epizodtica comega com a infecdo do vetor Culicoides spp.. Essa etapa
acontece depois da ingestdao de uma refeicdo de sangue infetado pelo EHDV, que ocorre naturalmente quando
0 mosquito se alimenta num mamifero com virémia, ou em contexto laboratorial através de refeicdo artificial
com membrana de Parafilm e uma solucdo de sangue desfibrinado e de uma suspensdo do EHDV (Ruder,
Howerth, et al. 2012; Mills et al. 2017).

Diferentes estudos sobre a progressdo no tempo e o tropismo do EHDV nos tecidos do vetor (C. sonorensis),
mostraram que o primeiro local de infecdo é o intestino médio, onde a replicagdo viral pode ter inicio 48h apods
a alimentagdo, mas essa replicagdo parece limitada e restrita as células epiteliais do intestino médio até 5 dias
apds a alimentagdo (Mills et al. 2017). A partir de 5 dias apds a ingestdo do sangue infetado, o EHDV é
disseminado pela hemolinfa para infetar os tecidos secundarios suscetiveis, como: a lamela neural dos ganglios
cerebrais, o intestino médio posterior, o 6rgdo de Johnston (antena), os ganglios 6ticos e omatideos do olho, o
corpo gorduroso e as glandulas salivares (Mills et al. 2017; Nayduch et al. 2019). Através da imunohistoquimica
observou-se também a presenga do EHDV nas traqueas e traquéolas, assim que no ovario, mas ausente na bainha
ovariana, ovariolos, epitélio folicular, ovécitos e células nutrizes, pelo que ndo existe transmissdo vertical do
EHDV (Mills et al. 2017). Dos 6 a 10 dias apds a alimentagdo, a replicagdo nos tecidos secundarios aumenta,
principalmente no corpo gorduroso, no intestino e nas glandulas salivares. Estas Ultimas sdo responsaveis pela
transmissdo do virus durante a refeicdo de sangue seguinte num hospedeiro ruminante suscetivel, como os

cervideos e os bovinos (Mills et al. 2017).

4.1.2. Impacto da temperatura e de fatores bioldgicos.

Os artropodes sdo poiquilotérmicos, e assim a temperatura é um fator importante na capacidade de replicacdo
e de transmissdo dos orbivirus (Carpenter et al. 2011). Também foi evidenciado que a temperatura tem um
impacto no periodo de incubagdo extrinseco (EPI), que representa o intervalo de tempo entre a ingestdo da
refeicdo infetante e a capacidade de transmitir o patogénio (Ruder et al. 2015). De facto, a temperatura
necessaria para a replicagdo do EHDV-1 nos C. sonorensis é de 19,5°C, o que é mais elevado do que nos outros
orbivirus (Carpenter et al. 2011). Foi demonstrado que um aumento da temperatura resulta numa diminuicdo
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do EPI, com 12 a 16 dias para obter mosquitos potencialmente competentes a 20°C, contra 2 a 4 dias a 30°C, o

que sugere que as mudangas climaticas podem ter impacto epidemioldgico na DHE. No entanto, sdo necessarios
mais estudos nas outras espécies de culicoides e com mais serotipos, e aquisicdo de dados sobre outros fatores
como, por exemplo, a humidade relativa (Ruder et al. 2015).

Como a transmissao do EHDV para o hospedeiro ruminante ocorre durante a alimentagdo hematéfaga, com
introducdo de saliva do Culicoides spp.. Assim as propriedades da saliva do vetor apresenta um papel importante
na eficdcia da transmissao viral. De fato foi demonstrado que a saliva dos Culicoides spp., nomeadamente de C.
sonorensis, contém proteases capazes de clivar as proteinas VP2 da capside externa do orbivirus, com clivagem
completa numa estripe oriental de EHDV-2 mas pouco eficiente na estirpe ocidental do mesmo serétipo. Esta
clivagem gera particulas subvirais infeciosas e, assim, aumenta a infeciosidade das particulas virais, em dez vezes
para células derivadas de C. sonorensis (Darpel et al. 2011).

O nivel da virémia também pode afetar a capacidade vetorial dos culicoides, pois refei¢cdes sanguineas em
animais que apresentavam uma viremia baixa resultaram em menor eficiéncia da infecdo do vetor e de posterior
transmissdo viral do EHDV-7 em C. sonorensis (Ruder, Howerth, et al. 2012). Por outro lado, a capacidade vetorial
pode variar individualmente, os fatores ainda ndo foram completamente elucidados, mas poderiam incluir
barreiras fisicas, como matriz peritréfica e tecidos do intestino médio, assim que as defesas imunomediadas com

as respostas imunes inatas e a via do siRNA (Nayduch et al. 2019).

