Pesq. Vet. Bras. 29(1):1-16, janeiro 2009

Artigo de Revisao

Neuropatogénese experimental da infeccao pelo
herpesvirus bovino tipo 5 em coelhos’

Eduardo Furtado Flores?’, Rudi Weiblen?, Fernanda Silveira Flores Vogel?,
Renata Dezengrini?, Sabrina Ribeiro de Almeida®, Fernando Rosado Spilki* e
Paulo Michel Roehe®8
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Several aspects of the biology of bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) have been studied in
rabbits, which develop acute infection and neurological disease upon experimental
inoculation. The acute infection is followed by the establishment of latent infection, which
can be naturally or artificially reactivated. The first experiments in rabbits established a
protocol for virus inoculation and monitoring the infection, and characterized the main
virological, clinical and pathological aspects of the acute infection. The pathogenesis of
acute infection, from the initial viral replication at site of inoculation, pathways and kinetics
of viral transport to the brain, distribution and virus replication in the central nervous
system (CNS), cellular and tissue tropism, clinical signs and CNS pathology have been
extensively studied using this animal model. Subsequently, several biological and
molecular aspects of latent BoHV-5 infection have also been elucidated upon inoculation
of rabbits. Rabbits have also been used to investigate the phenotype (neuroinvasiveness,
neurogrowth) of field isolates and recombinant vaccine candidates, protection by passive
immunity, vaccine protection, the efficacy of anti-viral drugs and support therapies for
neurological disease. This animal model was also used to investigate the origin and
distribution of electric impulses involved in seizures - a hallmark of BoHV-5 induced
neurological infection - and also to test the efficacy of anti-convulsivants. In spite of the
possible differences between rabbits and cattle - the natural host of the virus - the
observations taken from this experimental model have greatly contributed to the knowledge
of the biology of BoHV-5 infection. The present article presents a review of the main
published and unpublished results and observations by our group, comprising more than
a decade of studies on the pathogenesis of BoHV-5 infection in the rabbit model.
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RESUMO.- Varios aspectos da biologia do herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) tém sido estudados em coelhos,
que desenvolvem infecgdo aguda e doenca neuroldgica
apos inoculacao experimental. A infeccao aguda é segui-
da pelo estabelecimento de infeccéao latente, que pode
ser reativada natural ou artificialmente. Os primeiros ex-
perimentos nesta espécie estabeleceram um protocolo de
inoculacao e monitoramento da infeccdo, e caracteriza-
ram os principais aspectos virolégicos, clinicos e patol6-
gicos da infec¢do aguda. A patogenia da infeccao aguda,
desde a replicagéo viral nos sitios de inoculagéao, vias e
cinética de transporte viral até o encéfalo, distribuicéo e
replicacdo viral no sistema nervoso central (SNC),
tropismo celular e tecidual, manifestacdes clinicas e pa-
tologia no SNC foram detalhadamente estudados nestes
animais. Posteriormente, varios aspectos bioldgicos e
moleculares da infecgao latente também foram elucidados
a partir de inoculagdes de coelhos. Os coelhos também
tém sido utilizados para estudar o fenétipo (neuroinvasi-
vidade, neuroviruléncia) de isolados de campo e de ce-
pas vacinais recombinantes, protecao por imunidade pas-
siva, protecao vacinal, eficacia de drogas anti-virais e te-
rapéuticas de suporte da infeccao neuroldgica. Este mo-
delo experimental também foi utilizado para o estudo da
origem e distribuicao dos estimulos elétricos produzidos
durante as convulsées — uma caracteristica da infeccao
neuroldgica pelo BoHV-5 —, e para testes de medicamen-
tos anti-convulsivantes. Ressalvadas as diferencas que
certamente existem entre bovinos - os hospedeiros natu-
rais - e coelhos, as observagdes oriundas deste modelo
experimental tem contribuido sobremaneira para o conhe-
cimento da biologia do BoHV-5. O presente trabalho apre-
senta uma coletanea de resultados e observacgoes,
publicadas ou nao pelo grupo, ao longo de mais de uma
década, envolvendo inoculagbes de coelhos para estu-
dar diversos aspectos da infec¢do pelo BoHV-5.

TERMOS DE INDEXACAO: Herpesvirus bovino tipo 5, BoHV-
5, coelhos, modelo experimental.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é um alfaherpesvi-
rus associado a infec¢cdes neurolégicas acompanhadas
de meningoencefalite, de curso geralmente fatal, que aco-
metem principalmente bovinos jovens (Studdert 1990). O
BoHV-5 é geneticamente e antigenicamente relacionado
a outro importante herpesvirus de bovinos, o BoHV-1,
agente da rinotraqueite infecciosa (IBR) e balanopostite/
vulvovaginite pustular bovina (IPB/IPV) (Kahrs 2001).
Casos esporadicos ou pequenos surtos da infeccao pelo
BoHV-5 ja foram relatados em varios paises, mas a do-
enca é particularmente freqiiente na Argentina e no Bra-
sil, onde dezenas de surtos séo relatados a cada ano
(Carrilo et al. 1983, Riet-Corréa et al. 1989, Weiblen et al.
1989, Rissi et al. 2006, 2007). Nestes paises, a doenca
neurolodgica pelo BoHV-5 possui importante repercussao
sanitaria e econémica, muitas vezes confundindo-se com
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a raiva, a causa mais comum de encefalite em bovinos
nas Ameéricas. Assim como outros herpesvirus, o BoHV-
5 é capaz de estabelecer e reativar infecgéo latente em
seus hospedeiros (Vogel et al. 2003), o que é crucial para
a perpetuacao destes agentes na natureza (Rock 1994).

A patogenia da infeccao aguda e latente pelo BoHV-5
tem sido estudada nos hospedeiros naturais (Belknap et
al. 1994, Perez et al. 2002, Vogel et al. 2003), em ovinos
(Bélak et al. 1999, Silva et al. 1999a) e, mais recentemen-
te, em caprinos (Diel et al. 2007). Em particular, os coe-
Ihos tém sido amplamente utilizados para estudar varios
aspectos da neuropatogenia da infeccao pelo BoHV-5,
pois desenvolvem infecgdo e doenga neurolégica com
certas similaridades aquela observada em bovinos (Meyer
et al. 1996, Chowdhury et al. 1997, Silva et al. 1999b).

O grupo de pesquisadores do Setor de Virologia da
UFSM (SV/UFSM) e do Instituto de Pesquisas Veterinari-
as Desidério Finamor (IPVDF/Fepagro), em eventual cola-
boragédo com os grupos do Dr. Shafig Chowdhury (Kansas
State University) e Dr. Fernando Osério (University of
Nebraska at Lincoln, NE) possui um histérico de mais de
uma década utilizando coelhos como modelo experimental
para o BoHV-5. Os primeiros estudos nesta espécie foram
realizados para caracterizar os aspectos viroldgicos, clini-
cos e patoldgicos da infecgao neuroldgica aguda, e avaliar
a adequacao desta espécie como modelo experimental para
esse virus (Silva et al. 1999b). A partir desses estudos,
varios aspectos relacionados com a patogenia, imunidade
e terapia antiviral foram abordados (Beltrao et al. 2000, Spilki
etal. 2000, 2002, Diel et al. 2005, Dezengrini et al. 2008a).
Alguns estudos também foram realizados para investigar e
caracterizar a infec¢céo latente nessa espécie (Caron et al.
2002, Mayer et al. 2006).

O objetivo do presente trabalho é apresentar uma re-
visdo critica e discutida dos experimentos em coelhos,
com énfase aos trabalhos realizados no SV/UFSM e
IPVDF/Fepagro. Além dos trabalhos ja publicados, as
secOes a seguir apresentam uma quantidade considera-
vel de resultados e observagdes nao publicadas, frutos
de mais de trés dezenas de inoculagdes experimentais
com finalidades diversas. Cabe ressaltar que todos os
experimentos foram realizados sob supervisao veterina-
ria e de acordo com os Principios Eticos para Experimen-
tacdo Animal propostos pelo Colégio Brasileiro de Expe-
rimentacéo Animal (COBEA) e com a Lei Federal n®6.638
de 8 de maio de 1979, apds aprovacao pelos comités de
ética em pesquisa das respectivas Instituicoes.

Coelhos como modelo experimental para o BoHV-5
Os coelhos sao susceptiveis a infecgéo experimental
pelo BoHV-5. Animais dessa espécie ja haviam sido utili-
zados para estudos sobre as infecgdes latentes pelo
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (Rock & Reed 1982,
Rock et al. 1982, 1992). No entanto, devido as peculiari-
dades anatdmicas da mesma, os estudos classicos utili-
zaram a via conjuntival (IC) para a inoculagéo viral. Os
coelhos possuem a abertura anterior da cavidade nasal
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muito estreita, além de apresentarem uma sensibilidade
muito grande nas narinas. Sem prévia anestesia ou
sedacéo, os animais reagem ao contato com essa regiao,
e freqlientemente espirram apds a inoculacao. Essas ca-
racteristicas dificultam a inoculacdo de material através
da abertura anterior das narinas e também a coleta de
suabes nasais para monitoramento da replicagcao viral.
Por isso, os estudos iniciais com o BoHV-1 utilizaram a
via IC. No entanto, além de nao ser a via natural de infec-
cao, essa via permite apenas a inoculagéo de volumes
pequenos. Um marco importante nos estudos de patoge-
nia de virus respiratorios em coelhos foi o estabelecimen-
to dainoculagao intranasal (IN) através das aberturas dos
seios paranasais, descrita por Brown & Field (1990) para
o0 BoHV-1 e posteriormente adaptada e simplificada por
Silva et al. (1999b) para o BoHV-5.

Estudos pioneiros

Trés estudos realizados em um curto espaco de tem-
po foram pioneiros no estudo da patogenia da infeccao
pelo BoHV-5 em coelhos. Meyer et al. (1996) reproduzi-
ram a infeccdo aguda e a doenca neuroldgica fatal em
coelhos da raca Nova Zelandia, de um més de idade, pela
inoculagédo de duas cepas do BoHV-5 (N569 e A663). Das
trés vias testadas (IC, IN [nos seios paranasais] e intrace-
rebral), a via IN foi a mais eficiente, e 75% dos coelhos
inoculados por esta via desenvolveram doenga neurolo-
gica. A inoculacao viral pela via IC resultou apenas em
conjuntivite e rinite; a inoculacao intracerebral resultou em
doencga e morte em 75% (3/4) dos animais. Esses resul-
tados demonstraram que coelhos sao susceptiveis a in-
feccao e doenca neuroldgica pelo BoHV-5, podendo as-
sim ser utilizados como modelos experimentais.

