UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
Colegiado dos Cursos de Pés-Graduacéo

INFECCAO EXPERIMENTAL DE COELHOS COM
O ISOLADO MUTUM DE HERPESVIRUS BOVINO 5
(BoHV-5)

HELI1O MARTINS DE AQUINO NETO

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2008



HELIO MARTINS DE AQUINO NETO

INFECCAO EXPERIMENTAL DE COELHOS
COM O ISOLADO MUTUM DE
HERPESVIRUS BOVINO 5 (BoHV-5)

Dissertacdo apresentada ao Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de Concentragéo: Clinica e Cirurgia Veterinarias

Orientador: Elias Jorge Facury Filho

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2008



A657i  Aquino Neto, Hélio Martins de, 1980-

Infeccdo experimental de coelhos com o isolado Mutum de Herpesvirus bovino 5 (BoHV-5)
/ Hélio Martins de Aquino Neto. - 2008.

78 p. 1l
Orientador: Elias Jorge Facury Filho

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria
Inclui bibliografia

1. Herpesvirus em animais — Teses. 2. Virus do herpes em animais — Teses. 3. Coelho
como animal de laboratdrio — Teses. 4. Meningoencefalite — Teses. I. Facury Filho, Elias Jorge.
I1. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. I11. Titulo.

CDD - 636.089 692




Dissertacdo defendida e aprovada em 31 de Janeiro de 2008, pela Comisséo
Examinadora constituida por:

Pr%. Dr, Elias Jorge Facury Filho
— (Orientador)

WL W, A o

Peof® Dra. Milene Alvarenga Rachid

Gt [0 Fhpg foticis]

Prof* Dra. Edel Figueiredo Bgtﬂosa Stancioli

//

Prof® Dra. Ernid Geessien Kroon




Dedico este trabalho aos meus pais,
Hélder e Nadia, meus irmdos Diogo,
Gabriela e Daniele e ao meu avo Hélio.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me proporcionar esta passagem terrena repleta de salde, familia, amigos,
oportunidades e conhecimento, dando-me desta forma a capacidade de melhorar um pouquinho
a cada dia, em todos os sentidos.

Aos meus pais Hélder e Nadia, meus irmaos Diogo, Gabriela e Daniele, e aos meus avos Hélio e
Vanilda (in memorian), Agnelo e Terezinha, pela educacéo, pelo incentivo, pelo amor, pela
paciéncia, pela saudade... enfim por todos os sentimentos e atos que me permitiram estar aqui
hoje.

A Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), instituicdo onde me graduei em Medicina
Veterindria, e a todos os professores que realmente se empenharam em vencer as dificuldades,
contribuindo com minha formacéo pessoal e profissional. O professor Francisco Carneiro Lima
€ uma destas pessoas... Obrigado pelos ensinamentos, bons momentos, pela amizade e por
acreditar somos capazes.

A Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), pelo caloroso acolhimento e in(imeras
oportunidades concedidas.

Ao meu orientador, professor Lob3o, e ao professor Ultimo, que sempre estiveram presentes em
todos os sentidos e dividiram desde o inicio as obriga¢gdes da minha orientacdo e da conducéo
deste trabalho. Gostaria de ressaltar que este apoio ndo vem somente deste periodo do curso de
Mestrado, mas desde a minha chegada em BH, ainda como estudante de graduacdo em 2002.

Aos professores Paulo Marcos e Livio Molina, pelo apoio, amizade e por serem exemplos para
mim de pessoas vencedoras. Meu muito obrigado por terem sempre me recebido de bracos
abertos!!

A professora Edel, por me receber e me fazer sentir um membro do seu laboratério, pelos
ensinamentos, empenho, exemplo de profissional.... Obrigado pela oportunidade de conhecer
coisas novas e pela paciéncia (ndo deve ter sido facil!l!) que me tem dispensado todo este
tempo.

A minha namorada Lilian, por tudo que ja vivemos e compartilhamos, e por ser peca
fundamental na minha vida.

A professora Milene Alvarenga, pelo apoio, pela disponibilidade em nos atender sempre com
muita simpatia e pela grande contribui¢do na determinacdo da metodologia deste trabalho.

A professora Marilia, pelos conselhos, pela atencdo e por sempre ter procurado facilitar ao
méaximo a resolucdo dos mais diversos problemas.

Ao professores Paulo e Fabiola e a residente Laura, pelo apoio sempre que necessitamos, e por
realizarem as analises hematoldgicas deste trabalho.

A professora Rosa e a técnica Mirna, do NIPE — ICB, pelo apoio, atencéo e por terem realizado
as andlises histoldgicas deste trabalho.



Ao professor Ronaldo Braga Reis, por ter gentilmente cedido os animais para este trabalho.

Ao doutorando Durval, pelo apoio e esclarecimentos em relacdo ao protocolo de coleta de
sangue dos animais.

Aos companheiros do LABMIC-ICB: Jaque, Camila, Fernanda, Myrian, Haleta, Dani Afonso,
Rafael, Matheus, Jordana, Juscelino, Giolvo, Milena, dentre outros, que me receberam com
muita simpatia e sempre mostraram-se prontos a ajudar.

A Aline (doutoranda em patologia), pela amizade, simpatia e por sempre estar disposta a ajudar
e esclarecer duvidas.

Aos amigos Angelo, Gordo (Sidney), Moisés, Rafael, Bel, Catarina, Mutum (ao virus e ao
residente Marcelo), Enxurrada, Nelson e Leo, que fazem parte da familia da Clinica de
Ruminantes e sempre estiveram presentes, em todos o0s sentidos.

Aos amigos lvis, Seba, Vinicios, Anali, Magdo, Karla, Gaguinho, Modesto, Anderson Percebe,
Adriana, Theonys, Sr. Jodo, dentre muitos outros que, apesar da distancia sempre estardo
presentes na minha vida.

Aos amigos-irmdos Cupim (Fernando), Ferdinan e Talmir (Gudinho) pelo apoio constante, por
compartilhar momentos bons e ruins, e por nossa reptblica sempre ter sido um local de grande
atividade sdcio-intelecto-cultural!! Obrigado por tudo!

Ao Renato, da fazenda da Escola de Veterinaria da UFMG em lgarapé, por todo o apoio durante
0 processo de selecdo e transporte dos animais que foram utilizados no experimento.

Aos veterinarios Drs. Pedro, Marcelo e Anapolino, do LANAGRO/MG por terem me recebido
tdo bem e facilitado de todas as formas a realizacdo de parte fundamental deste experimento.
Estendo minha gratiddo também ao Braulio e a todos 0s demais funcionarios com quem tive
contato e que muito me auxiliaram quando estive em Pedro Leopoldo.

Ao estudante de veterindria Ronaldo Alves, por todo o apoio durante a infec¢do dos animais em
Pedro Leopoldo, por as vezes chegar seis horas da manha e sair 1a pelas onze ou meia noite...
Tudo com muita boa vontade! Valeu mesmo! Sei que as necropsias teriam sido muito mais
complicadas se vocé ndo tivesse me dado aquela forcal

A Fébia pelo trabalho maravilhoso na preparagdo do indculo viral (dentre muitas outras
coisas!!!), pelos grandes ensinamentos, pela amizade, disposicdo, por ter sido pessoa
fundamental para a realizacdo desta pesquisa. Também gostaria de expressar minha gratidao a
professora Zélia Lobato e a todas as pessoas da Preventiva que colaboraram conosco, entre eles
Eduardo, Grazi, Cintia, lara e Doris.

A estudante de Ciéncias Bioldgicas, Ludmila Alves, que também foi peca fundamental para que
alcangdssemos nossas metas! Espero que vocé tenha nocéo do quanto foi importante e que serei
sempre grato por ter se dedicado ao maximo a esta “causa” e ter compartilhado e observado
minhas angustias e dificuldades nesta fase final, e agora, poder concluir que nada mais foi do
que mais um obstéculo vencido, um grande aprendizado para todos nos!



A Nilda, por ser uma profissional exemplar e nos receber sempre com esta simpatia que Ihe é
peculiar. Sua habilidade em lidar com as pessoas é uma qualidade maravilhosa e certamente
torna a vida de todos os estudantes de pds da Ciéncia Animal muito mais facil!! Aproveito para
agradecer também a Débora, pois apesar do pouco tempo na secretaria da pos, ja demonstrou
sua capacidade e competéncia, nos ajudando muito nesta fase final do curso de Mestrado.

A Fabiola, Alessandra, Fabiana, Léo e Awilson amigos desde a época da Residéncia e que
compartilharam conosco esta trajetéria no Mestrado. E sempre muito bom ter vocés por perto!!!

As secretarias do departamento de Clinica: Eliane, Rosangela e Lourdes, por estarem sempre
prontas a ajudar.

Aos funcionarios da EV-UFMG, especialmente Addo, Palhinha, Liu e Jodo, amigos de longa
data, e a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagéo deste trabalho.

Meu Muito Obrigado!!!



"Mau seré o dia do homem quando ele se tornar absolutamente satisfeito com a vida que esta
levando, quando néo estiver mais eternamente batendo nas portas de sua alma um enorme
desejo de fazer algo maior."”

PHILLIPS BROOKS



SUMARIO

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
211
2.12

3.1
3.2
3.3

331
332
3.4
34.1
34.2

3.4.3

INTRODUCAO.

REVISAO DE LITERATURA. ......ooiiiieeite ettt

Historico...........
Etiologia...........

Patogenia..........

Laténcia............

EpIdemMiOlOgia. ... ieueiiiiiciii e

Sinais clinicos....

Achados de necropsia e histopatoldgiCos. ........covvvvvviniiiiiiiieeiiiiinnnn,

Diagnostico.......

Diagnostico Dife

(0] (o T |

Controle e Profilaxia..........coeeeeiiieiiii

Utilizagdo de coelhos como modelo experimental...............ccueeen.

InfeccOes herpéti

CAS €M COBINOS. . .ceeiiie e

MATERIAL E METODOS......c.cciuiiiiiteeiteeiteeeesreesteesre e sneesneas

CUltUra de CAIUIAS B VITUS. .. enieieiietie ettt e e e ee s renenas

Titulacdo...........

Multiplicago Viral..........ocoevviiiiiiiiii e

Produc¢do em larga

Purificacdo..........

7= -

Desenho experimental.........ocuuiiiiiiniiiiiiiiin e

Animais.............
Inoculagdo..........