4.2. INFECAO DO RUMINANTE HOSPEDEIRO.

4.2.1. Os locais de replicagdo primarios e secundarios.

O hospeideiro ruminante suscetivel é contaminado pelo EHDV via a saliva infetada do Culicoides spp. infetado
durante a alimentagdo hematdfaga. Nos ruminantes o primeiro local de infegdo sdo as células dendriticas e os
macrofagos. A migracdo destes ultimos transporta o virus para os ganglios linfaticos regionais, onde ocorre a
primeira replicagdo viral (Howerth 2016; Jiménez-Cabello et al. 2023). A circulagdo linfatica dissemina o virus
para os 6rgdos, especialmente o bago e os pulmdes. No entanto, o EHDV ja foi também detetado no figado, no
coracgdo, no cérebro e cerebelo, na pele, nos rins, assim como, nos testiculos. Depois da sua disseminagdo no
organismo, a segunda replicacgdo viral ocorre nos macréfagos e nas células epiteliais (Bréard et al. 2013; Howerth

2016; Jiménez-Cabello et al. 2023).
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4.2.2. Aresposta do interferon de tipo 1.

Inicialmente existe uma resposta do interferon de tipo 1 (IFN-1) na infe¢do viral, que parece dificultar a replicagao
viral nos estudos usando o BTV como modelo de arbovirus (Hardy et al. 2023). De fato os IFNs-1 sdo mediadores
que propagam sinais dentro e entre células para induzir a expressao de efetores antivirais. Nos veados de cauda
branca bem como nos ovinos infetados pelo BTV, a resposta do IFN-1 corresponde a um pico de virémia, e ao
contrario, nas células endoteliais de bovinos, esta resposta é mais pronunciada, mas ndo é associada a virémia
(Vitour et al. 2014; Howerth 2016; Hardy et al. 2023). Estes resultados sugerem que nos bovinos esta produgdo
mais importante de IFN-1 ajuda a ter uma maior tolerancia aos arbovirus (Hardy et al. 2023). A resposta do

interferon-1 precisa de ser mais estudada, nomeadamente no caso das infegdes com o EDHV.

4.2.3. O papel da libertagdo das interleucinas 1 e 6.

Além dos danos diretamente provocados pela replicagdo do EHDV nos macréfagos e nas células epiteliais, foi
observado a libertagdo de citoquinas pré-inflamatdrias, as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6). Da mesma maneira,
foi mostrado um aumento da transcrigdao dos genes que codificam IL-1 e IL-6 em culturas de células endoteliais
microvasculares, de ovelhas e bovinos, infetados pelo BTV (Sharma et al. 2016). Estas interleucinas sdo
mediadores da inflamagdo e da vasodilagao, como também o dxido nitrico, e podem contribuir na severidade da
doenga clinica (Howerth 2016; Sharma et al. 2016; Jiménez-Cabello et al. 2023). De fato, a libertagdo de IL-1
conduz as respostas da fase aguda, como a vasodilatacdo e um aumento da permeabilidade vascular, o que induz
afebre, a hiperémia e a exsudacdo de fluido nos tecidos moles e nas cavidades corporais (Howerth 2016; Sharma
et al. 2016). Em resposta as lesGes teciduais, e outros estimulos inflamatdrios, a IL-1 pode também estimular a
produgdo de IL-6 pelos macrofagos e células endoteliais (Sharma et al. 2016). De acordo com estes autores, a IL-
6 pode promover uma resposta tanto pré-inflamatdria, quanto anti-inflamatéria, e representa um dos principais
mediadores das manifestagGes clinicas associadas a lesdes teciduais que foram obervadas nos veados de cauda
branca (febre, caquexia, leucocitose e trombocitose, elevagao dos niveis plasmaticos de proteinas de fase aguda
e diminui¢do dos niveis plasmaticos de albumina).

O papel das interleucinas nas diferencas de severidade clinica nas diversas espécies suscetiveis ao EHDV
merecem estudos mais aprofundados. Para além dos danos provocados pela libertagdo das citoquinas, o EHDV
otimiza as condic¢Oes de replicacdo nas células epiteliais, através as vias celulares, como a autofagia e a apoptose
(Shai et al. 2013). Nos ensaios que utilizam células do endotélio da artéria cardtida e da artéria pulmonar de
bovinos, mostraram que in vitro, o EHDV parece beneficiar do stress celular para induzir autofagia, e contribuir
para replicagdo viral. Igualmente a apoptose foi induzida diretamente pela replicagdo viral e sugerida como um

mecanismo importante na patogenia do EHDV (Shai et al. 2013; Sharma, Stallknecht and Howerth 2016). De fato,
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a lesdo provocada pela apoptose das células do epitélio vascular leva a hemorragias e tromboses (Shai et al.