Chowdhury et al. (1997) descreveram 0s aspectos
viroldgicos e patolégicos da infecgdo neuroldgica pelo
BoHV-5, inoculando a cepa TX89 em coelhos recém-des-
mamados (30 dias, 500-600g). A inoculacao foi realizada
nos seios paranasais, pelo protocolo original descrito por
Brown & Field (1990), apds anestesia com xilazina
(Rompun, 5mg.kg’!) e ketamina (Ketaset, 10mg.kg™").
Dentre as trés inoculagdes realizadas, apenas aquelas
acompanhadas de administracéo de dexametasona (Dx,
0.3mg por dia, nos dias - 2, -1, 0 € + 1 pds-inoculagéo, pi)
resultaram em morbidade e mortalidade de aproximada-
mente 70% dos animais. Concluiu-se que a Dx - por me-
canismos nao esclarecidos - aumentou o potencial
neuropatogénico do BoHV-5. Assim, esse protocolo pas-
sou a ser rotineiramente utilizado pelo laboratério do Dr.
Chowdhury. Os animais inoculados (70%) apresentaram
um quadro neuroldgico tipico, a partir do dia 5 pi, com
hiperestesia, bruxismo, opistétono e convulsdes, seguido
de morte. A distribuicdo do virus (e de antigenos virais)
no enceéfalo sugeriu que a invasao viral ocorreu principal-
mente pela via olfatéria. Em contraste, os coelhos inocu-
lados com o BoHV-1 (cepa Cooper) ndao apresentaram
sinais neuroldgicos, e o virus nao foi detectado no cére-
bro destes animais.

Silva et al. (1999b) realizaram uma descri¢ao detalha-
da da patogenia da infec¢ao pelo BoHV-5 em coelhos re-
cém-desmamados, testando trés isolados (EVI-88, A663
e 613). Dentre as trés cepas testadas, apenas o EVI-88 e
613 produziram doenga neuroldgica, em niveis compara-
veis, apds inoculacao IN. O tratamento com Dx, anterior-
mente preconizado por Chowdhury et al. (1997), para a
produgdo da infeccdo neurolégica, nao resultou em au-
mento nos niveis de morbidade e mortalidade. Assim, esse
protocolo ndo foi mais utilizado nos experimentos do gru-
po. Uma importante observacgéo foi a de que varios ani-
mais que desenvolvem doenca neuroldgica precoce e de
curta duracao nao apresentam alteragdes histoldgicas
marcantes no encéfalo. Além disso, outra contribuicdo
importante deste estudo foi a adaptacao e simplificagéo
do protocolo de inoculagéo viral. A constatacao de que o
virus podia ser inoculado diretamente nos seios parana-
sais, sem a necessidade de anestesia geral e cirurgia,
com consequéncias viroldgicas, clinicas e patolégicas
semelhantes as descritas por Meyer et al. (1996) e
Chowdhury et al. (1997), deram inicio a uma série de
experimentos que contribuiram significativamente para o
conhecimento da patogenia da infeccao neuroldgica pelo
BoHV-5.

Animais utilizados

Coelhos de todas as idades sé@o susceptiveis a infec-
cao e enfermidade neuroldgica pelo BoHV-5. Entretanto,
foi demonstrado que os indices de morbidade e mortali-
dade decrescem gradativamente com a idade, dependen-
do da dose infectante e da amostra viral utilizada (Quadro
1). A maioria dos estudos realizados com as cepas pa-
dréo EVI-88 e SV-507 utilizou animais recém-desmama-
dos, com idade aproximada de 30-35 dias (28-40 dias) e
peso entre 300 e 400g. Nestes animais, a inoculagéo do
SV-507 em titulo de 1072280 TCID,  (dose infectante para
50% dos cultivos celulares) produz tipicamente doenca
em 70 a 90% dos animais, sendo que a letalidade aproxi-
ma-se de 100%. Algumas inocula¢des produziram 100%
de mortalidade. A cepa EVI-88 requer titulos mais altos
(108085 TCID,,) para produzir indices comparaveis de
morbidade e mortalidade.

O aumento da idade dos animais inoculados é acom-
panhado de reducdo da morbidade e mortalidade (princi-
palmente para a cepa EVI-88), assim como um retardo no
inicio dos sinais neuroldgicos. Coelhos da raca Nova
Zelandia brancos tém sido utilizados na maioria dos expe-
rimentos da equipe. Coelhos da raca Chinchila apresen-
tam manifestagdes neuroldgicas um pouco diferentes, além
de indices inferiores de morbidade quando comparados aos
coelhos Nova Zelandia brancos (6/10 versus x 6/7 [Silva et
al.1999b]). Assim, para estudos de patogenia em que se
objetive produzir doenga no maior numero possivel de ani-
mais, se recomenda o uso de animais da raca Nova
Zelandia recém-desmamados (30-35 dias de idade).

A inoculacéo de coelhos lactentes (8 dias de idade)
também ja foi realizada (cepa SV-507, titulo de 1085
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Quadro 1. Resumo das inoculag6es experimentais de coelhos como o herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) realizadas no SV/UFSM e CPVDF/Fepagro?

Cepa  Titulo viral  Via Idade N°  Morbidade Mortalidade Referéncia
(log4oTCIDg() (%) (%)
EVI-88 8,22 IN 30-35d 10 7(70) 7(70) Silva et al. 1999
EVI-88 7,81 IN  30-35d 34  26(76,4) 27(79,4) Beltrdo et al. 2000
EVI-88 7,64 IN 6-8m 20 1(5) 1(5) Beltréo et al. 2000
EVI-88 7,51 IC 6-8m 10 0(0) 0(0) Beltrao et al. 2000
EVI-88 6,81 IC 3-4m 10 4(40) 4(40) Beltréo et al. 2000
EVI-88 7,8 IN 5-6m 19 1(5,2) 1(5,2) Caron et al. 2002
EVI-88 7,3 IC 5-6m 10 0(0) 1(10) Caron et al. 2002
EVI-88 7,3 IN 3-4m 5 0(0) 0(0) Caron et al. 2002
EVI-88 7,3 IN 3-4m 5 0(0) 0(0) Caron et al. 2002
EVI-88 7,5 IT 30-35d 4 4 (100) 4 (100) Spilki et al. 2002
EVI-88 7,5 IN 30-35d 8 8 (100) 8 (100) Spilki et al. 2002
EVI-88 8,3 IN 60d 5 3(60) 3(60) Silva et al. 2006
EVI-88 7,5 IT 30-35d 4 4 (100) 4 (100) Spilki et al. 2002
EVI-88 7,5 IN 30-35d 8 8 (100) 8 (100) Spilki et al. 2002
EVI-88 8,3 IN 60d 5 3(60) 3(60) Silva et al. 2006
A663 6,11 IN 30-35d 6 0(0) 0(0) Beltrdo et al. 2000
A663 7,3 IN 30-35d 6 0(0) 0(0) Spilki F. R. ndo publicado
613 6,81 IN 30-35d 8 6(75) 6(75) Beltrdo et al. 2000
613 6,81 IN 6-8m 11 6(54,5) 6(54,5) Beltréo et al. 2000
613 6,6 IN 5-6m 12 6(50) 5(41,6) Caron et al. 2002
613 6,6 IC 5-6m 10 2(20) 2(20) Caron et al. 2002
613 6,3 IC 3-4m 5 0(0) 0(0) Caron et al. 2002
SV-507 7 IN 30-35d 18 3(16,6) 3(16,6)  Mayer et al. 2006
SV-507 8,3 IN 30-35d 10 10 (100) 9 (90) Diel et al. 2005
SV-507 8,3 IC 30-35d 12 10 (83,3) 8 (66,6) Diel et al. 2005
SV-507 7,8 IN 30-35d 65 56(86,1) 54(83) Almeida, S.R nao publicado
SV-507 6,5 IN 8d 7 7(100) 7(100) Dezengrini, R. ndo publicado
SV-507 7,8 IN 23d 10 10(10) 10(10) Dezengrini, R. ndo publicado
SV-507 10,3 IN 35d 9 6(66,6) 6(66,6) Dezengrini, R. ndo publicado

@ Os experimentos estéo listados por isolado/cepa e incluem os experimentos iniciais de caracterizagao da

infeccao aguda, além dos demais experimentos realizados com diversas finalidades.

TCID,,) e resultou em morbidade e mortalidade de 100%
dos animais. O curso clinico iniciou no quarto dia e, em
geral, foi mais rapido do que aquele observado em coe-
Ihos recém-desmamados. A infeccdo de animais desta
idade pode ser indicada para determinadas finalidades,
mas n&o apresenta vantagens evidentes em relacdo ao
modelo padrao (30-40 dias de idade).

A origem e condigcao sanitaria dos animais experimen-
tais também devem ser observadas. Em um experimento
realizado para estudar a reativacao da infeccao latente,
foram utilizados coelhos de procedéncia diferente daque-
la empregada rotineiramente. Apds a administracéo de
Dx, alguns coelhos controles (nao inoculados com o BoHV-
5) apresentaram depressao e alguns sinais neuroldgicos.
O exame histoldgico do encéfalo desses animais relevou
a presenca do protozoario Encephalytozon cuniculli. Por
isso é importante assegurar-se da origem e condicao sa-
nitaria dos animais, sob o risco de interferéncia nos resul-
tados e nas conclusdes obtidas.