Coleta de amostras

18
20
20
20
21
22
23
26
26
28
29
32
33
35
36

36
36
37
37
37
37
38
39



“pool” de suabes nasais de coelhos infectados com o isolado Mutum de

3.5 Processamento laboratorial das amostras.............ueviiiiviiiiininnnnn, 40

351 [ [ 010 = 0 T 40

352 1] ] ToTU | 12 Lo o JR 40

353 Titulac@o viral dos SUADES NASAIS. .. vuvssiiriissiirrisiisrrarrarranssrrassansannins 41

354 TiUIACHO VIFal A0S TECTAOS. 1. vvreseveeseereerreessneesseseesereeesereeeseneesaeeesans 42

355 [ TS (0] o 2= 1 (0] (0o |- VP 43

356 EXtrac8o de DNA. . .ot 43

35.7 Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) ..vvvvviiiiiiiiiiiiniininninnisienanns 44

35.7.1 CondiCOES AaS FBACHES . v vussrurrrsrrsrsssrranssssrasssansansssnsssesaneransrnnrassnnsnns 44

3572 Anglise dos Produtos 8 PCR...uuiiiisiitiit s iasrassssansan s sassasnssansansassnsnes 45

4 RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoieirieeireeirieeireesreeesreesneeans 45

4.1 SINAIS CHNICOS. . vvvevveeiuree et e steeeste e et e e s e e srre e e e e e ereeennaee s 45

4.2 Lol ToTo | - USSR 47

4.3 SOTOCONVEISAD. .. vveeuveeetreessreeessteeessreeasseeessteeesnseeesseeeareeessneeenns 51

4.4 TitulagAo Viral dOS SUADES NASAIS......cccvreeeiirreeeiirieeesireeeeerreeeenns o1

4.5 Titulagdo viral dos teCIADS. .....eeiveeeiieeeireeeciee e st sre e 56

4.6 Achados de necropsia e histopatolOgiCos..........ccvvveeiirvereiiireeeesineens 59

4.7 Reacio de Polimerase em Cadeia (PCR)......cecvvveeeeevveeeiiveeeeennen. 62

5 (00] N[0 I U ST ] =1 TR 66

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccuviiiieeiiiee e ssrie e 66

LISTA DE FIGURAS

Figural Datas e procedimentos realizados com coelhos infetados 38
experimentalmente com o isolado Mutum de BOHV-5.............ccccvvvnens

Figura2 Efeito citopatico observado na titulagao viral em células MDBK a partirdo 54

10



Figura3 Efeito citopatico observado na titulagéo viral em células MDBK a partir de 58
diversos fragmentos de tecidos de coelhos infectados com o isolado
Mutum de BOHV-5.....ciiiiiiiiii
Figura4 Cortes histologicos de sistema nervoso de coelhos experimentalmente 60
infectados com a amostra Mutum de BOHV-5.........cooiviviniiinininenn,
Figura5 PCR semi-nested de DNA extraido do sobrenadante dos macerados de 63
tecidos e suabes nasais — 515ph. Gel de agarose 1,2 %, corado com
Prometo de etidio.......cuvirniiniiiiii
Figura6 PCR nested com amostra de DNA extraido do sobrenadante dos macerados 63
de tecidos e suabes nasais - 222 pb. Gel de agarose 1,2 %, corado com
Prometo de etidio.. ... vvviruieuiiiiieii
Figura7 PCR semi-nested de DNA extraido do sobrenadante dos suabes nasais - 64
515 pb. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio..................
Figura8 PCR nested de DNA extraido do sobrenadante dos suabes nasais - 222 pb. 64
Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio.........ccevvvvenreninnnnn.
LISTA DE TABELAS
Tabelal Distlrbios neuroldgicos em BOVINOS.........cccoveiieieeiieiieeieeiecee e esee e 32
Via de inoculagdo, dose infectante e dia da eutandsia dos coelhos
Tabela 2 infectados experimentalmente com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo
Horizonte, 2008............cooviiiiiiiiiiiii i 38
Tabela 3 Iniciadores, orientacéo, localizacdo e tamanho esperado do amplicon......... 44
Seqiiéncia, orientacdo e localizacdo do par de iniciadores complementares
Tabelad4 a0 gene US4 do BOHV-5.......uuiiiiiiiiiiiiiiiececc et 44
Sintomas dos coelhos do 5° dia, infectados experimentalmente com o
Tabela5 isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.............cccccoooniiinicinienene. 16
Sintomas dos coelhos do 12° dia, infectados experimentalmente com o
Tabela 6 isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008............cc.ccoceeeiniincniennnne. 46
Valores médios do eritrograma e avaliacdo de plaquetas nos dias 0 e 5 pi,
Tabela7 dos animais controle e infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo
Horizonte, 2008...........c.cciiiiiiiiiii 48

11



Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Valores individuais do eritrograma e avaliacdo de plaquetas do animal
controle 2 e dos animais do 12° dia, infectados com o isolado Mutum de
BoHV-5, Belo Horizonte, 2008............coooiiiiieeiiiiiees e
Valores médios do leucograma nos dias 0 e 5 pi, dos animais controle e
infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008..........
Valores individuais do leucograma do animal controle 2 e dos animais do

12° dia, infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte,

Soroconversdo para a amostra Colorado de BoHV-1 e amostra padréo
EVI-88 de BoHV-5 em coelhos infectados com o isolado Mutum de
BoHV-5, Belo Horizonte, 2008............coouiiiiieeniiiiees e
Titulacdo viral dos suabes nasais de coelhos infectados com o isolado
Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.........cccuvivirieieinieeiiieenineesneesnnns
Efeito citopatico provocado por agente desconhecido, observado em
material proveniente de suabes nasais de coelhos infectados com o isolado
Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008............cccceviiieeeeiiiiieee e
Titulacdo viral dos tecidos macerados provenientes de coelhos infectados
com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008..........cccoevvvnevnnnn.
Fragmentos de tecidos dos coelhos inoculados experimentalmente com o
isolado Mutum de BoHV-5, onde detectou-se o virus utilizando-se dois

sistemas de PCR, Belo HOrizonte, 2008..........ovveeuieerieieiieeeiieeeinieesnsesnneees

48

50

50

51

52

52

56

12



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg

pl

pm

ADI

BO

BoHV
BoHV-1
BoHV-1.1
BoHV-1.2
BoHV-1.3
BoHV-5
BSE

BVD

C1l

C2
CETEA
CHCM
CJD

cm

CO;
CpHV-1
CvHV-1
CvHV-2
dl

DMSO
DNA
dNTP
ECP
EDTA

13

Microgramas

Microlitros

Micrometros

Anemia da Doenca Inflamatoria

Bulbo olfatério

Herpesvirus bovino

Herpesvirus bovino 1 (Bovine herpesvirus 1)
Herpesvirus bovino 1 subtipo 1 (Respiratorio)
Herpesvirus bovino 1 subtipo 2 (Genital)
Herpesvirus bovino 1 subtipo 3 (Neurolégico)
Herpesvirus bovino 5 (Bovine herpesvirus 5)
Encefalopatia Espongiforme Bovina

Diarréia Viral Bovina

Animal controle 1

Animal controle 2

Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Concentracdo hemoglobinica corpuscular média.

Doenca de Creutzfeldt-Jakob

Centimetro quadrado

Gaés carbonico

Herpesvirus caprino 1 (Caprine herpesvirus 1)
Herpesvirus cervideo 1 (Cervid herpesvirus 1)
Herpesvirus cervideo 2 (Cervid herpesvirus 1)
Decilitro

Dimetil sulfoxido

Acido desoxirribonucléico

Desoxinucleotideo

Efeito citopético

Etileno diamino tetracetato



gE

a9G
HCM
H&E
HHV-1
HSV-1
IBR

ICB
ICTV
IMA
IPV

kg

I
LANAGRO
LeHV-1
LeHV-2
LeHV-3
LR

M
MDBK
MEM
MG

mg

ml

mM
MPE

ng
NIPE

nm

Glicoproteina E

Glicoproteina G

Hemoglobina corpuscular média
Hematoxilina-Eosina

Herpesvirus humano 1 (Human herpesvirus 1)
Herpes simplex virus 1

Rinotraqueite Infecciosa Bovina
Intra-conjuntival

Instituto de Ciéncias Biologicas

Comité Internacional para Taxonomia de Virus
Instituto Mineiro de Agropecuaria
Vulvovaginite Infecciosa Pustular

Kilogramas

Litro

Laboratério Nacional Agropecuéario
Herpesvirus leporideo 1 (Leporid herpesvirus 1)
Herpesvirus leporideo 2 (Leporid herpesvirus 2)
Herpesvirus leporideo 3 (Leporid herpesvirus 3)
Gene relacionado com a laténcia

Molar

Células de rim de bovino

Meio minimo essencial de Eagle

Minas Gerais

Miligrama

Mililitro

Milimolar

Membro posterior esquerdo

Nanogramas

Laboratério de Neuro-Imuno Patologia Experimental

Nanometros

14



pb

PCR
PEM
pH

pi

Pmol
RAPD
RDW
Rpm
RS
SDS
SDS-PAGE
SFB
SNC
TBE
TCIDsy
UFMG
VCM
Vv

Pares de base

Reacdo de Polimerase em Cadeia
Polioencefalomalacia

Potencial Hidrogeni6nico

Pds-inoculagédo

Pico mol

DNA polimorfico amplificado randomicamente
Variacdo de tamanho das hemécias

Rotagdes por Minuto

Rio Grande do Sul

Duodecil sulfato de sodio

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
Soro Fetal Bovino

Sistema Nervoso Central

Tris-borato-EDTA

Dose infectante para 50 % do cultivo tecidual
Universidade Federal de Minas Gerais

Volume Corpuscular Médio

Volts

15



RESUMO

Herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) é um alfaherpesvirus associado com meningoencefalite, uma
doenca geralmente fatal e altamente prevalente na América do Sul. Neste trabalho, coelhos
foram infectados com a amostra brasileira Mutum de BoHV-5, isolada de um bovino que
apresentou sintomas medulares, pouco comuns a enfermidade. Seis animais foram inoculados
pela via intranasal e dois permaneceram como controle. Os coelhos foram monitorados
clinicamente e submetidos a trés coletas de sangue e quatro coletas de suabes nasais. Metade
dos animais foi eutanasiada no dia 5 pi e 0s demais no dia 12 pi. Fragmentos de cortex cerebral,
cerebelo, tronco encefalico, ganglio trigémeo, medula cervical, medula toracica e medula
lombar foram coletados em duplicata e encaminhados para exame histol6gico e viroldgico. Os
animais do 12° dia manifestaram principalmente convulsdes, periodos de agitacdo ou depressao
e tremores, a partir do dia 6 pi, porém nenhum morreu em decorréncia da doenca, durante o
periodo experimental. Alteracdes histoldgicas foram discretas e estavam presentes somente em
um dos animais do 12° dia. O virus foi re-isolado do cortex cerebral, cerebelo, ganglio
trigeminal, medula cervical, medula toracica e medula lombar dos animais infectados e foi
eliminado via secre¢do nasal consistentemente a partir do dia 5 até o dia 12 pi. Através de PCR
detectou-se BoHV-5 no tronco encefalico, cerebelo, medula cervical e medula toréacica dos
animais infectados. Até o momento, desconhece-se a existéncia de trabalhos previamente
realizados que tenham re-isolado e detectado virus em fragmentos de medula cervical e toracica,
em animais natural ou experimentalmente infectados com BoHV-5. Os resultados obtidos
reafirmam a condi¢do do coelho como modelo experimental adequado para infec¢cdo como
BoHV-5 através da inoculacéo intranasal. A detec¢do do virus na medula espinhal aponta para a
necessidade da mesma ser incluida como material adequado para diagnostico de

meningoencefalite por BoHV-5.