2013; Howerth 2016; Jiménez-Cabello et al. 2023).

4.3. FORMA CLINICA DA DOENCA HEMORRAGICA EPIZOOTICA.

O EHDV geralmente provoca doenga grave com alta morbilidade e mortalidade nos cervideos cativos e selvagens,
especialmente nos veados de cauda branca com sindrome febril (Zientara et al. 2023). De fato, esta espécie serve
como o principal modelo animal. Os bovinos também suscetiveis, mas desenvolvem raramente a doencga clinica,
ou de forma menos severa do que nos ruminantes selvagens. No entanto, mesmo com infegdes assintomaticas,
os bovinos podem desenvolver altos niveis de viremia em fungao da exposicao ao virus, e podem servir entdo de
hospedeiro amplificador na epidemiologia do EHDV. Esta caracteristica permite a utilizacdo desta espécie
pecuaria como animal sentinela (Nol et al. 2010; Garrett et al. 2015; Ruder et al. 2016; Hairgrove et al. 2018;
Becker et al. 2020; Spedicato et al. 2023).

4.3.1. Sinais clinicos.

Os sinais clinicos mais comuns reportados nos veados de cauda branca compreendem febre, depressao,
anorexia, eritema nas regides de pélo fino, pélo com mau aspeto, hiperémia das conjuntivas e da mucosa oral,
dificuldade respiratdria, desidratacdo e perda de peso (Figura 2). Sdo também observados casos com edema da
face e do pescoco, ptialismo, decubito e relutdncia em levantar e tendéncia para quadros hemorragicos como
hemorragias orais (Nol et al. 2010; Ruder, Allison, et al. 2012; Garrett et al. 2015; Stevens et al. 2015; Hairgrove
et al. 2018; Zientara et al., 2023). Nos individuos que sobrevivem a doenga aguda pode-se desenvolver uma
forma crénica com inapeténcia e letargia continua, laminite e deformag&do dos cascos, assim como, ulceragédo no

rimen e no trato gastrointestinal (Nol et al. 2010; Zientara et al. 2023).

Figura 2. Desenvolvimento de doenca clinica em veado de cauda branca pelo EHDV-2. Este animal no dia 4 apds
a infegdo apresentou ma condigdo corporal e pélo com mau aspeto. Se observa eritema da pele periorbitaria

(Howerth 2016).
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Na maioria do tempo, os bovinos sdo assintomaticos ou manifestam doenca subclinica. Contudo casos clinicos,

com graves consequéncias econdmicas, ocorreram em exploragdo bovinas durante os surtos de EHDV-2 Ibaraki
no Japdo, de EHDV-7 em Israel (Kamomae et al. 2018). De maneira geral, como nos ruminantes selvagens, as
manifestacGes clinicas da DHE nos bovinos sdo similares as da doenga da Lingua Azul. Assim, os animais
apresentam anorexia, febre, secre¢des nasais e ptialismo, palpebras e lingua inchadas (Figura 3), edema
submandibular e disfagia, lesdes ulcerativas na mucosa oral (Figura 4), desidratacdo, laminites e também uma
importante diminuicdo da produgdo leiteira (Temizel et al., 2009; Bréard et al. 2013; Garrett et al. 2015;
Hairgrove et al. 2018; Becker et al. 2020; Spedicato et al. 2023). Existem também casos onde foram relatados
cessagdo da ruminagdo, e ao nivel reprodutivo abortos e ma-formagdes congénitas (Bréard et al. 2013; Golender
et al. 2021). Os bovinos afetados pelo EHDV normalmente recuperam, e se ocorrer a morte, ndo esta geralmente

relacionada com uma patogénese viral aguda, mas com uma doenga secunddria (Garrett et al. 2015).

Figura 4. Lesdo erosiva na mucosa oral de vaca seropositiva para o EHDV, Turquia, 2007 (Temizel et al., 2009).

Os vitelos desenvolvem virémia, que é detetdvel a partir de 2 a 4 dias apds a inoculagdo do virus, mas eles
parecem menos afetados do que os animais adultos. De fato, nos surtos de EHDV-6 na Turquia e em Marrocos,

os bovinos afetados tinham entre dois e cinco anos, no entanto na ilha da Reunido a doenca atingia animais de
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seis meses a dez anos, sugerindo que essa variagao de suscetibilidade dependente da idade para desenvolver