Cepa ou isolado viral

A morbidade e a mortalidade produzidas pela inocula-
¢ao viral apresentam variacdes, em funcdo da cepa viral,
da idade dos animais e da via de inoculagédo (Quadro 1).
Experimentos utilizando as cepas EVI-88 (Dr. Paulo

Pesq. Vet. Bras. 29(1):1-16, janeiro 2009

Roehe, IPVDF/Fepagro, RS) e 613 (gentiimente cedida
pela Dra Elba Laura Weber, Inta Castelar, Argentina) de-
monstraram indices semelhantes de morbidade (aproxi-
madamente 70%) (Silva et al. 1999b). O tratamento com
Dx (0,4mg.kg '.dia’") nos trés dias que precederam e nos
dois dias seguintes a inoculagéo viral ndo aumentou a
morbidade em coelhos inoculados com o EVI-88. Esse
tratamento tem sido utilizado por outros grupos, e parece
ser necessario para a producao de doencga neuroldgica
pela cepa TX89 (Chowdhury et al. 1997). A cepa A663
ndo produziu doenga neuroldgica em nenhum dos seis
coelhos inoculados (Beltrao et al. 2000), observacdes
confirmadas posteriormente (Spilki F.R., dados nao pu-
blicados). Estas cepas foram posteriormente testadas em
animais com mais idade, e uma reducdo significativa de
morbidade foi observada para a cepa EVI-88, e em me-
nor grau para a cepa 613. A inoculacdo dessas cepas
pela via IC em animais de 3-4, 5-6 ou 6-8 meses também
foi sequida de reducdo de morbidade, mais pronunciada
para a cepa EVI-88 (Beltrao et al. 2000, Caron et al. 2002).

A cepa SV-507 somente foi utilizada a partir do ano
2000, ap6s uma caracterizagéao inicial e a verificacdo de
sua alta neuroviruléncia para coelhos. A partir dai, esse
virus tem sido amplamente utilizado em estudos de pato-
genia em bovinos, coelhos e caprinos (Vogel et al. 2003,
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Diel et al. 2005, 2007, Dezengrini et al. 2008). Além disto,
€ o unico isolado de BoHV-5 cujo genoma foi seqlienciado
integralmente (Delhon et al. 2003). Em coelhos recém-
desmamados, o SV-507 (em titulos de 10 73389TCID)
produz uma morbidade de aproximadamente 80% (70 -
100%). Titulos de 108 TCID,, produzem 60-70% de
morbidade ao passo que titulos de 10%¢ TCID,, produ-
zem doenca em 30-50% dos animais. Em coelhos com 3-
4 meses de idade, a morbidade se reduz para aproxima-
damente 50-60%. Coelhos adultos (5-6 meses) apresen-
tam morbidade de aproximadamente 40-50%, mas o cur-
so da doenca é geralmente retardado e mais longo. A
principal vantagem do SV-507 em relagéo ao virus inicial-
mente utilizado (EVI-88), é a de que, mesmo titulos ndo
muito altos (107"°TCID,,) produzem morbidade em ni-
veis semelhantes aos produzidos pelo EVI-88 em titulos
superiores a 108 TCID,,. Curiosamente, alguns experi-
mentos indicam que o EVI-88 parece ser mais
neurovirulento do que o SV-507 para bezerros. Outras
trés amostras de BoHV-5 isoladas de casos de doenca
neuroldgica em bovinos também demonstraram o seu
potencial neuropatogénico em coelhos (Silva et al. 2007).

As cepas EVI-88 e SV-507 tém sido geralmente utili-
zadas para a inoculagdo com um numero de passagens
inferior a 10, ndo tendo sido observadas diferencas apa-
rentes de patogenicidade ou viruléncia entre diferentes
passagens. Assim, acredita-se que estas amostras,
mantidas em baixo numero de passagens, apresentam
caracteristicas bastante representativas daquelas apre-
sentadas pelos isolados originais.

A inoculacéo viral

Brown & Field (1990) estabeleceram um método alter-
nativo de inoculacao viral pela via intranasal (IN). Neste
protocolo, a suspensao viral é inoculada diretamente nos
seios paranasais, através de aberturas localizadas bila-
teralmente na parede dorso-lateral das narinas. Volumes
de 0,5-1,0mL podem ser inoculados em cada narina e o
indculo tem acesso direto a cavidade nasal. O protocolo
original - ainda utilizado por alguns laboratérios - prevé
anestesia geral seguida de procedimento cirurgico, no qual
a pele previamente tricotomizada e submetida a
antissepsia, € incidida (incisdes de aprox. 1cm, de cada
lado da linha média) para exposi¢éo do peridsteo. Apos,
realiza-se raspagem/curetagem para remover o periésteo
€ expor as aberturas dos seios paranasais. A suspensao
viral é entdo inoculada e subseqientemente procede-se
a sutura das incisoes da pele, pelo método tradicional (su-
tura simples) ou por clamping. Esse procedimento, em-
bora tenha sido pioneiro e viabilizado a realizagéo de va-
rios experimentos, mostra-se demorado, laborioso e
invasivo. O procedimento integral leva aproximadamente
15-20min por animal, e torna-se pouco viavel para a ino-
culagédo de um numero grande de animais. O pés-opera-
tério também representa uma restricdo, pois exige a ad-
ministracdo de antibiéticos e anti-inflamatdrios, além de
antissepsia diaria da ferida cirurgica.

Fig.1. Inoculagéo intranasal, através das aberturas dos seios
paranasais, sem a necessidade de inciséo cirurgica. Ani-
mal em sedagéao profunda (Silva et al. 1999b).

Silva et al. (1999b) descreveram uma adaptacao do
protocolo original, o que tornou a técnica extremamente
simples, rapida e viavel para a realizacdo em um grande
numero de animais. Nessa adaptacéo, a suspensao viral
é depositada percutaneamente nos seios paranasais, atra-
vés das suas aberturas dorso-laterais, sem a necessida-
de de incisdes e suturas (Fig.1). O ponto-chave é a corre-
ta localizacao das aberturas dos seios, o que pode ser
facilmente obtido pelas referéncias anatémicas e pelo tato.
A simplificacao do procedimento também preclude a
inducéo de anestesia geral, e apenas uma sedacao pro-
funda é realizada. Em geral, para coelhos com peso de
300-400g (idade de 30-40 dias), 100-200uL de Zoletil 50®
(Tiletamina/Zolazepan, Virbac, Sado Paulo, Brasil) indu-
zem sedacao e analgesia suficientes (15-30min) para a
inoculacao, apds o qual os animais recuperam-se rapida-
mente.

ApOs a localizagéo das aberturas dos seios pelo tato,
a suspensao viral (0,5-1,0mL por narina) € inoculada atra-
vés da pele, com o uso de seringas/agulhas de insulina.
Com a cabeca posicionada na posi¢ao horizontal, a se-
ringa é posicionada em um angulo aproximado de 45° em
relacdo ao plano, na direcao antero-posterior. Em rela-
¢ao ao plano sagital da cabeca, a seringa (agulha) deve
ser introduzida em um angulo entre 15 e 30 graus, na
direcao latero-medial (Fig.1). A introducéo da agulha apre-
senta uma leve resisténcia logo abaixo da pele, ao trans-
por uma fina camada cartilaginosa que recobre as aber-
turas. A agulha deve ser introduzida em aproximadamen-
te metade (0,5cm) de sua extensdo para o seu orificio
anterior atingir o lumen dos seios, apds o qual se inocula
a suspensao viral lentamente. Apds o procedimento, a
extremidade anterior da cabeca deve ser mantida eleva-
da por alguns segundos, para facilitar a penetragao e dis-
tribuicao do indculo nas cavidades nasais e evitar o reflu-
xo. Considerando-se apenas a inoculagdo (estando os
animais ja anestesiados/sedados), o procedimento pode
ser facilmente realizado em menos de 1min por animal. O
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pos-operatdrio nao exige nenhum cuidado adicional, dis-
pensando o uso de farmacos e/ou antissepsia local. Um
protocolo alternativo de inoculagéo IN foi também descri-
to, e aparentemente é eficiente na reproducao da infec-
cao e doenca neuroldgica (Valera et al. 2008).

A via IC também tem sido utilizada em alguns experi-
mentos para estudar a patogenia da infeccao pelo BoHV-
5. Além dos estudos iniciais, essa via foi utilizada especi-
ficamente para investigar as vias de acesso do virus ao
sistema nervoso central (SNC), e a cinética e importancia
da via trigeminal no acesso do virus ao encéfalo durante
a infeccédo aguda (Diel et al. 2005). A via IC também foi
utilizada em um experimento para comparar a freqiiéncia
e eficiéncia de reativagao espontanea de BoHV-1 e BoHV-
5 (Mayer S.V., dados nao publicados). Em geral, a inocu-
lacdo pela via IC resulta em indices levemente inferiores
de morbidade, cujo grau de reducado varia com a cepa
utilizada e com a idade dos animais (Quadro 1). Outra
caracteristica da doencga neuroldgica apds a inoculagcao
IC é o curso mais tardio, em comparag¢do com a inocula-
céo IN (Diel et al. 2005).

A limitag&o do volume da suspensao viral a ser inocu-
lada, imposta pela pequena capacidade do saco conjunti-
val, pode ser superada pela inoculacao seqiencial de
pequenos volumes (0,1mL) a determinados intervalos de
tempo (30-60 minutos). Assim, pode-se inocular uma dose
elevada de virus, mesmo que o titulo viral na suspensao
nao seja tao alto. A inoculacao IC nédo exige anestesia e/
ou sedacado e os animais geralmente toleram bem este
procedimento, assim como a coleta diaria de swabs para
0 monitoramento da replicagcdo viral. Alguns animais de-
senvolvem sinais leves de conjuntivite de curta duracéao
(3-5 dias) e de regressao espontanea. Estudos anteriores
com o BoHV-1 relatam a producado de opacidade e pe-
quenas ulceragbes na cdrnea (Rock et al. 1992), o que
nao tem sido observado apds inoculagdo do BoHV-5.

Ainoculagao intracerebral, pela via intratecal (IT), tam-
bém ja foi realizada, para avaliagao da capacidade do vi-
rus replicar no encéfalo, independentemente de sua neu-
roinvasividade. Para isto, os coelhos devem ser aneste-
siados e colocados em decubito lateral. Deve-se proce-
der a tricotomia e assepsia da regido da nuca. Para a
inoculacao, deve-se localizar o espago subaracndide. Para
facilitar o acesso a este espaco, o queixo do animal deve
ser aproximado do peito em posicao de emprostotono.
Localizado o espacgo subaracndide, procede-se a inocu-
lacdo do virus com auxilio de uma agulha calibre 22G. A
suspensao viral deve ser aquecida a 37°C e administrada
lentamente (Laskin & Griffin 1987, Spilki et al. 2002).
Cuidados especiais devem ser tomados quanto a profun-
didade da insercao da agulha, sendo o local adequado
facilmente determinado pela sensagao do rompimento da
dura-mater e o extravasamento de liquor através da agu-
Iha, que deve ser inserida inicialmente desacoplada da
seringa. Recomenda-se que um volume de indculo inferi-
or a 0,5 mL seja administrado pela via IT, mas a inocula-
cao de volumes de até 0,8 mL de solucéao estéril em coe-
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Ihos pesando 400g nao provocou alteragdes neuroldgi-
cas nestes animais (Spilki F.R. dados nado publicados).