Palavras-chave: Herpesvirus bovino 5 (BoHV-5); meningoencefalite; coelhos; modelo

experimental.
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ABSTRACT

Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) is an alphaherpesvirus associated with meningoencephalitis, an
usually fatal disease and highly prevalent in South America. In this study, we infected rabbits
with a Brazilian BoHV-5 strain, named Mutum, isolated from a bovine with spinal cord
symptoms, uncommon for this illness. Six animals were inoculated intranasally and two (control
group) were mock infected. The rabbits were clinically monitored and submitted to blood
sampling and nasal swabs. The half of the animals was euthanatized 5 days postinoculation (pi)
and the remaining, in the day 12 pi. Sections of brain cortex, cerebellum, brain stem, trigeminal
ganglia, cervical spinal cord, thoracic spinal cord and lumbar spinal cord were collected in two
samples for virological and histological examinations. The animals of 12" day showed seizures,
periods of depression or excitability and tremors crisis, started on the day 6 pi, but it was not
able to cause the death in the rabbits during the experiment. Mild microscopic lesions were
observed just in one of the rabbits from 12" day. Infectious virus was recovered from cortex,
cerebellum, trigeminal ganglia, cervical, thoracic and lumbar spinal cord of infected animals
and was spread by nasal discharge from day 5 until day 12 pi. Viral DNA was detected in the
brain stem, cerebellum, cervical spinal cord and thoracic spinal cord of infected animals. To our
knowledge, there are no researches that had isolated and detected virus in sections of cervical
and thoracic spinal cord in experimentally or naturally infected animals with BoHV-5. These
results confirm the rabbits as a suitable model to experimental infection with BoHV-5 by the
intranasal route. The virus detection in the spinal cord point to the need of consider it like an

appropriate material to diagnosis of BoHV-5 meningoencephalitis.

Key words: Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5); meningoencephalitis; rabbits; experimental

model.
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1. INTRODUCAO

Os distarbios do sistema nervoso em
bovinos abrangem um grupo de
enfermidades muito importantes, tanto pelo
perigo em potencial que representam para a
salde humana como zoonoses, quanto pelas
expressivas  perdas econbmicas  que
ocasionam. Somente a raiva é responsavel
pela perda anual de 50 milhdes de dolares
em todo o mundo (King e Turner, 1993).
Dados nacionais relativos aos prejuizos
causados pelas enfermidades neurolégicas
em bovinos ainda sdo escassos, em parte
pela sub-notificacdo de casos e dificuldades
no diagnéstico, embora levantamentos
feitos em algumas regibes do Brasil
indiqguem que estas perdas podem chegar a
11 milhBes de reais por ano somente no Rio
Grande do Sul (Sanches et al., 2000). Na
regido sul deste mesmo estado, ja foi
confirmada a presenca de mais de vinte
enfermidades neuroldgicas dos ruminantes,
sugerindo que este problema provavelmente
ocorra em todo o pais (Riet-Correa et al.,
1998).

As neuropatias ganharam destaque desde o
aparecimento, em 1986, da encefalopatia
espongiforme bovina (BSE) (Wells et al.,
1987), e esta importancia passou a ser ainda
mais salientada apds a relacdo desta
enfermidade com o aparecimento de uma
nova variante da doenca humana CJD
(Creutzfeldt-Jakob disease) na Inglaterra
(Will et al., 1996). A crescente preocupacéo
com as implica¢bes econdmicas, politicas,
sanitarias e de salde publica da BSE,
motivou  as  autoridades  sanitarias
internacionais a solicitar dos paises
exportadores de carne, evidéncias de que
seus rebanhos estdo livres da doenca. Estes
paises devem ter um controle capaz de
atestar que seu rebanho bovino é livre de
BSE e que também sdo capazes de
identificar as doencas que afetam o sistema
nervoso dos bovinos (Lemos, 2005).

O Brasil é considerado como &rea de risco
desprezivel para BSE e para permanecer
neste patamar, deve manter um sistema de
vigilancia epidemiolégica em que a maioria
dos ruminantes que morrerem com sinais
neurolégicos  sejam  submetidos a
diagnostico diferencial (Lemos, 2005). Isto
equivale a dizer que o pais deve estar
capacitado para diagnosticar as outras
doencas que afetam o sistema nervoso
central (SNC) de bovinos, mesmo na
auséncia de casos de BSE (Sanches, et al.,
2000).

Além dos pontos citados anteriormente,
pode-se associar ainda dois aspectos
importantes envolvendo as neuropatias: sua
freqliéncia e dificuldade de diagndstico,
esta UGltima, ligada principalmente a
variacdo de manifestacdo clinica de uma
mesma doenca, a semelhanca
sintomatolégica existente entre algumas
delas e, em varios casos, a falta de estrutura
técnica dos laboratdrios para diagndstico.

Dentre as neuropatias que ocorrem em
bovinos, uma ainda pouco conhecida,
porém muito estudada nos ultimos anos é a
meningoencefalite causada por Herpesvirus
bovino 5 (BoHV-5). A doenca tem sido
observada na América do Sul e do Norte
(Barenfus et al., 1963; Riet-Correa et al.,
1989; Weiblen et al., 1989), assim como
Austrélia (Johnston et al., 1962), Hungria
(Bartha et al., 1969) e Escécia (Watt et al.,
1981). No Brasil, onde sua importancia
vem crescendo, ja foram descritos surtos
em alguns estados das regides Centro-oeste
(De Paula et al., 2005), Sudeste (Salvador
et al., 1998; Gomes et al., 2002; Aquino
Neto, 2005), Sul (Riet-Correa et al., 1989) e
Norte do pais (Riet-Correa et al., 2006). O
desconhecimento da prevaléncia desta
infeccdo decorre da dificuldade da
realizacdo do diagnostico diferencial entre
as enfermidades que afetam o SNC dos
bovinos. Estas  enfermidades  séo
comumente diagnosticadas somente por
avaliacdo clinica, mas a semelhanca na
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sintomatologia neuroldgica dificulta a
interpretacdo dos achados e induz
diagnosticos equivocados.

No ano de 2004 o Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), recebeu uma vaca de cinco anos
de idade, proveniente do municipio de
Mutum (MG), apresentando quadro de
neuropatia. O curso da doenca foi de seis
dias e os sinais clinicos apresentados por
este animal eram de uma sindrome medular
baixa, caracterizada por excitagdo,
constante troca de apoio entre os membros
posteriores e progressiva dificuldade para
levantar-se e locomover-se. Por meio da
imunofluorescéncia e inoculagdo em
camundongos, descartou-se a possibilidade
de raiva. Baseando-se nos achados
histoldgicos, no teste da Reacdo da
Polimerase em  Cadeia (PCR) e
sequenciamento do amplicon amplificado,
foi possivel chegar ao diagndstico de
meningoencefalite por BoHV-5. A amostra
de BoHV-5 do referido caso foi nomeada
como Mutum e o segmento parcial da
glicoproteina G do virus foi seqlienciado e
depositado no GenBank, com nimero de
acesso AY916517.

Os sintomas apresentados por este animal
foram em parte distintos dos
frequentemente descritos em outros casos
de meningoencefalite por BoHV-5, pois
iniciou-se com sinais medulares, que
evoluiram dentro de cinco dias para uma
sindrome cerebral. Os sinais clinicos
descritos por outros autores consistem
principalmente em um quadro cerebral,
com depressdo, tremores, convulsdes,
nistagmo, bruxismo e movimentos de
pedalagem (Hill et al., 1984; Riet-Correa et
al., 1996; Salvador et al., 1998; Sanches et
al., 2000; Halfen e Vidor, 2001; Rissi et al.,
2006). Acredita-se que o principal acesso
do virus ao SNC seja pelas fibras nervosas
distribuidas na mucosa nasal (Mckercher et
al., 1970), principalmente via bulbo
olfatério e nervo trigémeo (Beltrdo et al.,
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2000; Meyer et al., 2001; Caron et al.,
2002).

O isolamento da amostra Mutum de um
bovino com sintomatologia incomum para
infeccBes naturais por BoHV-5, nos fez
refletir sobre a probabilidade de que o virus
pudesse de alguma maneira atingir a
medula espinhal. Uma das questdes
levantadas seria que estes sintomas possam
ocorrer naturalmente, porém sdo de dificil
observacdo porque muitas vezes 0s animais
sdo encontrados em fase terminal. A
assisténcia  veterinaria €  solicitada
geralmente neste momento, e a doenga
manifesta-se de  forma  esporédica,
dificultando o acompanhamento clinico de
varios casos simultaneamente. Outra
hipbtese seria a de que o isolado Mutum
especificamente, tivesse uma  maior
facilidade de atingir a medula. Estes fatos
foram os motivadores para a realizacdo
deste trabalho, considerando-se que a
patogenia dos BoHV-5 ainda ndo esta
completamente esclarecida.

A tilizacdo de coelhos como modelo
experimental para infeccdo por BoHV-5,
utilizando-se a via intranasal para
inoculagdo, esta bem definida. A utilizacdo
desta espécie em detrimento a bovina,
justifica-se principalmente pelos custos
reduzidos e facilidade de manejo. Os
trabalhos demonstram altas taxas de
morbidade e mortalidade, além da
recuperacdo do virus de amostras do SNC
dos coelhos infectados (Meyer et al., 1996;
Chowdhury et al., 1997; Silva et al.,
1999a).