doenga clinica seria também dependente do serdtipo e da estirpe de EHDV (Bréard et al. 2013). Estudos onde
foram realizadas infe¢Ges experimentais em vitelos de 2 a 5 meses mostraram que os serotipos EHDV-7 (estirpe
Israel) e EHDV-8 emergente na Europa sdo capazes de provocar doenga clinica nestes animais jovens (Ruder et
al. 2016; Sailleau et al. 2019; Spedicato et al. 2023). Os sinais clinicos observados compreendem para os dois
serdtipos febre, nas infe¢des por EHDV-7 foi identificada apatia, diarreia, prostracdo, incapacidade de ficar de pé
e anorexia, e nas infecoes por EHDV-8 eritema, Ulceras e hemorragias nasais evoluindo em lesdes crostosas e
salivagdo excessiva (Figura 5). No entanto, ndo foram observadas lesdes orais. Demais foram efetuados analises
hematoldgicas, nos animais infetado por EHDV-8 foi observado uma diminuigdo significativa da contagem das
células vermelhas e um aumento da contagem das células da linha branca (Tabela 3) (Ruder et al. 2016; Sailleau

et al. 2019; Spedicato et al. 2023).

A B C

Figura 5. Infegdo experimental com inoculado de EHDV-8 em vitelo Holstein-Friesian de 4-5 meses de idade. A
partir de 6 dpi, um dos quatros vitelos apresentou sinais clinicos compativel com a DHE, incluindo eritema, ulceras
e hemorragias nas narinas (A). Essas lesGes pioraram em lesGes crostosas e Ulceras no nariz (B). Foi também
observado ptialismo leve, mas ndo houvesse lesdes orais. Aos 10 dpi, apds a descamagdo das crostas, foram

observadas ulceras e hemorragias (C) (Spedicato et al. 2023).
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Tabela 3. Andlises hematoldgicas de vitelos Holtein-Friesan de 4-5 meses experimentalmente infetados por

EHDV-8 (Spedicato et al. 2023).

Parametros mediana pré-infe¢ao me:i;fa:g;sés- Valor P
hematdcrito (%) 28,1 27,5 0,456
concentra¢do de hemoglobina (g/dL) 10,75 10,25 0,053
contagem de plaquetas (103/mcL) 570,5 517 0,288
contagem das células vermelhas (108/mcL) 8,905 8,065 <0,001
contagem das células da linha branca (103/mcL) 10,09 11,875 0,04

4.3.2. Exame pos-mortem.

Como geralmente nos bovinos as manifestacdes clinicas da doencga sdo menos importantes do que nos cervideos,
também nas necropsias habitualmente ndo se observam lesGes tdo graves. Contudo, macroscopicamente foram
descritas lesGes como, edema do eséfago, faringe e lingua em vaca infetada pelo EHDV-6 que apresentava sinais
de disfagia, assim como dilatag¢do do limen do eséfago (Figura 6) (Kamomae et al. 2018). Num outro estudo,

uma vaca inoculada com o EHDV-7 tinha uma efusdo pleural severa (Ruder et al. 2016).

Figura 6. LesGes no eséfago da vaca necropsizada, Japdo, 2015. Dilatacdo do limen. Seccdo transversal do
eséfago fixado em formalina: controlo (esquerda) e da vaca afetada pelo EHDV-6 onde observamos uma

dilatagdo do lumen (direita) (Kamomae et al. 2018).
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Nos veados de cauda branca, as lesdes observadas referem petéquias até hemorragias equiméticas em varios

tecidos, incluindo o pericardio, as serosas e mucosas gastrointestinais, edema e congestdo pulmonar e efusdes

pleurais (Figura 7), necrose e até ulceras perfurantes no duodeno (Ruder, et al. 2012).

Figura 7. LesGes macroscopicas resultantes de doenca clinica em veados de cauda branca infetados com EHDV.
(A) A doenga pode ser hiperaguda com a morte no prazo de 4 dias apéds a infecgdo, geralmente como resultado
de edema pulmonar grave. (B) Os animais que sobrevivem durante mais tempo desenvolvem a forma aguda mais
tipica de doenca caracterizada por hemorragias graves, como se verifica no rimen deste veado de caude branca
no dia 8 apods a infegdo. (C) Danos vasculares resultam na ulceragdo da cavidade oral e do trato gastrointestinal

na forma subaguda da doenga (Howerth 2016).

As observagOes histopatoldgicas geralmente correspondem ao quadro da doenga, com congestdo, edema, e
hemorragias com ou sem necrose nos pulmd&es, no bago, na mucosa do rimen e nas camadas musculares do
trato gastrointestinal, trombose e necrose fibrindide no epitélio vascular (Nol et al. 2010; Ruder, Allison, et al.
2012; Kamomae et al. 2018). No entanto, como nos bovinos a severidade clinica, e mortalidade quando acontece,
é habitualmente causada por uma doencga ou infe¢do secundaria, pode ser complicado determinar se as lesdes

sdo parcialmente ou totalmente da responsabilidade do EHDV (Garrett et al. 2015; Sailleau et al. 2019).