A INFECCAO AGUDA
Replicacao e excrecao viral

Apds a inoculacdo IN ou IC, o virus replica nos locais
de inoculacdo durante alguns dias. O monitoramento da
replicagéo pode ser realizado pela pesquisa de virus em
secrecdes coletadas com swabs. A coleta de swabs da
cavidade nasal para o monitoramento da replicacéo viral,
no entanto, apresenta dificuldades. Uma coleta minucio-
sa exige sedacao dos animais e o uso de suabes confec-
cionados especialmente com esta finalidade. Esses swabs
devem ser confeccionados em algodao estéril, sem
antissépticos, cuidadosamente recobrindo uma haste fina
(1mm de diametro) e flexivel (plastico), que possua uma
ponta romba para evitar lesées na mucosa nasal duran-
te a coleta. O uso de sedacéo diaria durante um longo
periodo pode se tornar dificil e de custo alto. Na maioria
dos experimentos, o monitoramento da replicagéo viral
durante a infecgdo aguda e/ou reativacao da laténcia tem
sido realizado pela coleta diaria de animais alternados
ou pela coleta de todos os animais a intervalos de 2 ou 3
dias. Em algumas oportunidades, uma leve sedacédo com
Zoletil 50® foi utilizada, mas na maioria dos experimen-
tos a coleta foi feita sem sedacao. A quantificagcao de
virus em secre¢des nasais deve ser considerada de va-
lor relativo, pois a amostra coletada pode nao represen-
tar com exatidao a quantidade de virus presente na ca-
vidade nasal no momento da coleta. Durante a infecg¢édo
aguda, a excrecgao viral em secrec¢des nasais raramente
ultrapassa os dias 10-12 pi; os titulos raramente exce-
dem 10 #5°9TCID,, Os maiores titulos s@o geralmente
detectados entre os dias 3 e 4 pi. Apds inoculagéo IC, a
excrecao viral durante a infeccdo aguda cessa um pou-
€O mais precocemente, por volta dos 7-9pi. Apds a rea-
tivagédo induzida por Dexametasona (Dx), geralmente
precede-se a coleta de swabs até o dia 12 pDx, pois a
excrecao viral geralmente inicia 2 a 4 dias apds o inicio
do tratamento.

Manifestacoes clinicas

Coelhos inoculados com o BoHV-5 pelas vias IN ou IC
ndo apresentam quaisquer alteracdes perceptiveis ao
monitoramento de rotina nos 4 dias que se sucedem a
inoculacdo. Ao exame minucioso, no entanto, alguns ani-
mais podem apresentar secrecao nasal serosa, e eventu-
almente espirrar. Esses sinais, no entanto, requerem muita
atencdo do examinador, pois podem passar facilmente
despercebidos a um monitoramento pouco detalhado. A
ocorréncia de sinais neurolégicos nessa fase é rara, mas
ja foi observada em um animal no dia 3pi (Chowdhury S.,
comunicacao pessoal). Neste caso, é possivel que o vi-
rus tenha atingido o cérebro pela via sangiiinea, pois o
transito pelas vias nervosas é mais demorado (Chowdhury
et al. 1997, Diel et al. 2005).
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Fig.2. Incidéncia da doenca neuroldgica apds inoculacao
intranasal do herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), cepas EVI-
88 e SV-507, em coelhos recém-desmamados. As barras
representam o nimero de animais que apresentam os si-
nais neuroldgicos iniciais nos respectivos dias.

Em coelhos inoculados com o EVI-88 ou SV-507 pela
via IN, os sinais neuroldgicos — assim como outros sinais
inespecificos - comegcam a ser apresentados no dia 5pi
em uma parcela pequena dos animais (10-15%), aumen-
tando de freqUéncia no dia 6 (50%), reduzindo-se
gradativamente nos dias seguintes (Fig.2). Alguns animais
comecam a manifestar sinais neurolégicos tardiamente
(dias 12-14pi), mas a freqiiéncia é baixa (<10%). Estima-

A

N

se que aproximadamente 80-90% dos animais que de-
senvolvem doenca neuroldgica manifestem os primeiros
sinais clinicos até o dia 12pi.

Os sinais mais observados ap6s inoculacao IN ou IC
do BoHV-5 incluem apreenséo, bruxismo, depressao ou
excitagao/agitacao, hiperestesia, opistétono, convulsdes
do tipo Jacksonianas (Fig.3), cegueira, paralisia dos pos-
teriores, andar em circulos, ataxia, movimentos de peda-
lagem, prostracao, depressao profunda e morte. Esses
sinais nem sempre sao apresentados conjuntamente, e
diferentes combinag¢des podem ser observadas. As ma-
nifestacdes tipicamente neuroldgicas (bruxismo, opist6-
tono, convulsdes) ocorrem sob a forma de crises, com
duragao e espagamento variaveis. No inicio da doenca,
as crises sao pouco freqliientes, de intensidade leve, po-
dendo inclusive passar despercebidas a um exame rapi-
do. Nesses casos, um indicador importante sao os pélos
das patas e cabeca molhados, pois os animais ficam agi-
tados, correm pela gaiola e acabam se molhando nos
bebedouros. Por isso, no inicio da doencga, recomenda-
se um monitoramento mais demorado (10-15 min) trés ou
quatro vezes ao dia. Com o decorrer do tempo, as crises
tornam-se gradativamente mais severas, duradouras e
freqUentes.

Na experiéncia do grupo, constatou-se que os animais
que desenvolvem o quadro neuroldgico tipico, com opis-

B

Fig.3. Seqliéncia de eventos de uma convulséo do tipo Jacksoniana em um coelho (dois meses
de idade) infectado com o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5; EVI-88), no dia 11 pi. (A)
Arqueamento da coluna, tremores na face; (B) Opist6tono, tremores se estendem aos mem-
bros anteriores; (C) Elevacéao do tronco, tremores e queda para um dos lados. (D) Prostra-
¢ao que tipicamente sucede tais eventos convulsivos.
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tétono e convulsdes, raramente sobrevivem. Alguns ani-
mais (<5%) desenvolvem apenas um quadro leve, com
bruxismo e excitagcao, e podem se recuperar apods alguns
dias. Ndo s&o raros os casos de animais que nao apre-
sentam quadro neuroldgico tipico, apenas depressao pro-
funda, e acabam morrendo apds um periodo de prostra-
¢cao. Esses casos parecem ser mais freqiientes em ani-
mais inoculados com mais de 45-50 dias de idade (Spilki
F.R., ndo publicado). Nao se pode descartar a possibili-
dade de estes animais terem apresentado episddios neu-
rolégicos (convulsdes, opistétono) durante a noite, por
exemplo, que tenham fugido a observacao dos examina-
dores. Animais que sucumbem sem doenca prévia tam-
bém tém sido ocasionalmente observados, sobretudo em
fases tardias (15-20 dias pi). Quadros de cegueira tém
sido relatados, mas podem facilmente passar desperce-
bidos. Em alguns animais - sobretudo da raga Chinchila -
as orelhas dobradas s&o sinais do inicio da doenca neu-
rolégica. Ptialismo também é observado com certa fre-
gUéncia. Alguns animais apresentam grande excitacao e
correm em circulos pela gaiola.

A duragéo da doenca é muitas vezes de dificil deter-
minacao, pois os protocolos de bem-estar animal reco-
mendam a eutanasia assim que os animais apresentem
sinais manifestos de doenca. Além disso, o inicio da do-
enga nem sempre é observado, principalmente nos ani-
mais em que 0s sinais iniciam-se durante a noite ou que
apresentam raras manifestacdes ao longo do dia. Assim,
a duracgao do quadro clinico é variavel, e a sua descricao
correta depende muito da freqiiéncia e detalhamento do
monitoramento clinico. Em geral, o tempo decorrido entre
0 inicio dos sinais clinicos e a morte (ou eutanasia in
extremis) varia entre menos de 12h e 3-4 dias, com uma
maior frequéncia provavelmente entre 24 e 48h. Ndo sao
raros 0s casos de morte sem manifestacéo prévia de do-
enga, assim como casos de doenga de longa duragao (5
— 6 dias). Alguns animais podem desenvolver doenca
neuroldgica tardia, aos 28, 30, 40 dias pi, porém nao é
possivel diferenciar uma doenca aguda tardia de reativa-
¢ao da infecgéo latente.

Virus e antigenos virais

Titulos virais baixos a moderados (geralmente inferio-
res a 105°TCID, /g de tecido) podem ser detectados em
vérias areas do encéfalo dos animais que desenvolvem
doenca neuroldgica. Em geral, os titulos mais altos séo
detectados nos cértices anterior, dorso-lateral e ventro-
lateral (entre 1035 e 10°9TCID,,/g), seguidos do cortex
posterior, tAlamo, cerebelo (titulos geralmente entre 1020
e 1035TCID,/g). O bulbo olfatério, ponte, bulbo e medula
cervical ocasionalmente séo positivos para virus, e geral-
mente contém baixos titulos (Silva et al. 1999b, Dezengrini
et al. 2008a, Flores E.F. dados nao publicados).

Antigenos e &cidos nucléicos virais podem ser detec-
tados por imunoistoquimica (IHQ) e hibridizacéo in situ
(ISH), respectivamente, principalmente em células com
morfologia de neurdnios, mas também de astrdcitos, em
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Fig.4. Antigenos virais em neurénios (setas) do cortex anterior
de um coelho que desenvolveu doenca neuroldgica aguda
apos inoculagéo IN do herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5).
Os antigenos foram detectados pela técnica de
imunoperoxidase, utilizando um anticorpo monoclonal anti-
BoHV-5 (Oldoni et al. 2003).