Este trabalho teve como objetivo
caracterizar o quadro clinico, as alteragoes
histolégicas e a localizacdo do virus no
SNC com o re-isolamento viral, em coelhos
inoculados experimentalmente com o
isolado Mutum de BoHV-5, para o
entendimento da sindrome medular baixa
observada no caso indice.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

O Herpesvirus bovino 5 foi isolado pela
primeira vez na Australia em 1962, de um
surto de meningoencefalite, em bezerros de
dois a seis meses de idade com 50% de
mortalidade, embora naquela ocasido o
virus ndo tenha sido identificado como tal
(Johnston et al., 1962). Estudos posteriores
em cultivos celulares e isolamento viral
permitiram a caracterizagdo do isolado
australiano que foi denominado N569 e
logo associado com o Herpesvirus bovino 1
(BoHV-1), causador da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR) e Vulvovaginite
Infecciosa  Pustular  (IPV).  Reacg0es
sorolégicas cruzadas entre os dois virus
foram detectadas com o soro de cobaios
imunizados, além da presenca de inclusbes
intranucleares morfologicamente idénticas
as do virus da IBR em cultivos celulares
(French, 1962b). Apds estas observagoes,
varios surtos semelhantes de
meningoencefalite foram descritos em
diversas regibes do mundo (Barenfus et al.,
1963; Gardiner et al., 1964; Bartha et al.,
1969; Reed et al., 1973; Carillo et al.,
1983a; Riet-Correa et al., 1989; Weiblen et
al., 1989). De maneira geral, todos estes
surtos foram associados ao BoHV-1 pelas
caracteristicas biolégicas e antigénicas do
agente. Logo comecaram a ser formuladas
algumas hipéteses sobre a patogenia da
infeccdo e sugeriu-se a existéncia de
amostras neurotrépicas de BoHV-1, com
rapida replicacdo e com habilidade para
causar quadro neuroldgico, diferentemente
do que ocorria na IBR ou IPV (Hall et al.,
1966; McKercher et al., 1970). Estas
hipéteses foram reforcadas apds a
identificacdo de diferencas soroldgicas
entre a amostra N569 e isolados de IBR
(Bagust, 1972).

Até a década de 1980, a meningoencefalite
foi considerada uma manifestacdo clinico-

patolégica da IBR e o virus era classificado
como um subtipo de BoHV-1 (George,
1991). Entretanto, comparacdes entre
amostras neurovirulentas e nédo
neurovirulentas de BoHV-1 revelaram
diferencas significativas no perfil por
restricdo enzimatica do DNA viral (Metzler
et al., 1986; Engels et al., 1986; Studdert,
1989), na antigenicidade e no perfil
eletroforético de proteina virais em
Eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS (SDS-PAGE) (Metzler et al.,
1986).

Com base nas diferengas descritas acima, o
BoHV-1 foi classificado em trés subtipos:
subtipo 1 (BoHV-1.1), relacionado a
infeccbes no trato respiratério; subtipo 2
(BoHV-1.2), relacionado a infecgBes no
trato reprodutivo e subtipo 3 (BoHV-1.3),
relacionado a infecgbes neuroldgicas
(Metzler et al., 1985; Engels et al., 1987).
Apesar desta relativa relacdo entre os
subtipos e locais de infecgdo, 0os mesmos
podem circular por todo o0 organismo
animal, causando também aborto,
conjuntivite, vulvovaginite e infeccdo
sistémica em neonatos (Fenner, 1993).

Esta classificacdo foi aceita e confirmada
por diversos autores, e somente em 1992 o
The Herpesvirus Study Group of the
International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV) propds uma reclassificagao,
em que as amostras neurotropicas da
encefalite bovina passaram a constituir uma
espécie viral distinta, denominada de
Herpesvirus bovino 5 (Roizman et al,
1992).

2.2 Etiologia

O BoHV-5 pertence a familia
Herpesviridae, cuja inclusdo de membros é
baseada na arquitetura do virion. Todos 0s
herpesvirus possuem um cerne contendo
DNA linear de fita dupla, tamanho de
virion assemelhado (200 a 250nm) e
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estrutura similar, composta por capsideo,
tegumento e envelope. A maioria dos
herpesvirus pode ser subdividida em trés
principais subfamilias com base nas suas
propriedades bioldgicas, contetdo
genémico e organizagdo:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammabherpesvirinae. Estas subfamilias
diferem no tipo de células onde a laténcia é
estabelecida e na duracdo do seu ciclo de
replicacdo produtiva (Roizman e Pellett,
2001; ICTV, 2007).

Os alfaherpesvirus caracterizam-se por
possuirem ampla variedade de hospedeiros,
ciclo de replicacdo curto com rapida
disseminagdo em cultivo celular, destrui¢éo
das células hospedeiras durante a
multiplicacdo viral, além da capacidade de
estabelecer infeccdo latente primariamente,
mas ndo exclusivamente dentro dos
ganglios sensoriais. Os betaherpesvirus tém
a mais restrita quantidade de hospedeiros e
a mais lenta taxa de replicacdo, que
frequentemente é acompanhada  por
aumento do tamanho celular (citomegalia) e
estabelecimento de laténcia em glandula
secretorias, rins e células linforeticulares. J&
0s gamaherpesvirus, infectam células
linfoblast6ides e geralmente sdo especificos
para linfécitos T ou B, estabelecendo
laténcia no tecido linfdide. Todos o0s
herpesvirus sdo habeis em permanecer
latentes nos hospedeiros naturais, em
células especificas que variam de virus para
virus (Pomeranz et al., 2005; ICTV, 2007).

Na subfamilia Alphaherpesvirinae, além do
BoHV-5, estdo também alocados outros
herpesvirus que acometem ruminantes
como o Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), o
Herpesvirus caprino 1 (CpHV-1), o
Herpesvirus cervideo 1 e 2 (CvHV-1 e
CvHV-2) e o Virus da Pseudoraiva dos
Suinos ou Virus da Doenca de Aujesky,
uma vez gue 0s ruminantes sao hospedeiros
secundarios desse virus (ICTV, 2007).
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2.3 Patogenia

Sdo trés as caracteristicas basicas da
infeccdo pelos herpesvirus:
epiteliotropismo, lise celular e capacidade
de laténcia. As principais portas de entrada
do virus sdo as superficies mucosas do trato
respiratério e genital. A transmissdo &
geralmente associada ao contato intimo
com essas superficies, mas BoHV-5 é
também propagado por aerossdis e
secregOes corporeas (Fenner et al., 1993).
Recentemente foi comprovado que o virus é
eliminado via sémen, em animais
assintomaticos (Gomes et al., 2003; Esteves
etal., 2003; Silva et al., 2007b).

Ap6s inoculagdo intranasal, os alvos
iniciais de replicagdo dos Alphaherpesvirus
sdo as células superficiais da mucosa
respiratéria. Apds replicagdo na mucosa
nasofaringea, o0s virions invadem as
terminacOes nervosas e sdo transportados
através do fluxo axbnico retrogrado aos
corpos neuronais de neurdnios sensoriais e
autonébmicos. O virus é provavelmente
transportado na forma de particula subviral
(capsideo desprovido de envelope) em
vesiculas envolvidas com o transporte
ax0nico. Nos corpos neuronais, 0 Vvirus
pode replicar ativamente ou estabelecer
infeccdo latente. Acidos nucléicos e
proteinas virais Sd0 facilmente
demonstraveis nos ganglios sensoriais, e
exames ultraestruturais revelam replicacdo
viral ativa. Replicacdo significativa no
sistema nervoso periférico apds a infecgdo
aguda ou reativacdo da laténcia pode
resultar em invasdo do sistema nervoso
central, provocando alteracbes que variam
desde infeccdo subclinica até encefalite
fatal (Flores et al., 1998).

O acesso ao SNC pode ocorrer através de
diversos grupos de neurdnios que inervam a
cavidade nasal: 1. neurbnios bipolares do
sistema olfatério, que projetam-se ao bulbo



olfatério; 2. neurdnios sensoriais
pseudounipolares, cujos corpos celulares
estdo localizados no ganglio trigémeo; 3.
neurbnios do sistema nervoso simpatico,
CUjOS cOrpos neuronais Situam-se no
ganglio pterigopalatino e 4. neurénios do
sistema nervoso simpatico cujos corpos
celulares estdo situados no ganglio cervical
superior. O caminho mais consistente de
invasdo do SNC pelo BoHV-5 parece ser
através de fibras sensoriais dos ramos
mandibular e maxilar do nervo trigémeo
(Fenner et al., 1993).

Ao final da fase de infeccdo aguda
ganglionar, o virus persiste dentro dos
neurdnios provavelmente por toda a vida do
hospedeiro, sob a forma de uma molécula
circular fechada, onde somente uma
pequena porcdo do gene viral é expressa
(Flores et al., 1998).

2.4 Laténcia

Todos o0s herpesvirus sdo capazes de
estabelecer infeccdo latente, a qual
caracteriza-se pela auséncia de virus
infeccioso e de antigenos virais (Engels e
Ackermann, 1996). Os membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae possuem
como caracteristica principal 0
estabelecimento de laténcia nos nervos
sensoriais, embora possa ocorrer também
nos ganglios sensoriais, linfonodos e
mucosa nasal. Sabe-se que o virus latente
permanece localizado préximo ao sitio de
replicagdo priméaria e que sera reexcretado
também, no local de infeccdo primaria
(Pastoret et al., 1982 citado por Gomes,
2001; Engels e Ackermann, 1996).

A laténcia €  caracterizada  pela
impossibilidade de se detectar o virus
infeccioso no hospedeiro, bem como
antigeno viral nas células do mesmo.
Entretanto, o DNA viral pode ser
demonstrado mesmo nestas infecgdes,
através de experimentos de hibridizagdes in
situ ou PCR (Engels e Ackermann, 1996).

Os eventos moleculares que controlam o
estdgio de laténcia ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Sabe-se, no
entanto, que pelo menos duas condicdes
devem ser seguidas para levar ao
estabelecimento de uma laténcia
biologicamente significativa. Inicialmente,
células de longa vida, ndo replicativas e
altamente diferenciadas como neurdnios ou
células linfoides sdo ideais para laténcia
viral. Além disso, em contraste a infeccéo
litica que leva a uma infeccdo produtiva e
replicacdo nos tecidos periféricos, a célula
infectada de forma latente ndo deve jamais
ser destruida. Sendo assim, tanto a inducéo
da apoptose, quanto a destruicdo por
mecanismos imunol6gicos devem  ser
impedidas (Engels e Ackermann, 1996).

Em contraste com a infeccdo litica, somente
uma pequena regido do genoma
denominada de gene relacionado com a
laténcia (LR - latency related), é transcrita
ativamente em neurdnios com infeccdo
latente por BoHV-1 (Kutish e Rock, 1990).
Mutantes deste virus com delecdo no gene
LR sdo capazes de estabelecer laténcia in
vivo, embora apresentem uma reativagdo
retardada e ineficiente (Rock, 1994). Os LR
sdo capazes de reduzir a apoptose em
infeccBes em cultura de tecidos e durante a
mudanca da infeccdo aguda para a latente
no ganglio trigeminal de coelhos (Mott et
al., 2003), condicdo primordial para a
caracterizacdo do estado de laténcia.

A reativacdo de laténcia € responsavel pela
perpetuacdo e transmissdo do virus na
natureza. Véarios sdo os fatores associados
com esta reativacdo, como 0 estresse, 0
transporte do animal, o tratamento com
glicocorticoides e o parto. Novas particulas
viricas sdo sintetizadas no sitio de laténcia e
reexcretadas. A replicagdo viral proveniente
da reativagdo pode causar recorréncia da
doenca, com manifestacdo dos sinais
clinicos, muitas vezes mais graves que na
infeccdo aguda. Alteracdes histopatolégicas
no sistema nervoso central e periférico, a
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semelhanca de alteragfes que ocorrem
durante a infeccdo aguda, podem ser
observadas. A reativacdo de herpesvirus
gue acometem ruminantes geralmente
produz uma infeccdo subclinica (Engels e
Ackermann, 1996).