5. METODOS DE DIAGNOSTICO.

5.1 METODOS LABORATORIAIS.

Nos bovinos as infecbes pelo EHDV sdo frequentemente subclinicas, ou assintomaticas, contido quando a
doenga clinica se manifesta, os sinais clinicos ficam inespecificos e semelhantes aos outras doengas, como na
doenca da lingua azul. Por esta razdo, um diagndstico laboratorial € indispensavel. A partir das amostras clinicas
(sanguineas ou tecidos provenientes de necrdpsias como os pulmdes, o baco ou linfonodos por exemplo), a
identificacdo do EHDV passava initicialmente por métodos de isolamento do virus em células de cultura, ou ovos
embrionados de galinha, seguido de um teste de neutralizagdo viral (VNT) utilizando soros de referéncia. Mas

infelizmente, estes Ultimos ndo estdo disponiveis para cada serdtipo (Viarouge et al. 2015).

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 20




euvg

5.2. ENSAIOS DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR).

Como os procedimentos de isolamento viral e os VNT sdo muitos demorados (pelo menos duas semanas), foram
desenvolvidos métodos mais rapidos: os ensaios de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)
(Maan et al. 2010; Viarouge et al. 2015). Estes diversos métodos de PCR permitem detetar o RNA do EHDV em
amostras clinicas, como sangue ou bago, sem a necessidade de isolar o virus. Os ensaios de RT-PCR sdo
direcionados para NS1 ou NS3, que sdo codificadas por genes altamente conservados, ou por VP2 ou VP3, que
apresentam uma maior variabilidade genetica (Clavijo et al. 2010). Estes métodos apresentam boa sensibilidade
e especificidade. No entanto, devido a alta variabilidade encontrada na regido S2 do segmento 2 do virus, é
provavel que novas estirpes tenham alteragdes nos locais de ligagdo dos primers e sondas utilizados nesses
ensaios. Diversos estudos mostram uma variabilidade de 30 a 35 % nas sequéncias nucleotidicas da regido S2

entre estirpes do mesmo serdtipo (Viarouge et al. 2015; Portanti et al. 2023).

5.3. ENSAIOS RECENTEMENTE DESENVOLVIDOS.

Viarouge et al. (2015) criaram um ensaio pan-EHDV duplex RT-PCR que amplifica uma regido do segmento 9 de
todas as estirpes de EHDV, juntamente com ensaios de serotipagem especificos para amplificar a parte do
segmento 2 de cada serdtipo. Também foi incluido um ensaio para amplificar o gene B-actina como controlo
interno. Estes ensaios foram desenvolvidos e validados para serem aplicados em amostras bioldgicas de campo,
permitindo a detecdo e caracterizagdo do EHDV de diferentes serdtipos, e apresentam uma especificidade e
sensibilidade de 98 e 99%, respetivamente.

Recentemente, ensaios de transcricdo reversa mediada por loop isotérmico amplificagdo (RT-LAMP) foram
desenvolvidos para detegdo rapida e precisa do EHDV, com potencial de uso em campo. Devido a diversidade da
sequéncia deste orbivirus, foram projetados dois conjuntos de iniciadores para detecdo das estirpes de topdtipo
ocidental (s9.W) e oriental (s9.E), ambos direcionados ao Seg-9 do genoma do EHDV (Rajko-Nenow et al. 2021).
Ambos os conjuntos de iniciadores demonstraram alta especificidade para o EHDV, detetando mais de 40
isolados de EHDV representando oito serdtipos conhecidos, de diferentes locais do mundo. Os ensaios RT-LAMP
podem ser usados tanto em formato Unico quanto multiplex, sendo mais sensiveis no formato Unico, e poderiam
ser Uteis em areas com suspeita de circulagdo de varias estirpes. A sensibilidade do ensaio s9.W RT-LAMP foi
calculada em 72,2% em relagdo a RT-gPCR. O RT-LAMP é econdémico, pode ser adaptado para uso em laboratérios

de diagndstico existentes e representa uma alternativa viavel ao RT-qPCR (Rajko-Nenow et al. 2021).