[

Fig.5. Acidos nucléicos virais, detectados por hibridizagéo in
situ, em neurdnios do cértex cerebral (setas) de um coelho
que desenvolveu doencga neuroldgica apds inoculagéo IN
do herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5).

varias areas do encéfalo, sobretudo no cértex cerebral
(Fig.4 e 5). As células positivas para antigenos virais (ou
acidos nucléicos) nao estao distribuidas uniformemente
nos cortes, mas em grupos geralmente com 5-20 células.
Esses grupos de neurdnios positivos geralmente ocupam
a mesma localizacdo no corte tecidual, em animais dife-
rentes, provavelmente representando grupos de neurdni-
os anatomica e funcionalmente relacionados (Caron et
al. 2002, Flores E.F. dados nao publicados).

Achados macro e microscépicos

Alteracbes macroscopicas sdo observadas apenas
ocasionalmente no encéfalo, e incluem congestao das
meninges e espessamento dos vasos sangiineos. Histo-
logicamente, observa-se meningoencefalite ndo supura-
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tiva, de intensidade variavel e geralmente correlacionada
com a duragéo e severidade do curso clinico (Chowdhury
etal. 1997, Silva et al. 1999b). Os achados mais freqlien-
tes sdo gliose focal ou difusa e infiltrado perivascular
mononuclear (Silva et al. 1999b, Caron et al. 2002, Spilki
et al. 2002). Pequenas hemorragias focais ou multifocais
e congestao das meninges também sao achados frequen-
tes (Caron et al. 2002). A degeneracao e necrose neuronal,
que sao achados comuns na doenca neuroldgica pelo
BoHV-5 em bovinos, sdo menos freqientes em coelhos,
e sdo observadas principalmente nos animais que apre-
sentam curso clinico longo. Em grande parte dos animais
que desenvolvem doenga precoce (dias 5-6pi) e de curta
duragao (12h), as alteragdes histoldgicas no encéfalo sao
leves ou mesmo inexistentes. Esses achados contrastam
com a maioria dos casos de doencga neuroldgica em bovi-
nos, em que alteracdes histoldgicas marcantes, com de-
generacao e necrose neuronal, além de inclusdes
intranucleares, sdo comumente observadas. No entanto,
casos de doenca neuroldgica pelo BoHV-5 em bovinos,
sem alteracdes histolégicas no encéfalo, também pare-
cem ocorrer com certa frequéncia (Rissi et al 2006, Silva
et al. 2007). Um achado incidental em coelhos, e de ob-
servacao rara em bovinos, é a presenca de pneumonia
intersticial aguda, caracterizada macroscopicamente por
lesdes hemorragicas difusas ou petequiais, geralmente
observavel em todos os lobos pulmonares, em alguns
animais inoculados pela via IN, com a presenca de virus
nas lesdes (Spilki F.R. dados nao publicados).

Vias de invaséo viral do sistema nervoso central

As vias de transporte dos alfaherpesvirus humanos e
animais ao SNC apds a replicagcéo inicial nos sitios de
penetracdo estdo entre os aspectos mais estudados da
neuropatogenia desses agentes. Chowdhury et al. (1997)
demonstraram a importancia da via olfatéria em relagéo a
trigeminal no transporte do BoHV-5 até o cérebro, apds
inoculacao IN. Lee et al. (1999) investigaram a dissemi-
nacao do BoHV-5 no cérebro de coelhos inoculados pela
via IN, monitorando a presenca de virus e antigenos virais
em diferentes se¢des do SNC a intervalos apds a inocu-
lacdo. Os resultados indicaram que a invasao e dissemi-
nacédo do BoHV-5 a partir da cavidade nasal ocorre pre-
dominantemente pela via olfatéria e, secundariamente,
pela via trigeminal.

Beltrdo et al. (2000) estudaram a cinética da distribui-
céo da infecgdo pelo BoHV-5 em coelhos inoculados com
a cepa EVI-88 pela via IN. Para isto, secgdes do encéfalo
de coelhos eutanasiados a diferentes intervalos apds ino-
culacao foram submetidas a pesquisa de virus. O virus
foi inicialmente detectado nos bulbos olfatérios (BOs) as
48h, seguido do cdrtex olfatério (48/72h) e mais tardia-
mente nos ganglios trigémeos (TGs) as 72/96h. Esses
resultados também indicaram que a invasao e dissemi-
nacao do virus no SNC em fases iniciais da infec¢do ocor-
rem principalmente pela via olfatéria. Para avaliacdo da
importancia da via olfatéria no transporte do virus até o
encéfalo, dois outros experimentos foram conduzidos. No
primeiro, coelhos foram inoculados com o BoHV-5 no saco
conjuntival (via IC). Estes animais também desenvolve-
ram doenca nervosa, porém com menor freqiiéncia e mais
tardiamente do que aqueles inoculados pela via IN. No
segundo experimento, um grupo de coelhos foi submeti-
do a ablacéo cirurgica dos BOs (Fonseca et al. 2006) e
posteriormente inoculado com o BoHV-5 pela via INou IC
(Diel et al. 2005). Os resultados de morbidade, curso cli-
nico e mortalidade estdo apresentados no Quadro 2.
Esses resultados demonstraram que o BoHV-5 pode uti-
lizar tanto a via olfatéria quanto a trigeminal para invadir o
encéfalo, dependendo da via de inoculagéo. A inoculagao
pela via IN é seguida de transporte rapido e eficiente pela
via olfatdria, e mais tardiamente pela via trigeminal. A ino-
culacdo IC resulta em transporte pela via trigeminal, em
cinética semelhante aquela observada apds a inoculagéo
IN.

Neuroinvasividade e neuroviruléncia

Spilki et al. (2002) avaliaram a neuroinvasividade e
neuroviruléncia de uma cepa de BoHV-5 (EVI-88). Para
isto, coelhos com idade de 30-35 dias foram inoculados
pelas vias IT e IN. Independente da via de inoculacéo,
todos os coelhos inoculados desenvolveram sinais neu-
roldgicos e morreram. Nos animais inoculados pela via IT
os sinais clinicos da infeccao foram mais precoces em
relacdo aos animais do grupo inoculado pela via IN. No
entanto, os titulos virais detectados no SNC destes coe-
Ihos foram superiores aos dos animais inoculados pela
via IT. Estes resultados indicaram que a cepa EVI-88 foi
capaz de invadir o SNC, replicar eficientemente no encé-
falo e produzir doenga neuroldgica. Também demonstra-

Quadro 2. Resumo do curso clinico, morbidade e mortalidade em
coelhos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 5

Grupo Tratamento Numero Morbidade Inicio dos sinais Mortalidade
dpi (média)
1 Ablacao do BO + 11 1(9,1%) 17 1(9,1%)
inoculagéo intranasal
2 Controle + 10 10 (100%) 5-10 (7,5) 9 (90%)
inoculagao intranasal
3 Ablacéo do BO + 12 10 (83,3%)  9-15(12,7%) 9 (75%)
Inoculagéo conjuntival
4 Controle + 12 10 (83,3%) 11-20 (15,3) 10 (83,3%)

Inoculagéo conjuntival
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ram que a replicagao eficiente no sitio de penetragéo é
importante para assegurar a invasao e replicagao no SNC.
Em contraste, a cepa Cooper de BoHV-1 inoculada pela
via IN nao apresentou neuroinvasividade.

O papel do 6xido nitrico (NO) na patogenia da doenca
neuroldgica

Uma parcela dos coelhos que desenvolve doencga neu-
roldgica apds a inoculacdo do BoHV-5 ndo apresenta al-
teragdes histoldgicas evidentes no encéfalo. Alguns ani-
mais nao apresentam qualquer histopatologia. Da mes-
ma forma, o numero de neurdnios positivos para antige-
nos virais € muitas vezes pequeno nesses animais. A
auséncia (ou intensidade leve) de alteragdes histologicas
e 0 pequeno numero de neurdnios infectados contrastam
com a severidade do quadro clinico. Essas observacoes
levaram o grupo a investigar o possivel papel de media-
dores quimicos na neuropatogenia da infecgcdo. O 6xido
nitrico (NO), molécula envolvida na resposta inata contra
varios patégenos, tem sido envolvido na patogenia de al-
guns virus neurotrdpicos, incluindo o HSV, PRV e HIV,
entre outros (Fuijii et al. 1999, Serrano et al. 2002). Tem
sido proposto que NO, produzido principalmente por cé-
lulas da glia e astrdcitos, poderia ter atividade anti-viral
no inicio da infecgdo, mas em fases mais avangadas e
em niveis maiores, poderia ser neurotdxico. Assim, um
experimento foi delineado para determinar os niveis de
NO no encéfalo de coelhos durante a infeccao neuroldgi-
ca pelo BoHV-5. Os niveis de NO foram determinados
pela mensuragédo dos seus produtos estaveis de degra-
dacao (nitritos e nitratos) por espectrofotometria. No cé-
rebro de coelhos examinados durante a doenca neurol6-
gica, os niveis de NO estavam significativamente aumen-
tados em vérias areas, coincidindo com a deteccao de
virus (Fig.6). Ou seja, a replicacao do BoHV-5 no encéfa-
lo € acompanhada de elevacao significativa dos niveis de
NO. Como os animais examinados ja estavam apresen-
tando episddios convulsivos e convulsées também podem
induzir um aumento na producédo de NO (Royes et al.
2005), um estudo subseqiiente foi realizado para deter-
minar se 0 aumento dos niveis de NO precedia ou suce-
dia as convulsoes. Para isso, coelhos foram inoculados
com o BoHV-5 e os seus encéfalos foram examinados
para a presenca de virus e determinacdo dos niveis de
NO a diferentes intervalos apds a inoculacédo. Os resulta-
dos obtidos demonstraram que os niveis de NO foram
aumentando nas diferentes se¢cbes do encéfalo & medida
que o virus invadiu e replicou no SNC. Ou seja, a replica-
céo viral foi acompanhada do aumento da producéo de
NO, que precedeu o desenvolvimento de sinais neurold-
gicos (Dezengrini et al. 2008a). Assim, sugere-se que a
sintese aumentada do NO, que acompanha a dissemina-
¢ao e replicagao viral no enceéfalo, € um componente da
patogenia da doenca neuroldgica pelo BoHV-5. E possi-
vel que a superproducao de NO durante a infec¢do aguda
contribua para a toxicidade e disfuncao neuronal, resul-
tando em sinais neuroldgicos. O uso de drogas inibidoras
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Fig.6. (A) Cortes do encéfalo examinados para niveis de NO e
presenca de virus, apos inoculacao IN do BoHV-5 cepa SV-
507. 1. Bulbo olfatério (BO) e cortex olfatério (CO); 2. cortex
anterior (CA); 3. talamo (Th); 4. hipocampo/cortex posterior
(HC/CP); 5. cértices dorso- e ventro-lateral (CDL/CVL). (B)
Niveis de 6xido nitrico (NO) em diferentes areas do encéfa-
lo de coelhos durante a infecgao neuroldgica aguda.

da producgéo de NO, associado ou ndo com drogas antivi-
rais e anticonvulsivantes, pode auxiliar na determinacao
do real papel do NO na patogenia da infecgao.