O sistema imune pode atuar impedindo a
reativacdo viral. Entretanto, dependendo do
periodo entre a infeccdo inicial e a
reativacdo, a resposta imune local pode ndo
estar estimulada o suficiente para prevenir a
reativacdo produtiva (Engels e Ackermann,
1996).

Os fatores relacionados a reativagdo do
virus latente estimulam de alguma forma,
proteinas ativadoras celulares ou virais que
induzem a expressdao génica e replicacdo
viral. Entre as proteinas “imediatamente
precoces” estdo as regulatérias, que ativam
a expressdo g@énica viral. Assim, sua
inducdo € suficiente para iniciar a
reativagdo do herpesvirus latente. O
metabolismo celular pode ndo estar ativo
para permitir a replicacdo viral, mas as
enzimas virais relacionadas com a sintese
de DNA podem suprir essa deficiéncia
(Engels e Ackermann, 1996).

De maneira resumida, 0s eventos de
laténcia e reativacdo virais sdo divididos em
trés etapas: estabelecimento, manutencgdo e
reativagdo. O estabelecimento da laténcia
inclui a entrada do genoma viral em um
neurbnio sensorial e estabelecimento de
infeccdo aguda. A expressdo génica viral é
entdo interrompida. A manutengdo da
laténcia é a fase caracterizada pela auséncia
de detecgdo viral por procedimentos padrdo
de isolamento viral. Finalmente, a
reativacdo € iniciada por um estimulo
externo que leva a expressdo génica do
virus (Jones, 2003).

Vogel et al. (2003) demonstraram que DNA
de BoHV-5 esta presente em varias areas do
cérebro durante a infecgdo latente e que a
reativacdo do virus pode resultar no
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estabelecimento de infeccdo em outras
areas do SNC além das que ja estavam
durante a infeccdo primaria. Embora a
reativagdo de laténcia de alfaherpesvirus em
animais tenha sido largamente aceita como
sendo  predominantemente  subclinica,
varios autores demonstraram que tanto sob
condigdes naturais quanto ap6s indugdo por
dexametasona, a reativacdo de BoHV-5 é
frequentemente acompanhada por doenca
neurolégica em bovinos e coelhos (Beltrdo
et al., 2000; Caron et al., 2002; Perez et al.,
2002; Vogel et al., 2003). O DNA viral
presente em dareas profundas do cérebro
durante a infeccdo latente, associado a
reativacdo do virus a partir do ganglio
trigémeo, pode servir como fonte de virus
para infeccdo neurol6gica durante a
reativacdo (Vogel et al., 2003).

2.5 Epidemiologia

Surtos de meningoencefalite por BoHV-5
foram descritos em varias regides do
mundo, tais como na Australia (Johnston et
al., 1962; French, 1962a; Gardner et al.,
1964; Hill et al., 1984), Estados Unidos
(Barenfus et al., 1963; Reed et al., 1973;
Eugster et al., 1977; D’Offay et al., 1993),
Argentina (Carrillo et al., 1983a; Carrillo et
al., 1983b; Pérez et al., 2003), Brasil (Riet-
Correa et al., 1989; Weiblen et al., 1989;
Botelho, 2000; Gomes et al., 2002; Aquino
Neto, 2005) e esporadicamente em outros
paises como na Italia (Moretti et al., 1964),
Hungria (Bartha et al.,, 1969), Siria
(Bagdadi e Martin, 1974 citado por Riet-
Correa et al., 1989), Canada (Beck, 1975;
Gough e James, 1975), Escocia (Watt et al.,
1981) e Uruguai (Dias et al., 1982 citado
por Rissi et al., 2006).

A enfermidade afeta principalmente
bovinos jovens, submetidos a situactes de
estresse (Johnston et al., 1962; Gardner et
al., 1964; Reed et al., 1973; Gough e James,
1975; Riet-Correa et al., 1989; Weiblen et
al., 1989; Salvador et al., 1998; Colodel et



al., 2002; Elias et al., 2004; Riet-Correa et
al., 2006; Rissi et al., 2006), embora possa
também afetar animais adultos (Beck, 1975;
Vasconcelos et al., 1993; Salvador et al.,
1998; Aquino Neto, 2005). A doenca ocorre
na forma de surtos ou de casos isolados
(Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002;
Elias et al., 2004; De Paula et al., 2005;
Riet-Correa et al., 2006; Rissi et al., 2006).
Casos raros de meningoencefalite por
BoHV-1 com sintomatologia idéntica aos
causados por BoHV-5 também tem sido
relatados (Furuoka et al., 1995; Roels et al.,
2000; Penny et al., 2002).

A infeccdo natural por BoHV-5 foi descrita
somente em bovinos, mas a doenca ja foi
reproduzida em ovinos (Belak et al., 1999;
Silva et al., 1999b) e coelhos (Beltréo et al.,
2000; Caron et al., 2002; Spilki et al., 2002;
Diel et al., 2005). Anticorpos contra BoHV-
5 j& foram detectados em ovinos (Lindner et
al., 1993), indicando que esta espécie pode
ser naturalmente infectada (Rissi et al.,
2007). Caprinos infectados
experimentalmente desenvolveram a
infeccdo aguda e latente, excretaram o virus
apos infeccdo induzida por dexametazona,
mas aparentemente sdo mais resistentes que
0s bovinos e ndo desenvolveram a doenca
neurolégica (Diel et al., 2007). A
meningoencefalite  por BoHV-5 é
geralmente esporadica e fatal, ao contrario
da enfermidade causada pelo BoHV-1, que
¢ endémica e apresenta baixas taxas de
mortalidade (Silva et al., 1998).

No Brasil, a descri¢do de meningoencefalite
ndo supurativa associada aos herpesvirus
foi feita pela primeira vez em 1989 no Rio
Grande do Sul, afetando bezerros com até
um més de idade (Riet-Correa et al., 1989;
Weiblen et al., 1989) e durante quase dez
anos foi diagnosticada somente neste
estado. Na ocasido o virus foi considerado
BoHV-1, pois ndo haviam condicdes
apropriadas para a tipificacdo dos isolados.
Posteriormente, Vasconcelos et al. (1993)
relataram um caso esporadico de

meningoencefalite por BoHV, s6 que desta
vez acometendo uma vaca de dois anos e
meio de idade. O diagnéstico baseou-se na
avaliacdo clinica, na histopatologia e
microscopia eletrénica do isolado viral.
Novo surto voltou a ser descrito afetando
novilhos de um ano e meio que tinham sido
transportados 30 dias antes, de Santa
Vitéria do Palmar (RS) para Capédo do Ledo
(RS) (Schild et al., 1994 citado por
Quincozes et al., 2005) e no ano seguinte na
primeira cidade, outros casos foram
diagnosticados, desta vez em bezerros entre
sete e oito meses, recém desmamados (Riet-
Correa e Schild, 1995 citado por Quincozes
et al., 2005). Weiblen et al. (1996) também
isolaram BoHV-5 de um surto envolvendo
oito animais de dois meses de idade, no
municipio de S8o Martinho da Serra (RS),
em 1993.

A partir do ano de 1998 foram descritos
surtos da enfermidade em outros estados e
regides do pais, afetando animais de todas
as idades, dentre eles no Mato Grosso do
Sul (Salvador et al., 1998; Lemos, 2005),
Parana (Gomes, 2001), Rio de Janeiro
(Gomes, 2001), Mato Grosso (Colodel et
al.,, 2002), Sdo Paulo (Lemos, 2005),
Ronddnia (Lemos, 2005), Goias (De Paula
et al., 2005) e Para (Riet-Correa et al.,
2006). Botelho (2000) realizou um estudo
retrospectivo de 20 anos (1978 — 1998) em
17 amostras de SNC parafinado,
pertencentes ao acervo do Laboratério de
Patologia da Escola de Veterinaria da
UFMG, oriundas de animais que
manifestaram sintomatologia neuroldgica,
porém que ndo tiveram seu diagnoéstico
estabelecido. O BoHV-5 foi isolado em
cinco das 17 amostras. Quatro destas
amostras eram provenientes de Minas
Gerais e uma do Espirito Santo. Gomes et
al (2002), isolaram BoHV-5 em duas
amostras de SNC parafinado provenientes
de surtos de neuropatia no estado de Sdo
Paulo e em trés amostras congeladas,
oriundas do Instituto  Mineiro de
Agropecudria — IMA, de animais que
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morreram com sintomatologia nervosa e
gue tinham suspeita clinica primaria de
raiva.

No estado de Minas Gerais foi relatado um
caso de meningoencefalite por BoHV-5 em
um bovino adulto, que manifestou sintomas
de sindrome medular baixa com evolugdo
para sindrome cortical. Este animal era
proveniente de uma propriedade leiteira no
municipio de Mutum (MG), onde poucos
meses antes haviam morrido quatro vacas
manifestando sintomatologia semelhante,
com meningoencefalite ndo supurativa,
negativas para raiva € que permaneceram
com diagnostico inconclusivo. A amostra
de BoHV-5 isolada deste caso clinico foi
denominada de Mutum. Destacam-se 0s
sintomas descritos e a ocorréncia da
enfermidade em animal adulto. Esta
apresentacdo clinica difere das demais
descricbes da enfermidade no Brasil
(Aquino Neto, 2005).

Fatores epidemioldgicos que favorecem a
disseminacéo viral nos rebanhos incluem a
grande concentragdo de animais, introducao
de bovinos de outros locais e desmame de
lotes de bezerros em idade que coincide
com o decréscimo da imunidade passiva
(George, 1991). Algumas condigdes,
naturais ou induzidas (administracdo de
dexametasona) podem reativar o virus do
estado latente e propiciar condi¢fes para a
sua disseminacdo e transmissdo a outros
individuos susceptiveis (Belknap et al.,
1994). Nos surtos de meningoencefalite por
BoHV-5 ocorridos no Brasil, foram
descritas situagdes semelhantes envolvidas
com o desenvolvimento da enfermidade,
como vacinacdo, desmame, mudanga de
alimentagdo, castracdo, troca de piquetes
(Elias et al., 2004) e introducdo de bovinos
no rebanho (Colodel et al.,, 2002). O
desmame recente de bezerros foi descrito
em 75% das propriedades onde ocorreram
casos da doenga, porém em nenhuma
ocasido foi observada relagdo com uma
possivel falha na transferéncia passiva de
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imunidade (Rissi et al., 2006). Estudos
experimentais (Belknap et al., 1994)
comprovaram a acdo da imunidade passiva
ao demonstrarem que grupos de bezerros
privados de colostro desenvolveram
encefalite e doenca respiratoria apds
inoculagdo com BoHV-5 e BoHV-1,
respectivamente, enquanto que 0s que
receberam colostro ndo apresentaram
gualquer sinal nervoso na infeccdo
primaria. Entretanto, quando administrou-se
dexametasona para estes animais, no dia 60
pos-inoculacdo, 0s mesmos apresentaram
sinais respiratorios discretos, letargia,
aumento da temperatura retal, e excretaram
particulas virais nas secre¢fes hasais,
demonstrando reativacdo viral de modo
semelhante ao que pode ocorrer em
situacdes naturais de estresse.