QONITAR,

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 21 3




euvg

5.4. OS TESTES SEROLOGICOS.

Nos Estados Unidos da América, os testes seroldgicos mais comuns realizados pela National Animal Health
Laboratory Network sdo a imunodifusdo em gel de agar (AGID) e ensaios imunoenzimaticos competitivos
(cELISA). No entanto, o AGID apresenta alguns problemas de sensibilidade e de especificidade a causa da alta
reatividade cruzada entre BTV e EHDV, tornando este teste como inapropriado na derterminagdo do estado
seroldgico negativo em animais individuais. Os kits comerciais cELISA s3o mais sensiveis e especificos, porém
caros e exigem testes individuais para cada virus (Drolet and Reister-Hendricks 2021). De um outro lado, uma
nova tecnologia foi desenvolvida: o Imunoensaio com Microesferas Fluorescentes (FMIA), a fim de detetar os
anticorpos contra os dois orbivirus numa Unica amostra, oferecendo assim uma maior sensibilidade, e a
capacidade de diferenciar o BTV e o EHDV simultaneamente (Drolet and Reister-Hendricks 2021). Comparada ao
cELISA comercial, a FMIA duplex apresentou um maior desempenho na detecdo de anticorpos BTV, embora com
menor especificidade, e na deteg¢do de anticorpos EHDV com maior sensibilidade. A FMIA oferece vantagens em
termos de capacidade de detegdo simultanea e rdpida, reduzindo o tempo e o custo necessarios para testes de
regulamenta¢do do comércio animal e identificagdo de riscos para rebanhos vizinhos (Drolet and Reister-

Hendricks 2021).

6. ABORDAGENS DE PREVENCAO e COMBATE AO ViRUS DA DOENCA HEMORRAGICA EPIZOOTICA.

6.1. TRATAMENTO DA DOENGA HEMORRAGICA EPIZOOTICA.

Atualmente ndo existe tratamento especifico contra o EHDV, entdo no caso de desenvolvimento de doenga
clinica, s6 um tratamento de suporte adaptado pode ser implementado. Este baseia-se no isolamento do animal
para obter condi¢Ges permitando o seu repouso, a realizagdo de fluidoterapia com eletrdlitos para corrigir a
desidratacdo e o desequilibrio eletrolirico assim que a anorexia, a administragdo de anti-inflamatérios nado
esteroides (AINES) no objetivo de reduzir a inflamagdo e controlar a pirexia, e também de diuréticos, como a
furosemida, a fim de reduzir o edema associado a vasculite (Garrett et al. 2015; Gamsjager and Chigerwe 2023).
N&do devem ser esquecidas os riscos de infecGes secundarias, e no caso onde existe, devem ser tratadas com a

administracdo de antibiéticos adaptados (Gamsjager and Chigerwe 2023).

6.2. VACINAS.

6.2.1. Vacinas autdlogas.

Os Estados Unidos, onde a DHE é endémica, no objetivo de controlar a doenga nas exploragGes de veados

cativeiros, elaboraram vacinas autégenas a partir de amostras bioldgicas, através do isolamento e da cultura da
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estirpe especifica do virus envolvido na infegdo (Scott and James 2015; Jiménez-Cabello et al. 2023). Os agentes

patogénicos sdo entdo inativados para produzir a vacina destinada ao rebanho (Scott and James 2015). Nos
Estados Unidos, as vacinas autégenas tém sido desenvolvidas usando antigénios inativados do BTV e EHDV, assim
a maioria contém multiplos serétipos de EHDV e BTV. Estas vacinas sdo amplamente empregadas em ovelhas e
na produgdo de cervideos em cativeiro. Embora, consideradas relativamente seguras, a eficacia e a efetividade

destas vacinas levantam algumas duvidas (Scott and James 2015).

6.2.2. Vacinas vivas modificadas ou inativadas.

No Japao a doenga de Ibaraki provocou casos clinicos graves em bovinos, com alta mortalidade e consequéncias
econdmicas importantes, para controlar os surtos e a gravidade destes, foi desenvolvido e utilizado uma vacina
viva modificada monovalente e uma vacina viva inativada bivalente, ambas derivadas da estirpe EHDV-2 Ibaraki
(Spedicato et al. 2014; Scott and James 2015; Jiménez-Cabello et al. 2022). Nos orbivirus como o BTV e o EHDV,
os antigénicos neutralizantes dos orbivirus estdo localizados na proteina VP2 da capside externa, enquanto a
proteina VP5, pode influenciar a conformacdo de epitopos individuais em VP2. Assim, as respostas imunes
provocadas pela vacinagdo e a recuperagao pos-infe¢do, incluem produgao de anticorpos neutralizantes contra
VP2, bem como respostas imunes celulares humorais ndo neutralizantes, e citotdxicas, direcionadas a outras
proteinas virais estruturais e ndo estruturais (Scott and James 2015; Jiménez-Cabello et al. 2023).