Origem e natureza das convulsoes

As alteragdes histolégicas no cérebro de coelhos que
desenvolvem doenca neuroldgica pelo BoHV-5 sao ob-
servadas principalmente nas regides anteriores do enceé-
falo, como o bulbo e cértex olfatério e o cértex anterior
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(Diel et al. 2005, Dezengrini et al. 2008a). Chowdhury et
al. (1997) demonstraram que as convulsbdes observadas
em coelhos com doenga neuroldgica aguda pelo BoHV-5
sdo do tipo “Jacksoniano”, com origem na regigo do foci-
nho e propagacéo para o pesco¢o e membros, com dura-
cédo de 5-10 minutos. As convulsdes jacksonianas séo
parciais ou focais complexas e envolvem alteracdes de
movimento, sensacao e funcao neural produzidas por ati-
vidade elétrica anormal no cortex motor primario (Ropper
& Brown 2007).

Estudos preliminares do grupo em colaboragédo com o
laboratério de Neurotoxicidade e Psicofarmacologia da
UFSM foram conduzidos com o objetivo de caracterizar
as convulsdes produzidas pelo BoHV-5, determinando o
local de origem, o tipo e a exata duragao dos episodios
convulsivos em coelhos. Para isso, adaptou-se a técnica
de insercao de eletrodos no cranio de ratos para realiza-
cao de eletroencefalograma (EEG) para coelhos (Ander-
sen 2001). Eletrodos foram inseridos no cortex olfatério,
cértex anterior e cortex parietal de dez coelhos, selecio-
nando-se o cerebelo para inser¢cdo de um eletrodo de re-
feréncia, pois o EEG reflete as diferencas de potencial
entre dois pontos, em pV por segundo. O registro eletro-
encefalogréafico (EEG) realizado cinco a sete dias apds a
insercao dos eletrodos e inoculacdo de seis animais com
0 BoHV-5 SV-507 revelou que as convulsdes produzidas
pelo BoHV-5 em coelhos com doencga neuroldgica aguda
iniciam nas regides anteriores do cortex, podendo ser
detectadas alteragdes no EEG previamente ao inicio de
alteragcdes comportamentais, como espasmos, tonia e
clonia dos membros anteriores e posteriores, caracteris-
ticas das convulsdes induzidas pelo BoHV-5. Esses acha-
dos demonstram que o EEG pode fornecer dados preci-
s0s sobre 0s episédios convulsivos e, se realizado com
um numero maior de animais, pode elucidar as caracte-
risticas elétricas da doencga neurolégica produzida pelo
BoHV-5 em coelhos, o que poderia auxiliar na escolha de
anticonvulsivantes que podem ser associados a antivirais
e anti-inflamatorios na terapia da infecgao neurolégica pelo
BoHV-5 e, por extensdo, por outros alfaherpesvirus de
animais.

A INFECCAO LATENTE

Coelhos ja haviam sido utilizados com sucesso no estudo
de varios aspectos das infec¢des latentes pelo BoHV-1
(Rock et al. 1982, 1986, 1987, Rock & Reed 1982). Esses
estudos, e as similaridades biolégicas e moleculares en-
tre BoHV-1 e BoHV-5, serviram de base para os experi-
mentos sobre infecgdes latentes pelo BoHV-5 em coe-
Ihos. Para tanto, os animais foram inicialmente inocula-
dos pela via IN ou IC com amostras de BoHV-5 em titulos
relativamente baixos (106°7:°TCID,) buscando minimizar
a ocorréncia de doenca neurolégica aguda. Os coelhos
que sobreviveram a infec¢ao aguda foram tratados com
Dx (0,5, 1,6 ou 2,6mg.kg'.dia"via IM) durante cinco dias,
entre os dias 56 e 62pi. Excrecao viral nas secrecoes
conjuntivais ou nasais foi detectada em 25 de 44 coelhos

(56,8%), sendo mais freqliente nos animais inoculados
pela via IC (10/15) do que nos inoculados pela via IN (15/
29). As trés doses de Dx testadas foram eficazes na
inducéo de reativacdo. A excregao viral foi inicialmente
detectada no segundo dia apds o término da administra-
¢ao de Dx, e durou entre um e 11 dias (média de 3,5 dias).
Além dessas observacdes, este estudo revelou outros dois
achados interessantes, e até certo ponto surpreenden-
tes. Primeiro: em torno de 20% dos animais submetidos a
administracédo de Dx desenvolveram doencga neuroldgica
nos dias subsequientes ao tratamento. A doenga foi clini-
camente semelhante aquela da fase aguda, com altera-
¢cOes histologicas e antigenos virais no encéfalo desses
animais. Essas observacoes, confirmadas em uma série
de experimentos posteriores, contrariam os conceitos clas-
sicos de que a reativagdo de laténcia por hespesvirus
animais raramente cursa com recrudescéncia clinica. A
segunda observacgao surpreendente foi a ocorréncia rela-
tivamente frequente (em torno de 5%) de doenca neuro-
I6gica tardia (34, 41 e 56 dias pi; 31 e 54 dias pDx), cuja
etiologia também foi confirmada pela presenca de virus
no SNC. Até o presente ndo esta esclarecido se estes
eventos tardios se devem a replicacao viral prolongada
(apds a infecgédo aguda e reativacéo) ou se representam
episddios de reativagdo da infeccao latente (Caron et al.
2002).

Um segundo experimento foi realizado para investigar
a distribuicdo do DNA viral no SNC de coelhos durante a
infeccao latente (Mayer et al. 2006). Embora se conside-
re que os sitios principais de infeccao latente por alfaher-
pesvirus humanos e animais sejam os ganglios sensori-
ais (trigémeos [TG], lombo-sacrais), um estudo recente
havia demonstrado uma ampla distribuicdo do DNA la-
tente do BoHV-5 no SNC de bezerros infectados experi-
mentalmente (Vogel et al. 2003). Em coelhos inoculados
com o BoHV-5 pela via IN, o DNA viral foi detectado por
PCR, no dia 60pi, consistentemente nos TGs, mas tam-
bém em outras areas, como o cortex cerebral, cerebelo,
ponte e bulbo (Quadro 3). Em coelhos inoculados com o
BoHV-1 (SV-265), o DNA viral latente foi detectado qua-
se exclusivamente nos TGs, mas esporadicamente tam-
bém na ponte e pedunculo cerebral (ndo mostrado). Em
um grupo de coelhos eutanasiados 60 dias apds a admi-
nistracéo de Dx, o DNA viral latente do BoHV-5 foi detec-
tado por PCR em um numero notadamente maior de are-
as (Quadro 3). Esses resultados corroboraram observa-
cbes anteriores em bezerros (Vogel et al. 2003), de que o
BoHV-5 estabelece infec¢ao latente em varios sitios do
SNC, além dos TGs, e sugerem que a reativagao prova-
velmente é seguida da colonizagao de sitios adicionais.
O significado biolégico da laténcia em outros sitios, que
nao os TGs, permanece desconhecido.

Em um estudo realizado por Diel et al. (2005), coelhos
submetidos a ablacao cirdrgica dos BOs e posteriormen-
te inoculados com o BoHV-5 excretaram o virus em se-
crecdes nasais apos o tratamento com Dx. Esse experi-
mento demonstrou que, embora a via olfatéria seja im-
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Quadro 3. Distribuicao do DNA latente do herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) no encéfalo de coelhos, aos 60
dias pos-infeccao e 60 dias pos-reativacao

Animal Area?
bo ca cv cd cp cb tg po pc th

60 dias pds-inoculagao

07 b - - +© - + + - - -

11 - - - - - + + + -

12 - + - - - - + - -

16 - - - - - - +

18 - + + + + + + + +

20 - - - + - - -

22 - + - - - + + - - -

24 - - + - - + + + -
60 dias pos-reativacao

01 - - - - + - + +

02 - + - + + + -

04 - + + + + + + -

06 - + + + + + - + +

08 - + - + + +

10 - + + + + - + + + +

14 - + + + - + + + +

@ bo: bulbo olfatério; cortices: ca: anterior; cvl: ventro-lateral ; cdl:
dorso-lateral; cp: posterior; cb:cerebelo; tg: ganglios trigémeos; po:
ponte-medula oblonga; pc: pedunculo cerebral; th: talamo. b negati-
vo. ¢ positivo.

portante para a invaséo viral do SNC durante a infecgédo
aguda, a sua integridade nao & necessaria para o estabe-
lecimento e reativacdo da laténcia, que provavelmente
ocorre pela via trigeminal.

Estudos realizados em bezerros e coelhos no SV-
UFSM indicaram que o periodo de replicacao do BoHV-5
durante a infeccdo aguda é mais longo do que o do BoHV-
1 (Flores E.F., dados nao publicados). Observacdes de
Caron et al. (2002) - ocorréncia de doencga neuroldgica
tardia apds a infeccao aguda - reforcaram a hipétese de
que o BoHV-5 é capaz de replicar por um periodo maior
do que o BoHV-1, antes da infec¢éo ser controlada pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso, evidén-
cias sugerem que o BoHV-5 pode ser reativado da laténcia
com mais facilidade do que o BoHV-1 (Flores E.F. nao
publicado). No entanto, 0 monitoramento da reativacao
da infecgéo pelo BoHV-1 e BoHV-5 em coelhos, durante
aproximadamente 100 dias, ndo revelou diferengas evi-
dentes na frequéncia de reativacédo espontanea do BoHV-
5 em comparagao com o BoHV-1.