A relacdo epidemiolégica entre casos de
meningoencefalite  por BoHV-5 e
polioencefalomalacia (PEM) é descrita no
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002)
e, evidéncias experimentais sugerem que
fatores etiologicos da PEM possam reativar
infeccOes latentes por BoHV-5 em bovinos
(David, et al., 2007). Além disso, sao
descritos casos experimentais de infeccdo
por BoHV-5 em que infeccdo acidental pelo
virus da diarréia viral bovina (BVD) pode
ter exacerbado os sinais clinicos da
infeccdo por BoHV-5 e aumentado a
quantidade de virus excretado pela via nasal
(Spilki et al., 2006). Estes autores sugerem
gue ambas as doencas (PEM e BVD)
possam ter relagdo com casos de
meningoencefalite em condicBes naturais.
Spilki et al. (2003) relataram um caso de
infeccdo simultanea de um bezerro com o
virus rébico e BoHV-5. Néo foi esclarecido
0 papel do BoHV-5 no desencadeamento da
sintomatologia clinica neste animal, porém
uma das hipoteses dos autores é a de que o
herpesvirus poderia estar em estado de
laténcia e tenha sido reativado pelo virus da
raiva.



A prevaléncia e a distribui¢do geogréfica da
infeccdo por BoHV-5 sdo pouco
conhecidas, o0 que se deve em parte por sua
estreita reacdo sorolégica cruzada com
BoHV-1 (D’offay et al., 1995) e pela
incapacidade até o momento da maioria das
técnicas soroldgicas em diferenciar com
seguranca os dois virus (Teixeira et al.,
2001). Por razdes ainda ndo determinadas,
0s casos clinicos resultantes da infeccdo
pelo BHV-5 parecem apresentar
distribuicdo geografica restrita, sendo
diagnosticados com maior frequéncia no
hemisfério sul que no hemisfério norte
(D’arce et al.,, 2002), principalmente no
Brasil e na Argentina (Perez et al., 2002).

2.6 Sinais clinicos

A evolugdo do quadro clinico nos bovinos
afetados por meningoencefalite por BoHV-
5 varia de 1 a 15 dias (Johnston et al., 1962;
Beck, 1975; Carrillo et al., 1983a; Salvador
et al., 1998; Colodel et al., 2002; Elias et
al., 2004; De Paula et al., 2005; Riet-Correa
et al., 2006; Rissi et al., 2006) e se inicia
apos periodo de incubacdo de 7 a 10 dias
(Gardner et al., 1964; Reed et al., 1973,
Belknap et al., 1994). Na maioria dos casos
a doenca ¢é fatal, embora existam relatos de
surtos em que houve recuperacdo de
animais apés o quadro clinico (Johnston et
al., 1962; Gardner et al., 1964; Elias et al.,
2004; Rissi et al., 2006). Os sinais clinicos
caracterizam-se por desidratacdo,
emagrecimento, febre, corrimento nasal e
ocular, e sinais nervosos como depressdo
profunda, nistagmo, opistétono, tremores
musculares mais evidentes na cabeca e
pescogo, hiperestesia ao tato ou ao som,
perda dos reflexos sensoriais, especialmente
0 visual, também podendo ocorrer uma
diminuicdo nos reflexos auditivos e
cutdneos, marcha para trds ou em circulos,
incoordenacdo, pressdo da cabeca contra
objetos, convulsdes e quedas. Sinais
clinicos inespecificos, tais como dor
abdominal, taquicardia, taquipnéia,
anorexia, pélos arrepiados e melena,

também sdo descritos em casos da doenca
(Johnston et al., 1962; Gardner et al., 1964;
Reed et al, 1973; Kahrs, 1977;
Vasconcelos et al., 1993; Salvador et al.,
1998; Silva et al., 1999b; Elias et al., 2004;
Diel et al., 2007; Rissi et al., 2006). Em
alguns casos ocorre ainda incapacidade para
ingestdo de &gua ou apreensdo de
alimentos, bruxismo, paralisia de lingua e
decubito com movimentos de pedalagem. A
depressao profunda pode ser o Unico sinal
clinico evidente nos primeiros dois ou trés
dias da enfermidade (Hill et al., 1984; Riet-
Correa et al., 1996; Salvador et al., 1998;
Sanches et al., 2000; Halfen e Vidor, 2001;
Rissi et al., 2006).

Ha& relato de um caso da doenca, onde o
animal apresentava inicialmente uma
marcante excitagdo, com reacdo exacerbada
ao som e ao toque e postura em estacdo
com membros posteriores aduzidos,
levemente deslocados para frente e com
freqliente troca de apoio entre 0S mesmos.
Esta alteracdo foi observada logo no
primeiro dia de evolucdo da doenca e foi
gradativamente agravando-se, até a perda
da capacidade locomotora, no quarto dia
apos o inicio dos sinais clinicos. Mesmo em
decubito esternal o animal ainda ingeria
agua e alimentos, e permaneceu com
psiquismo normal até o sexto dia, quando
apresentou-se em decubito lateral, perdeu
sensibilidade e veio a 6bito (Aquino Neto,
2005).

2.7 Achados de
histopatoldgicos

necropsia e

Na maioria das vezes nédo séo evidenciadas
alteraces significativas a necropsia dos
animais que morreram em decorréncia da
meningoencefalite por BoHV-5 (Salvador
et al., 1998; Riet-Correa et al., 2006). No
encéfalo, os bovinos podem ndo apresentar
lesBes macroscopicas (Johnston et al., 1962;
Colodel et al., 2002; Rissi et al., 2006),
embora com freqiiéncia sejam observados
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varios graus de lesdes inflamatdrias e
degenerativas (Johnston et al.,, 1962;
Gardiner et al., 1964; Salvador et al., 1998;
Colodel et al., 2002; Elias et al., 2004; De
Paula et al., 2005; Riet-Correa et al., 2006;
Rissi et al., 2006). As lesdes geralmente séo
assimétricas, podem ter ampla variacdo
entre 0s bovinos (Belknap et al., 1994;
Perez et al., 2002) e sdo mais intensas nas
porgdes rostrais do encéfalo (Johnston et al.
1962; Gardiner et al., 1964; Salvador et al.,
1998; Colodel et al., 2002; Elias et al.,
2004; Rissi et al., 2006).

As principais alteracbes macroscopicas
descritas sdo hiperemia difusa dos vasos
das leptomeninges por toda a extensdo do
encéfalo (Gardiner et al., 1964; Carrillo et
al., 1983a; Rissi et al., 2006), edema (Dias
et al., 1982 citado por Rissi et al., 2007),
focos de hemorragia na superficie de corte
do encéfalo (Elias et al., 2004; Colodel et
al. 2002), além de tumefacdo das porcdes
rostrais do telencéfalo com achatamento e
amarelamento das circunvolucées dos lobos
frontais, caracteristicas de malacia (Riet-
Correa et al., 1989; Weiblen et al., 1989;
Salvador et al., 1998; Rissi et al., 2006).
Areas de malacia também podem ser
observadas nos lobos parietais do cortex
telencefalico, no tdlamo e nos ndcleos da
base (Rissi et al., 2006). Outros achados
incluem muco nas fossas nasais, hiperemia
da mucosa nasal (Dias et al., 1982 citado
por Rissi et al., 2007; Carrillo et al. 1983a),
aumento de volume, edema e hemorragia
focal nos linfonodos pré-escapulares,
retrofarigeos e submandibulares (Perez et
al., 2002), além de focos hemorragicos na
mucosa da laringe e faringe (Carrillo et al.
1983a).

O achado histopatoldgico mais comum ¢é
uma meningoencefalite ndo supurativa,
algumas vezes acompanhada de malacia,
normalmente difusa, mas que varia quanto a
localizacdo e intensidade em cada caso
(Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002;
Elias et al., 2004; Pedraza et al., 2004;
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Rissi, et al., 2006). A intensidade das lesbes
& mais acentuada em ordem decrescente, na
regido cortical dos lobos frontais do
telencéfalo, na capsula interna e nicleos da
base, no tadlamo, no tronco encefalico, no
cortex parietal, cortex occipital e cerebelo
(Rissi, et al., 2006).

A lesdo € caracterizada por infiltrado
inflamat6ério mononuclear nas meninges e
espaco perivascular, associado a vasculite,
necrose neuronal, edema perineuronal e da
substancia branca, gliose multifocal (Ely et
al., 1996; Salvador et al., 1998; Sanches et
al., 2000; Meyer et al., 2001; Colodel et al.,
2002; Elias et al., 2004; Pedraza et al.,
2004; Rissi, et al., 2006), além de inclusbes
intranucleares eosinofilicas em astrécitos e
neurdnios que podem aparecer em maior ou
menor freqliéncia (George, 1991; Ely et al.,
1996; Salvador et al., 1998; Elias et al.,
2004; Rissi, et al, 2006), ou
ocasionalmente ndo serem encontradas
(Barenfus et al., 1963; Carrillo et al.,
1983b). Estas inclusdes sdo mais
frequentemente encontradas em éareas de
inflamacgdo e malacia (Colodel et al., 2002;
Elias et al., 2004; Rissi, et al., 2006). Na
guase totalidade dos relatos de casos
naturais da enfermidade, ndo sdo citados
achados histopatolégicos no ganglio do
nervo trigémeo (Johnston et al., 1962;
Barenfus et al., 1963; Gardner et al., 1964;
Carrillo et al., 1983b; Riet-Correa et al.,
1989; Salvador et al., 1998; Colodel et al.,
2002; Elias et al., 2004; Riet-Correa et al.,
2006; Rissi, et al.,, 2006), embora na
infeccdo experimental de bovinos com
BoHV-5 tenha sido descrita a ocorréncia de
discreta ganglioneurite envolvendo o
ganglio do nervo trigémeo e o proprio
nervo trigémeo (Meyer et al., 2001; Perez et
al., 2002).