As vacinas realizadas a partir de virus inteiros inativados sdo consideradas muitas seguras quando sao produzidas
corretamente, e podem ser altamente eficientes. Em teoria seria possivel desenvolver estratégias para distinguir
animais infetados de animais vacinados, com esse tipo de vacinag¢do, embora ainda ndo estejam disponiveis
(Scott and James 2015). Estudos indicam que as vacinas inativadas contra o BTV sdo eficazes para reduzir a
virémia e os sintomas da doenga em animais vacinados. Além disso, observa-se que as respostas de anticorpos
podem perdurar por varios anos em muitos casos. Essa reduc¢do da virémia permitiu, durante os surtos de BTV-
8, na Europa prevenir a transmissdo vetorial e transplacentaria (Scott and James 2015). A seguranca da vacina
viva inativada contra EHDV-2 foi avaliada em vacas gestantes, e mostrou que esta vacina é indcua. Do fato, ndo
houve ocorréncia de sinais clinicos ou abortos. A dete¢do de virémia em apenas um animal, por um dia, apds a
vacinagdo, sugere que o produto é seguro em relacdo a propagacdo do virus da vacina no ambiente. Também,
contrariamente aos virus das vacinas contra a lingua azul, os contras a DHE ndo atravessaram a placenta e ndo
infetaram os tecidos fetais (Spedicato et al. 2014).

As vacinas vivas modificadas sdo economicamente viaveis para producdo em larga escala, conferem imunidade
protetora com uma Unica aplicacdo e demonstraram eficacia na prevencdo da doenca clinica da lingua azul nas
regides onde sdo utilizadas, como por exemplo nos rebanhos de pequenos ruminantes em Portugal. A capacidade

dessas vacinas de estimular uma resposta robusta de anticorpos esta diretamente ligada a sua capacidade de
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replicagdo no organismo vacinado. Contudo, estas vacinas apresentam diferentes consequéncias adversas

potenciais, como doenga clinica com redug¢des importantes da produgdo leiteira, e a possibilidade de
disseminagdo através de vetores, podendo resultar em reversdo para viruléncia e/ou rearranjo genético entre as

vacinas vivas modificadas e estirpes virais de campo (Scott and James 2015).

6.2.3. Vacina de subunidade recombinante

As vacinas de proteina recombinante oferecem vantagens significativas como estratégias potenciais contra o
EHDV. Ao contrario das vacinas vivas modificadas, que podem reorganizar seus genes com estirpes selvagens, as
vacinas de subunidade recombinante apresentam risco minimo para o meio ambiente. Compostas por um
numero limitado de antigénios selecionados, podem ser projetadas com compatibilidade DIVA em mente, que é
a capacidade de distinguir animais infetados de vacinados. Assim, recentemente foram produzidas num sistema
de expressdo de baculovirus, proteinas da capside externa VP2 recombinantes (rVP2) dos serétipos EHDV-2 e
EHDV-6. Foi mostrado que a formulagdo contendo rVP2 estimulou respostas de anticorpos neutralizantes em
ratos e bovinos, e protegeu veados de cauda branca contra o EHDV virulento em testes de desafio. No entanto,
a longevidade da imunidade protetora e a capacidade de resposta a multiplos serdtipos ainda precisam ser

estudadas para aprimorar a eficacia e a formulagdo das vacinas contra o EHDV (Sunwoo et al. 2020).

6.2.4. Outras vacinas candidatas experimentais.

Como a DHE é menos severas nas espécies pecuarias do que a doenca da lingua azul, houve menos esforgos nas
pesquisas para desenvolver vacinas de proxima gera¢des contra o EHDV, do que contra o BTV. Mas com a recente
detecdo de casos de EHDV-8 na Unido Europeia, um reforco da investigacdo serid possivel. No entanto, com a
imprevisibilidade da epidemiologia do EHDV, é necessario encontrar novas abordagens vacinais que abranjam
multiplos serétipos (Jiménez-Cabello et al. 2023). Por isso, foi recentemente desenvolvido um sistema genético
reverso, e também, os conhecimentos adquiridos na producdo de particulas semelhantes a virus (VLPs) de BTV,
foram aplicados para gerir particulas semelhantes a nucleo (CLPs) e VLPs de EHDV (Jiménez-Cabello et al. 2022).
As CLPs do EHDV, compostas pelas proteinas intermediarias VP7 e internas VP3, fornecem a estrutura para a
montagem dos VLPs. Foi mostrado que os VLPs do EHDV sdo capazes de induzir altos titulos de anticorpos
neutralizantes especificos para um mesmo serétipo, mas niveis mais baixos contra os outros serétipos. Também,
produzir VLPs recombinantes do EHDV via baculovirus pode encontrar limitagGes, assim a produgdo baseada em

plantas seria uma abordagem altamente desejavel (Scott and James 2015; Jiménez-Cabello et al. 2022).
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6.3. MEDIDAS DE PREVENGCAO E CONTROLO DE SURTOS.