A reativacdo esponténea pode ser observada ainda
como efeito de alteracbes nas condigcdes de ambiéncia
do biotério onde sédo mantidos os animais, devendo ser
observados especialmente a ventilagdo e manejo adequa-
do da temperatura. Eventos de calor excessivo podem
estar associados a reativagéao da infecgao, com sinais cli-
nicos evidentes, 6bito, isolamento de virus do SNC e le-
sOes histopatoldgicas compativeis com a doenca neuro-
Iégica induzida pelo BoHV-5, mesmo em periodos da or-
dem de 90 dias apds a inoculagéo (Spilki F.R., dados nao
publicados).

Para finalizar, alguns aspectos importantes devem ser
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considerados no estudo da infecgéo latente pelo BoHV-5
em coelhos: 1) Devido a morbidade e mortalidade duran-
te a infecgcdo aguda, deve-se usar titulos virais baixos e/
ou animais com mais idade; 2) A possibilidade de ocor-
réncia de doenca neuroldgica tardia durante a infeccao
aguda (25-35 dias pi) deve ser considerada. Por isso, para
assegurar-se de que os animais estdo realmente atraves-
sando a fase latente da infeccdo, recomenda-se deixa-
los pelo menos 40-50 dias apds a inoculacéo; 3) A
soroconversao apos a administragao de Dx néo deve ser
considerada o unico indicador de reativagdo. E comum
ocorrer reativacdo (com excre¢do viral) sem aumento nos
titulos de anticorpos neurtralizantes. Por isso, a confirma-
cao da reativacdo deve considerar a combinacao de ex-
crecédo viral e soroconversao; 4) Reativagdes espontane-
as com recrudescéncia de doencga neuroldgica podem
ocorrer a longos intervalos apés a inoculagéo. Mortes que
ocorram muitos dias apds a inoculacao (>30 dias), com
ou sem manifestacdes neuroldgicas, devem ser seguidas
de investigacdo da presenca de virus no SNC, para con-
firmar a causa mortis; e 5) Recomenda-se também um
cuidado especial na escolha da marca comercial de Dx a
ser utilizada na reativacdo. Algumas falhas em reativar a
infeccao, tanto em coelhos como em bezerros, podem ser
devidas a qualidade do produto. Recomenda-se o uso de
Azium (Schering-Plough, Ltda), Decadron (Aché), Deca-
dronal (Aché) ou Cort-Trat SM Injetavel (Quimica Santa
Marina S/A). Essas drogas tém sido utilizadas com su-
cesso em varios experimentos, tanto em coelhos quanto
em bezerros.

TERAPEUTICA ANTIVIRAL

Coelhos também tém sido utilizados como modelo para
avaliar a eficacia de drogas e terapéuticas antivirais em
infeccdes pelo BoHV-5. O valproato de sédio, anticonvul-
sivante utilizado associado com drogas antivirais no tra-
tamento de encefalites experimentais pelo HIV-1 em ra-
tos (Jha et al. 2004) foi testado sem sucesso no trata-
mento de doenca neuroldgica pelo BoHV-5 em coelhos
(Flores E.F. dados nao publicados).

Um estudo recente demonstrou que a droga antiviral
Foscarnet foi capaz de reduzir em 60% a morbidade e
mortalidade de coelhos inoculados com o BoHV-5 (mor-
talidade de 10/10 nos controles; 4/10 nos tratados), quan-
do administrada em doses de 100ug.kg™'.dia™" a partir do
dia 1pi, durante 6 dias (Dezengrini et al. 2008b). Essa
droga havia demonstrado alta atividade anti-BoHV-5 in
vitro, ao contrario do Aciclovir e Ganciclovir, que apre-
sentaram atividade antiviral baixa ou negligivel in vitro
(Dezengrini et al. 2008b). Parece haver também variabili-
dade entre as cepas de BoHV-5 quanto a eficacia do
Aciclovir, mas a eficacia da droga sobre esse virus é sem-
pre inferior quando comparada ao seu efeito sobre a re-
plicacdo do BoHV-1 ou do HSV (Batista et al. 2003).

Independentemente dos resultados obtidos com dro-
gas especificas, esses experimentos demonstram que os
coelhos podem ser utilizados para avaliar a eficacia de
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drogas antivirais, assim como a combinagao de antivirais
e protocolos terapéuticos para o tratamento da doenca
neuroldgica pelo BoHV-5, bem como para elucidar as-
pectos da patogenia da infecgao nesta espécie. Embora
0 uso dessas drogas em bovinos seja aparentemente
inviavel, observacdes derivadas desses estudos podem
ter aplicacao no tratamento de encefalites pelo HSV em
humanos, e também no tratamento de encefalites por
herpesvirus de pequenos animais e de eqlinos de alto
valor econémico.

Estudos imunoldgicos

Estudos imunoldgicos relacionados ao BoHV-5 tam-
bém tém sido realizados em coelhos, incluindo a avalia-
cdo de protecdo por imunidade passiva natural
(transplacentaria) e artificial (soro hiperimune), além de
testes de protecao vacinal.

Imunidade passiva e protecao

Embora a imunidade humoral paregca desempenhar um
papel secundario na protecdo contra os herpesvirus, a
presenca de anticorpos no plasma e em outros fluidos
corporais provavelmente contribui para restringir a disse-
minacao viral e assim, auxiliar na protecéo contra a infec-
¢ao (ou reinfeccao). Nesse sentido, estudos preliminares
em coelhos podem ser uteis na medida em que acres-
centam novas informagdes e possam direcionar estudos
subsequientes nos hospedeiros naturais.

Em um experimento inicial realizado por Silva et al.
(1999b) duas matrizes foram imunizadas duas vezes com
0 BoHV-5 (pela via subcutanea) e 30 dias apds foram
colocadas em cobertura. No dia da cobertura, as fémeas
apresentavam titulos neutralizantes de 32 e 64. Os coe-
Ihos nascidos dessas fémeas, juntamente com coelhos
filhos de coelhas ndo-imunizadas, foram inoculados com
0 BoHV-5 aos 34 dias de idade e monitorados clinica-
mente. A imunizagéo passiva resultou em um retardo no
inicio dos sinais clinicos (média de 7,2 dias versus 5,4
dias), prolongamento do curso clinico (médias: 3,1 dias
versus 1,8 dias) e redugcédo da morbidade (41,6% [5/12]
versus 70% [7/10]) nos filhos de coelhas imunizadas. Em
resumo, esse experimento demonstrou que a imunidade
passiva natural foi capaz de conferir protecéo parcial frente
ao desafio com o virus homélogo.

A protecéo por imunidade passiva também pode ser
estudada em animais submetidos a administragéo de soro
hiperimune especifico. Quatro coelhos recém-desmama-
dos foram inoculados pela via intraperitoneal (IP) com
10mL de um soro anti-BoHV-5 produzido em cabras (titu-
lo de 256). Testes de soro-neutralizagao (SN) revelaram
que titulos neutralizantes entre 4 e 16 podem ser detecta-
dos no soro ja as 12h apds a inoculagao; e titulos de 4, 8
e 16 estavam presentes as 48h. A duracdo dos niveis de
anticorpos nao foi avaliada; nem os animais foram sub-
metidos ao desafio. Nao obstante, esse experimento de-
monstrou que os anticorpos administrados pela via IP sao
eficientemente absorvidos e atingem niveis séricos con-

sideraveis em um curto intervalo de tempo. Com isso, esse
protocolo pode ser utilizado para avaliar o efeito da imuni-
dade passiva na prevencao e/ou tratamento da infeccao
neuroldgica, a exemplo do que tem sido realizado na do-
encga neurolégica experimental pelo HSV-1 em camun-
dongos (Erlich & Mills 1986).

Protecéo vacinal

Além das restrices inerentes ao uso de modelos ani-
mais - e das incertezas com relacao a validade da
extrapolacéo dos resultados - os testes de protecao vacinal
contra o BoHV-5 em coelhos apresentam restricoes adi-
cionais. Primeiro: a idade mais apropriada para a realiza-
¢ao do desafio é de 30-35 dias de idade, pois resulta em
alta morbidade e mortalidade. Para a realiza¢do do desa-
fio nesta idade, a imunizacao deve ser feita pelo menos
20 dias antes (10-20 dias de idade). Em animais desta
idade, a maturidade e capacidade funcional do sistema
imunoldgico - e a capacidade de responder a imunizacao
- se constituem em uma incdgnita. Por outro lado, a op-
céo pelo desafio mais tardio (60-90 dias) teoricamente
minimiza o risco de se imunizar animais com o sistema
imune parcialmente maduro. No entanto, a morbidade em
animais inoculados com essa idade se reduz drasticamen-
te, o que dificulta a comparacao entre os grupos vacinado
e controle, para o calculo estatistico. Por outro lado, a
obtencéo de um numero passivel de analise estatistica
adequada, pode requerer o0 uso de um numero excessi-
vamente alto de animais.

Outra importante restricdo ao uso de coelhos para se
avaliar protecao vacinal frente ao BoHV-5 é a dose utili-
zada no desafio. Os titulos virais necessarios para produ-
zir doenga em 70-80% dos animais sdo excessivamente
altos, e altamente improvaveis de ocorrer em condicoes
naturais, resguardando-se as comparagdes coelhos/bo-
vinos. Por isso, eventuais falhas da vacinacao de conferir
protecdo em coelhos devem ser interpretadas com cau-
tela, pois o titulo viral utilizado no desafio é geralmente
muito alto. Assim, o uso de coelhos com essa finalidade
deve ser reavaliado e, se indicado, adaptacdes ao proto-
colo de vacinagéo e desafio devem ser consideradas.