Na grande maioria dos casos de
meningoencefalite por BoHV-5, as lesbes
histolégicas sdo basicamente as mesmas
(Johnston et al., 1962; Carrillo et al., 1983b;
Riet-Correa et al., 1989; Salvador et al.,



1998; Meyer et al., 2001; Colodel et al.,
2002; Elias et al., 2004; Riet-Correa et al.,
2006; Rissi, et al., 2006) , porém diferem
em relacdo a presenca ou ndo de malacia
nos diversos surtos descritos (Hill et al.,
1984; Salvador et al., 1998; Colodel et al.,
2002; Riet-Correa et al., 2006; Rissi et al.,
2006). Este fato pode estar atribuido as
diferencas de neuroviruléncia  entre
amostras de BoHV-5 (Beltrdo et al., 2000;
Caron et al., 2002) ou nos critérios
empregados pelos diferentes autores para
classificar malacia (Rissi et al., 2006).

2.8 Diagndstico

O diagnostico de meningoencefalite por
BoHV-5 deve basear-se em um primeiro
momento nos dados epidemiolégicos, sinais
clinicos, achados de necropsia e
histopatoldgicos caracteristicos (Salvador et
al., 1998; Colodel et al., 2002; Elias et al.,
2004; Riet-Correa et al, 2006). A
confirmacdo do mesmo devera ser realizada
atraves da identificacdo de antigenos virais
em secrecbes ou tecidos de animais
infectados, do isolamento do virus em
cultivos celulares ou, ainda, por métodos
moleculares de diagnéstico (d’Offay et al.,
1995; Roehe et al., 1997; Souza et al.,
2002; Kunrath et al., 2004). Rissi et al.
(2007) propbem que as alteracGes
histopatolégicas no SNC, mesmo sem a
presenca de inclusfes, sdo caracteristicas o
suficiente e permitem um diagndstico de
rotina em casos onde 0s exames virol6gicos
ndo sejam possiveis.

Em decorréncia da grande relacdo
antigénica, genética e bioldgica entre o
BoHV-1 e 0 BoHV-5, a maioria dos testes
laboratoriais disponiveis, dentre eles a
soroneutralizacdo, ndo é capaz de
distingui-los (Roehe et al., 1998). Da
mesma forma, em cultivos celulares néo
existem diferencas morfoldgicas entre o0s
isolados de BoHV-5 e BoHV-1 em relacdo
ao efeito citopatico (ECP) visualizado nas
células infectadas pelos herpesvirus (Seal et

al., 1994). Normalmente, ap6s o isolamento
viral, o agente envolvido é confirmado por
testes de neutralizacdo viral frente a um
soro anti-BoHV-5 ou BoHV-1, ou quando
possivel, por testes de imunofluorescéncia
ou imunoperoxidase com anticorpos
especificos, policlonais ou monoclonais
(Roehe et al., 1997; Almeida et al., 1998;
Salvador et al., 1998; Kunrath et al., 2004).

A imunoistoquimica é um método
adequado para a identificacdo do BoHV-5
em amostras fixadas em formol (Hubner et
al., 2005; De Paula et al., 2005). A
marcacdo  por  imunoperoxidase  por
anticorpo  priméario  anti-BoHV-5 foi
demonstrada em neurdnios, células da glia e
macréfagos em tecidos provenientes de
casos naturais da doenca (d’Offay et al.,
1995).

A restricdo enzimatica do genoma ou a
PCR também podem ser utilizadas para
deteccdo e diferenciacdo entre BoHV-1 e
BoHV-5 de amostras isoladas em
laboratério ou provenientes de casos
clinicos (Ashbaugh et al., 1997; Alegre et
al., 2001; D’Arce et al., 2002; Claus et al.,
2005). Esta ultima técnica vem-se tornando
a escolha para o desenvolvimento de um
teste eficiente, principalmente devido a sua
especificidade, sensibilidade e rapidez de
execucdo (Ashbaugh et al., 1997). Ensaios
de fragmentos de DNA amplificados
randomicamente (RAPD) para
diferenciacdo entre amostras dos dois tipos
de virus, também foram desenvolvidas
(Afonso et al., 2007).

Para que as técnicas laboratoriais sejam
bem sucedidas, é muito importante a coleta
e conservacao, sob refrigeracdo, do material
a ser enviado ao laboratorio, sendo esta a
unica forma de confirmacédo do diagnostico,
visto que ndo existem sinais clinicos
patognoménicos da doenca (Fenner, 1993).

Vogel et al. (2003) identificaram DNA viral
de BoHV-5 em varias areas no SNC de
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bezerros latentemente infectados e afirmam
que este achado pode ter importantes
implicacbes para o diagnéstico da
enfermidade. Em regides onde a infeccdo
por BoHV-5 é enzodtica, o uso de PCR
especifica para BoHV-5 para diagndstico de
doenca neurolégica em bovinos deve ser
cuidadosamente considerada, uma vez que
animais latentemente infectados com este
virus e acometidos por outra enfermidade
neuroldégica podem ser erroneamente
diagnosticados como casos de infeccdo
aguda por BoHV-5. Deste modo, a detecgdo
do DNA de BoHV-5 em tecidos nervosos
de bovinos com sinais neuroldgicos e sem
concomitante  isolamento  viral  e/ou
deteccdo de antigenos virais ndo
necessariamente indica infeccdo aguda por
BoHV-5.

2.9 Diagnostico Diferencial

Os sinais neurolégicos presentes nas
infeccbes pelo BoHV-5 podem ser
observados em diversas situa¢es onde haja
comprometimento das funcbes do SNC.
Deste modo, é fundamental o diagndstico
diferencial (Claus et al.,, 2002). O
estabelecimento do diagnoéstico diferencial
das neuropatias bovinas no  Brasil
geralmente encontra uma série de
dificuldades, principalmente em
decorréncia da grande semelhanca entre os
sintomas manifestados, atendimento clinico
com 0s animais ja em estado terminal,
pequena quantidade de laboratérios em
relacdo a extensdo territorial do pais e
desconhecimento, por muitos, de adequadas
técnicas de coleta e remessa de material
para diagndstico laboratorial (Aquino Neto,
2005).

Uma anamnese bem conduzida fornecera
informacGes que podem, em parte,
direcionar o diagndstico. Dados relativos as
taxas de morbidade e letalidade, tipo de
alimentacgdo, presenca de plantas tdxicas ou
pastagens proxima a lavouras, historico de
vacinagdes contra clostridioses, raiva e
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IBR, evolucdo da doenga e outros sinais
intercorrentes, sdo fundamentais para que
se estabeleca o diagndstico (Claus et al.,
2002).

Devido a auséncia de sinais
patognoménicos e proximidade entre curso
e manifestacdo clinica, outras doengas que
induzem sintomatologia nervosa devem ser
consideradas no diagndstico diferencial da
meningoencefalite por BoHV-5 nos
bovinos (Flores et al., 1998). As duas
doencas mais importantes sdo a raiva e a
polioencefalomalacia (Vasconcelos et al.,
1993; Salvador et al., 1998; Pedraza et al.,
2004; De Paula et al., 2005; Riet-Correa et
al., 2006), embora outras, tais como 0
botulismo, intoxica¢do hidrica, listeriose,
abscessos cerebrais e intoxicacdo por
plantas hepatotoxicas do género Senecio,
também devam ser observadas (Flores et
al., 1998; Roehe et al., 1998; Salvador et
al., 1998; Halfen e Vidor, 2001). A raiva,
uma das viroses mais importantes para a
pecuaria e saude publica no Brasil (Lima et
al., 2005), caracteriza-se por lesdes de
encefalite e mielite linfocitaria focal e
difusa, preferencialmente no tronco
enceféalico, cerebelo, medula espinhal
(Salvador et al., 1998; Langohr et al.,
2003), hipocampo e ganglios trigeminais
(Jones et al., 2000), podendo inclusive
serem discretas ou ausentes e com presenca
de corplsculos de Negri em grande parte
dos casos (Jubb e Huxtable, 1993). O virus
pode ainda ser identificado  por
imunofluorescéncia direta e teste de
inoculagdo em camundongos (Salvador et
al.,, 1998; Peixoto et al., 2000). O
isolamento de BoHV-5 em um novilho com
raiva (Spilki et al. 2003), associado ao fato
de que estudos retrospectivos
frequentemente tem detectado BoHV-5 em
materiais com diagndéstico negativo para
raiva (Botelho, 2000), reforcam a
importancia da diferenciacdo entre estas
enfermidades.



A polioencefalomalacia (PEM), distarbio
neurolégico de ruminantes caracterizado
por necrose  cerebrocortical, devido
provavelmente a deficiéncia de tiamina
(Gould, 1998; Hubner et al., 1999; Lemos e
Nakazato, 2001), tem sido confundida com
meningoencefalite por BoHV-5. Ambas
possuem  caracteristicas epidemioldgicas
similares: mesma distribuicdo geogréfica,
ocorrem de forma esporadica ou como
surtos com baixa morbidade, além de
poderem afetar animais entre quatro meses
e sete anos de idade, criados
extensivamente e em qualquer época do
ano (Hibner et al., 1999). Alguns autores
conseguiram reativar laténcia de BoHV-5
ap6s inducdo experimental de PEM e
levantam a hipdtese de que lesdes
profundas de malacia, especialmente nos
nucleos da base, tdlamo e mesencéfalo, em
alguns casos de meningoencefalite por
BoHV-5, poderiam ser devido a reativacdo
do virus em animais previamente afetados
por PEM (Hbner et al., 1999; David et al.,
2007). A presenca de lesbes inflamatdrias
na substdncia branca e em regibes
extracorticais e a identificacdo de
corptsculos de inclusdo intranucleares em
astrécitos e neurbnios permitem 0
diagnoéstico de encefalite por BoHV-5. A
possibilidade de dificuldade de diagndstico
entre estas duas doencas reforca a
necessidade de exame microscopico
detalnado de todos o0s segmentos do
encéfalo e se possivel de todo o SNC
(Salvador et al., 1998).

Surtos de botulismo podem ser divididos de
maneira geral em dois grupos: 0s
associados a deficiéncia de fdsforo e
osteofagia, e os que afetam diversas
espécies  domésticas e que estdo
relacionados a ingestdo da toxina presente
no alimento ou na &gua (Kriek e Odendaal,
1994 citado por Lemos, 2005). Deste modo
o diagnostico de botulismo baseia-se no
quadro clinico e epidemiolégico e na
auséncia de lesdes macrosclpicas e
histoldgicas significativas (Santos et al.;
1993; Lisboa et al., 1996). Na listeriose

ocorre uma meningoencefalite centrada na
ponte e bulbo e a inflamacéo é tipicamente,
uma mistura de padrdes supurativos e nao
supurativos (Salvador et al., 1998).