Entre as vdrias estrategias possiveis no controlo da DHE, uma consiste na exlusdo da infe¢do da regido, ou pais,
em causa, evitando entdo a introdu¢do do hospedeiro mas também de vetores infetados. Nas areas endémicas
ou invasivas, as estratégias de eleicdo sdo profilaticas ou terapéuticas (Maclachlan et al. 2015). Nos animais
selvagens, geralmente é considerado impraticavel de tratar. Nos bovinos a doenca de Ibaraki provoca uma alta
mortalidade devida a disfagia e a pneumonia por aspiragdo, nas infegdes por outras estirpes de EHDV, a letaliade
é mais rara, e quando ocorre a morte do animal é geralmente a consequencia de infe¢cdes secundarias, assim a
prevencdo e tratamento dessas complicagdes ndo devem ser negligenciados (Maclachlan et al. 2015). Hoje em
dia, no mercado ndo existe vacinas seguras e eficientes, entdo o melhor método para diminuir a transmissao do
EHDV entre a fauna salvagem e as espécies pecuarias fica, o controlo dos insetos vetores, através a redugao das
populagdes de mosquitos com a aplicagdo de tratamentos quimicos direcionados aos mosquitos imaturos e
adultos e a redugdo dos habitats larvares. Desta maneira, a limitacdo do contato entre os vetores e os
hospedeiros, diminui a transmissdo viral durante os surtos (Noronha et al. 2021). Contudo, em pastagens
extensas fica um desafio, devido as grandes superficies geograficas a tratar, os esforcos de maneio e uma
quantidade importante de produtos sdo necessarios para uma aplicacdo eficaz de inseticidas. Demais o
tratamento do ambiante tdo como os tratamentos pour-ons dos animais apresentam impactos ecologicos
negativos que ndao podem ser descartados. Por isso, estdo em desenvolvimento pesticidas de préxima geragao
baseados em tecnologias de controlo de mosquitos, ao fim de reduzir a exposicdo a pesticidas quimicos e
minimizar o impato em espécies ndo-alvos. Outras técnicas visando o controlo dos surtos de EHDV, através de
tratamentos especificos dos vetores, estdao em desenvolvimento, como técnicas do inseto estéril, infe¢cdes por
Wolbachia e também RNAI. O estudo da epidemiologia e a identificagdo continua de novas espécies vetores sdo

fundamentais para antecipar e controlar a doenca (Noronha et al. 2021).

7. CONCLUSAO.

Os recentes surtos e dete¢Bes do virus da Doenga Hemorrdgica Epizodtica em novas regides do mundo,
nomeadamente na Unido Europeia, motivaram um avanco significativo dos conhecimentos atuais sobre a DHE.
De fato, com a expensdo da area de reparticdo geografica do EHDV, aprofundar os conhecimentos sobre a
epidemiologia, a patogénese e as estratégias de controlo da doenga parecem agora ainda mais importante.

Diversos estudos revelaram que este orbivirus transmitido por artropodes do género Culicoides, afeta os
ruminantes silvestres e domésticos, com uma maior severidade clinica nas espécies selvagens, especialmente

nos veados de cauda branca. Contudo, nos Ultimos anos algumas estripes causam doengas mais severas nos
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bovinos e impactam a produgdo pecudria. Assim, viruléncia do virus nas espécies domésticas preocupa sempre

mais.

O desenvolvimento de métodos de diagndstico mais eficientes e rapidos na identificagdo das infe¢des por EHDV
em bovinos faz parte dos desafios atuais, permitindo de implementar melhores medidas de controlo e a lutar
contra a propagacdo da doenga, e assim, reduzindo o impacto econédmico na produgdo animal.

Demais, num objetivo de prevencdo de futuros surtos, a investigacdo de vacinas contra o EHDV aumentou
substancialmente, no fim de obter vacinas seguras, eficientes e com capacidade DIVA. Neste processo, a
utilizagdo de modelos animais desempenha um papel fundamental na analise da eficacia e seguranca das vacinas
candidatas.

Uma outra parte primordial é o controlo da transmissdo, através da monitorizagdo continua dos vetores
Culicoides spp. e da distribuicdo geografica destes. De fato, com o aumento das atividades humanas e as
mudangas climaticas, existe uma necessidade crescente de perceber o impacto destes fatores na ecologia dos
vetores e na dindmica da doenga.

Por fim, os recentes progressos nos conhecimentos sobre a DHE em bovinos mostram o papel fundamental da
investigacdao multidisciplinar, nomeadamente na epidemiologia, na imunologia, na virologia e no controlo dos
vetores. Estes esforgos sdo essenciais para melhorar a prevencdo e o controlo da doenga, no ambito da protecao

da saude animal e da econdmia pecudria.
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