Em um experimento inicial, Beltrao et al. (2000) utili-
zaram dois grupos de coelhos com idade de 20 dias, que
foram imunizados com o BoHV-1 (cepa Cooper, 10764
TCID,,) ou BoHV-5 (EVI-88, 1058! TCID,) pela via sub-
cuténea e desafiados 20 dias apdés com a cepa EVI-88
(10784 TCID,) pela via IN. No dia do desafio, os coelhos
imunizados com o BoHV-1 apresentavam titulos neutrali-
zantes entre 4 e 32; e os imunizados com o BoHV-5 pos-
suiam anticorpos em titulos entre 8 e 16. Os coelhos imu-
nizados com o BoHV-1 ficaram protegidos da doenca cli-
nica; apenas 2 de 10 apresentaram sinais leves (duracao
de 2-7 dias) e se recuperaram. Os coelhos imunizados
com o BoHV-5 também ficaram protegidos, porém em
menor grau; 6/10 apresentaram sinais neuroldgicos leves
e cinco se recuperaram; apenas um animal foi a ébito.
Esses resultados demonstraram que a imunizagéo ativa
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foi capaz de proteger os animais da doencga neuroldgica,
e que houve protecao heterdloga parcial.

Silva et al. (2006) investigaram a protecéo cruzada en-
tre BoHV-1 x BoHV-5 em coelhos imunizados com uma
cepa de BoHV-1 defectiva na glicoproteina E (gE). O desa-
fio foi realizado 16 dias apds a vacinacao, pela inocula¢do
IN da cepa EVI-88 (10%! TCID,). Dois dos cinco coelhos
vacinados desenvolveram doenga neuroldgica, contra 3/5
no grupo controle. Esses resultados sugeriram auséncia
de protecado cruzada, porém devem ser interpretados com
cautela, pelas seguintes razdes: 1) O tempo entre a imuni-
zagao e o desafio foi muito curto; 2) A dose viral utilizada
no desafio foi excessivamente alta, e 3) Nao havia grupo
controle vacinado e desafiado com o BoHV-1. De fato, es-
tudos posteriores em bezerros confirmaram observacdes
in vitro, demonstrando a ocorréncia de neutralizagcéo e pro-
tecéo cruzada entre o BoHV-1 x BoHV-5 em niveis seme-
Ihantes a protecao homaloga (Del Medico et al. 2006).

ESTUDO DA FUNCAO DE GENES VIRAIS E
FENOTIPO DE VIRUS RECOMBINANTES

As semelhancas na biologia da infeccao pelo BoHV-5 em
coelhos e bovinos tém permitido também estudos da fun-
cao de produtos génicos, do fendtipo de virus recombi-
nantes e cepas vacinais. Estudos do grupo do Dr Chow-
dhury, investigaram a importancia das glicoproteinas E
(gE), gC, gl e US9 na neuroinvasividade, neuroviruléncia
e tropismo do BoHV-5, por meio da construgéo e inocula-
cédo, em coelhos, de recombinantes defectivos nessas
proteinas (Chowdhury et al. 2000a,b, 2002, 2006, Al-
Mubarak & Chowdhury 2004, Al-Mubarak et al. 2007).

A capacidade de produzir doenga neurolégica em co-
elhos foi utilizada na caracterizacdo de amostras de cam-
po de BoHV envolvidas em doencga neuroldgica de bovi-
nos (Silva et al. 2007). Cinco amostras isoladas do cére-
bro de bovinos com doenca nervosa foram identificadas
como BoHV-1, por métodos moleculares (PCR, seqlien-
ciamento do gene da glicoproteina C) e antigénicos (rea-
tividade com anticorpos monoclonais e neutralizacao). No
entanto, nenhuma dessas amostras produziu doenga neu-
roldgica apds inoculagéo IN em coelhos (n=4, para cada
virus), ao contrario de quatro amostras identificadas como
BoHV-5, que produziram mortalidade em 2/4 e 3 de 4
animais, respectivamente. Concluiu-se que algumas
amostras de BoHV-1, sob certas condi¢ées, sdo capazes
de produzir doenga neurolégica em bovinos, ndo sendo
necessariamente neurovirulentas para coelhos (Silva et
al. 2007). Assim, a capacidade de produzir doenca neu-
rologica em coelhos pode ser utilizada como um parametro
a mais na diferenciagé@o entre BoHV-1 e BoHV-5. A exce-
¢cao se faz a uma unica cepa de BoHV-1, a cepa padréao
Los Angeles, que induziu doenca com sinais neuroldgi-
cos em coelhos, apds inoculacao pela via IN (Spilki et al
2002). A mesma cepa ndo produz doenga neuroldgica em
bovinos, mas caracteristicas antigénicas e genémicas
(Engels et al. 1985) demonstram diferencas entre esta
cepa e outras amostras de BoHV-1.
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Coelhos também foram utilizados para estudar o po-
tencial neurovirulento de mutantes do BoHV-5 produzi-
dos in vitro. Mutantes do BoHV-5, cepa SV-507, foram
selecionados pela resisténcia a bromovinildeoxiuridina, e
possivelmente sao defectivos na atividade da enzima
timidina kinase (TK). A inoculacdo IN de 4 coelhos com
um destes mutantes néo resultou em doenca neurolégi-
ca, em contraste com 100% (4 de 4) de morbidade e mor-
talidade resultantes da inoculagao da cepa parental SV-
507 (Brum M.C., comunicacéo pessoal).

A inoculagéo de coelhos com um virus recombinante
construido a partir da amostra EVI-88, com dele¢do nos
genes que codificam as glicoproteinas gl, gE e a proteina
US9 resultou em doenga neuroldgica em 4 de 13 animais
inoculados. Os sinais clinicos, extensao dos membros
toréacicos e pélvicos, foram distintos daqueles geralmente
observados apds a inoculagdo com a cepa parental. As
lesbes se restringiram ao diencéfalo dos animais, nao
havendo disseminagao do virus ao cortex cerebral. Esse
experimento, demonstra que a delecao destes genes afe-
ta a disseminacao do BoHV-5 no encéfalo de coelhos, o
que pode alterar as manifestacoes clinicas resultantes da
infeccao neurolégica (Spilki R.F. comunicagao pessoal).

O fenétipo de recombinantes do BoHV-5 defectivos na
enzima timidina quinase (TK), gE e TK/gE, construidos
para uso potencial em vacinas, esta sendo estudado em
coelhos. Estudos preliminares demonstraram que o
mutante duplo (TK-/gE-) ndo é neurovirulento para esses
animais, ao contrario da cepa parental (SV-507) (Brum
M.C. comunicagao pessoal). Apos os estudos iniciais neste
modelo, estudos semelhantes serdo conduzidos nos hos-
pedeiros naturais, para confirmar a abolicdo/atenuacao
do fendtipo neurovirulento e a consequiente adequacgao
para uso em vacinas.

Outros usos

Além dos estudos ja descritos, a susceptibilidade de
coelhos a infeccao e doenga neuroldgica pelo BoHV-5 tem
sido utilizada com outras finalidades especificas: 1) Pro-
ducao de anti-soro especifico para BoHV-1 e BoHV-5; 2)
Uso de cérebros infectados como controles positivos em
testes de diagndstico (IFA, PCR, isolamento); 3) Uso de
cérebros positivos para a padronizacado da técnica de
imuno-histoquimica; 4) Padronizagdo da técnica de
hibridizagédo in situ (ISH); e 5) Teste de reatividade de
anticorpos monoclonais nas técnicas de imunofluorescén-
cia e IHQ, entre outros.

OUTROS MODELOS EXPERIMENTAIS

PARA O BoHV-5

Outros modelos experimentais que apresentassem as
mesmas vantagens dos coelhos (susceptibilidade ao
BoHV-5, pequeno porte, baixo custo de aquisicdo e ma-
nutengao) foram buscados no periodo em que se desen-
volveram estas pesquisas. Em especial, camundongos
seriam de grande interesse; todavia, a inoculagcéo pela
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via IC de seis amostras diferentes de BoHV-5 (A663, EVI-
88, EVI-340, SV-136, Taim, V175) sempre em titulos al-
tos, em camundongos lactentes brancos suicos, grupos
de 10 animais cada, resultou na morte de apenas dois
animais inoculados com a amostra A663 nos dias 4 e 7
apos a inoculagao (pi), enquanto todos os outros camun-
dongos, ainda que mantidos em observagao por um peri-
odo de 40 dias, ndo apresentaram sinais neuroldgicos.
Esses experimentos demonstraram a auséncia de sus-
ceptibilidade, pelo menos desta linhagem de camundon-
gos, a infeccao pelo BoHV-5 (Spilki F.R, dados n&o publi-
cados). Posteriormente, camundongos de linhagens
“knock-out” para o interferon gama (IFN-y) foram utiliza-
dos com sucesso para o estudo de fatores virais e do
hospedeiro (IFN-y) envolvidos na patogenia e neuroviru-
Iéncia do BoHV-5 (Abril et al. 2004).

Além de coelhos (e estudos restritos em camundon-
gos), ovinos (Silva et al. 1999a, Bélak et al. 1999) e capri-
nos (Diel et al. 2007) tém sido utilizados para o estudo de
alguns aspectos da infeccao aguda e latente pelo BoHV-
5. As espécies ovina e caprina mostraram-se suscepti-
veis a infecgéo pelo BoHV-5 (e também pelo BoHV-1), e
a sua participacdo na epidemiologia dessas infeccgoes,
embora controversa e contestada, tem sido sugerida por
alguns autores.

Conclusoes e perspectivas

O estabelecimento do modelo experimental em coe-
Ihos tem contribuido sobremaneira para o conhecimento
da biologia da infeccdo aguda e latente pelo BoHV-5.
Resguardando-se as diferencgas bioldgicas que certamente
existem entre bovinos e coelhos - e que recomendam
cautela na extrapolacdo dos achados - varios aspectos
da patogenia e resposta imunoldgica neste modelo tém
demonstrado grande similaridade com a infecgcdo nos
hospedeiros naturais. Isto valida ainda mais este modelo
e o credencia para uso com diversas finalidades. Em par-
ticular, estudos da fungéo de genes virais envolvidos na
neuroviruléncia e neurotropismo, e nas intera¢des do vi-
rus com o sistema imunolégico; a caracterizacao de
recombinantes virais destinados a uso em vacinas; € o
teste e desenvolvimento de drogas para o tratamento das
infeccoes herpésticas humanas e de animais, entre ou-
tros, podem se beneficiar deste modelo experimental. E
prudente ressaltar, no entanto, que as observagdes oriun-
das de experimentos neste modelo animal devem ser cui-
dadosamente examinadas e, se possivel, validadas por
estudos equivalentes nos hospedeiros naturais.
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