Embora de ocorréncia rara, casos de
meningoencefalite  por BoHV-1 em
bezerros recém-nascidos (Penny et al.,
2002) e em uma vaca de trés anos e meio de
idade (Roels et al., 2000) foram relatados.
Nos bezerros o quadro de encefalite foi
acompanhado por descarga nasal serosa,
presenca de peguenas placas necroéticas no
palato mole e laringite, enquanto que no
adulto os sintomas foram caracterizados
somente por uma progressiva inabilidade de
se manter em estacdo (Roels et al., 2000;
Penny et al., 2002). No Brasil foi
confirmada, por meio de isolamento viral e
PCR, a presenga de BoHV-1 em uma
amostra de cérebro de bovino com sintomas
neuroldgicos, dentre um total de 1147
amostras analisadas no Laboratorio de
Viroses de Bovideos do Instituto Biol6gico
de Sdo Paulo (Lorenzin et al., 2004). Em
surto ocorrido no Japdo, provavelmente de
uma amostra proveniente de vacina viva
para IBR, os sintomas foram de perda de
apetite, descarga nasal e salivacdo aparente,
opistétono, depressdo, andar em circulos e
incoordenagdo. A necropsia observaram-se
areas de hemorragia e malacia no cortex
cerebral anterior, aléem de extensas areas de
necrose por todo o cortex e presenca de
corplsculos de inclusdo intranucleares
basofilicos em neurdnios (Furuoka et al.,
1995; Horiuchi et al., 1995). Deste modo a
utilizacdo de técnicas de restricdo
enzimatica do genoma ou PCR devem ser
adotadas  para  estabelecimento  do
diagnostico diferencial entre BoHV-1 e
BoHV-5 (Ashbaugh et al., 1997; Alegre et
al., 2001; D’Arce et al., 2002; Claus et al.,
2005).

Silva et al. (2007b) analisaram 40 amostras
de casos clinicos de herpesviroses
provenientes de quatro estados brasileiros,
Uruguai e Argentina. Deste total, 26 eram
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de bovinos que apresentaram doenca
neuroldgica na forma de surtos ou casos
isolados. Dentre as 26 amostras, 21 (80,7%)
foram identificadas como BoHV-5 e cinco
(19,3%) como BoHV-1. Além das 21
amostras de BoHV-5 isoladas de animais
com neuropatia, o virus também foi isolado
no sémen de dois touros saudaveis e do
baco de um bezerro com doenca sistémica.
A identidade destes virus foi confirmada
pelo sequenciamento e restricdo enzimatica
dos amplicons, por testes de neutralizacdo
cruzada e por analise de reatividade com
anticorpos monoclonais (Silva et al.,
2007a). Estes resultados demonstram que
tanto o BoHV-1 como o BoHV-5 estédo
envolvidos com freqiéncia em condicgdes
clinico-patoldgicas classicamente atribuidas
a outra espécie de BoHV. Isso reforca a
necessidade de se identificar e distinguir
corretamente estes virus apés sua deteccdo
em amostras clinicas (Silva et al., 2007b).

Outra doenca importante que deve ser
considerada € a enterotoxemia por
Clostridium perfringens tipo D.
Caracteriza-se pela manifestacdo de sinais
clinicos relacionados a uma sindrome
cortical e com presenca em alguns casos, de
encefalomalacia simétrica focal. O quadro
pode ser agudo variando de seis a 18 horas
ou sub-agudo, estendendo-se por Varios
dias. A auséncia de encefalite na
enterotoxemia, associada a presenca de

31

lesbes como edema perivascular
proteindceo no cérebro, além de edema
proteindceo intersticial e intra-alveolar nos
pulmdes, sdo achados importantes para
diferenciar esta doenca da
meningoencefalite por BoHV-5 (Facury
Filho, 2004).

A tabela a seguir resume algumas
caracteristicas das principais neuropatias
dos bovinos, que devem ser consideradas
no diagnostico diferencial.



Tabela 01. Distirbios neuroldgicos em bovinos.

Doenca Idade/categoria Sinais clinicos Lesdes
Raiva Todas as idades Forma paralitica é a mais comum. Pode Meningoencefalite ndao-purulenta,
apresentar mugidos continuos, tenesmo, corpusculos de inclusdo

salivacdo, constipagdo e paralisia.

Meningoencefalite Todas as idades Depressao, nistagmo, tremores

por BoHV-5 musculares, andar em  circulos,
cegueira, bruxismo, movimentos de
pedalagem.

Febre catarral Geralmente em Ocorréncia esporadica, menos freqiiente

maligna adultos em surtos. Associado a presenca de

ovinos, principalmente na época da
parigdo. Descarga nasal mucopurulenta,
febre, edema de palpebras, opacidade de
cornea, congestdo de vasos episclerais.
Diarréia ou constipacdo. Hiperemia ou
ulceracdo nas mucosas, dermatite,
depressdo  profunda, incoordenacéo,
convulsdes e paralisia.

Listeriose Em todas as idades, Salivagdo, hipoalgesia facial, ptose,
mas principalmente perda do reflexo palpebral de defesa,
em adultos. andar em circulos, ataxia, hemiparesia.

Botulismo Animais adultos Paralisia flacida

Polioencefalomalacia Animais jovens/ Diarréia, mobilidade diminuida,
confinados nistagmo, decubito, cegueira,

Enterotoxemia
C. Perfringens tipo
D

por Todas as idades

opistétono, convulsdes terminais.
Apatia, ataxia, opistétono, mioclonias,
espasmos musculares, movimentos de
pedalagem, cegueira, nistagmo.

acidofilicos no citoplasma de
neurdnios (corpusculos de Negri).
Meningoencefalite ndo-purulenta,
vasculite,  necrose  neuronal,
corpusculos acidofilicos
intranucleares nos astrdcitos e
neurénios.

Histologia: encefalomielite néo-
purulenta, arterite e exsudato
fibrinoso nas meninges. Lesdes
generalizadas de proliferacdo de
células linféides, vasculite
necrotica e necrose de epitélios.

Pode nédo haver lesbes
macroscopicas ou observar-se
pequenos focos (microabscessos)
marrom-avermelhados no tronco

encefalico. Histologia:
microabscessos no tronco
encefélico, manguitos

perivasculares mononucleares.
Sem lesdes

Necrose da substancia cinzenta
do encéfalo.

Edema perivascular proteinaceo
no cérebro, edema pulmonar,
encefalomalacia simétrica focal.

Fonte: Adaptado de Barros (2003).

2.10 Controle e profilaxia

Ndo h& tratamento especifico para a
meningoencefalite por BoHV-5 (George,
1991) e embora n&o sejam descritas formas
de controle e profilaxia aplicadas
diretamente a infeccdo, a ado¢do de alguns
procedimentos de manejo e programas de
vacinagdo, podem  contribuir  para
minimizar o aparecimento de casos da
enfermidade (Rissi et al., 2007).

Devido as similaridades em aspectos
biolégicos e moleculares entre 0 BoHV-5 e
BoHV-1, ocorrem significativas reagdes

soroldgicas entre eles (Fenner et al., 1993;
Halfen et al., 2000) e diversos autores tem
demonstrado relativa protecdo cruzada
contra enfermidade neurolégica por BoHV-
5 em animais vacinados contra IBR (Cascio
et al., 1999; Beltrdo et al., 2000; Vogel et
al., 2002; Del Médico Zajac et al., 2006). A
ampla distribuicdo da infeccdo pelo BoHV-
1, além do uso da vacinacdo em larga
escala, sdo utilizados para explicar a baixa
ocorréncia de BoHV-5 na Europa e
América do norte (Ely et al., 1996; Cascio
etal., 1999).

Durante infeccdo experimental com BoHV-
5 em bezerros neonatos foi demonstrado
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que animais que receberam colostro de
vacas rotineiramente vacinadas com vacina
viva modificada contra BoHV-1.1, apesar
de tornarem-se infectados, nao
manifestaram enfermidade neuroldgica ou
lesGes a necropsia e histologia. Os autores
concluiram que os anticorpos colostrais
dirigidos contra 0 BoHV-1.1 podem ter sido
responsaveis por esta protecdo (Belknap et
al., 1994). Por outro lado, Silva et al. (2006)
examinando protecdo cruzada para BoHV-5
em coelhos e bezerros vacinados com
vacina contendo BoHV-1 gE-negativo,
observaram falha na protecéo dos coelhos e
protecdo limitada para os bezerros, ja que
todos eliminaram BoHV-5 via secrecdo
nasal e alguns manifestaram sinais brandos
da enfermidade e desenvolveram lesdes
cerebrais. Spilki et al. (2004) em
experimento  realizado com  bezerros,
concluiram que a vacina contra BoHV-1
por eles testada, ndo foi capaz de conferir
protecdo total para os animais desafiados
com amostras de BoHV-5.

Os surtos da doenca ocorrem com maior
freqiiéncia em rebanhos submetidos a
situacdes de estresse ou apos introdugdo de
animais portadores. O virus usualmente
provem de uma infeccdo latente e é
disseminado aos animais susceptiveis.
Transporte, mudancas bruscas na dieta e
condicBes climéticas adversas podem
desencadear a doenca (Fenner et al., 1993).

Além da vacinacdo, outras medidas podem
ser adotadas para prevenir ou reduzir os
prejuizos ocasionados pela enfermidade.
Dentre estas medidas recomenda-se: testar
sorologicamente o0s animais a serem
introduzidos no rebanho, minimizar as
situacfes de estresse, sobretudo no
desmame, e isolar os animais afetados. Em
rebanhos com numero limitado de animais
sorologicamente positivos, a identificagéo e
0 descarte destes animais podem ser
recomendados como forma de erradicar
definitivamente a infecgdo da propriedade
(Rissi et al., 2007).
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2.11 Utilizacdo de coelhos como
modelo experimental

Ha até cerca de uma década, os estudos da
neuropatogenicidade do BoHV-5 eram
limitados somente a bovinos (Johnston et
al., 1964; Hall et al., 1966; Bagust, 1972;
Bagust e Clark, 1972; Belknap et al., 1994;
Meyer et al., 1996) e nenhum modelo com
animais de laboratdrio tinha sido descrito
para infeccdo aguda ou latente. Coelhos ja
haviam sido infectados experimentalmente
com BoHV-1 e sugeridos como um
possivel modelo laboratorial para estudo da
neuropatogenicidade do BoHV-5 (Kelly,
1977; Lupton et al., 1980). French (1962b)
ndo conseguiu reproduzir a enfermidade em
coelhos através da inoculagdo intravenosa,
subcutanea e intradermal, da amostra N569
de BoHV, hoje reconhecida como BoHV-5.

A inoculacdo de BoHV-1 via sacos
conjuntivais de coelhos foi adequada para
estudo de infeccBes clinicas e latentes com
este virus, consistindo com observagoes
feitas em bovinos naturalmente infectados
(Rock e Reed, 1982). Outra via bastante
importante, tratando-se de um virus que
causa sintomatologia respiratéria, é a
infeccdo pela via intranasal. A dificuldade
inicial para a utilizacdo desta via, advinha
do fato do pequeno tamanho, anatomia
peculiar e sensibilidade aguda das narinas e
fossas nasais da espécie. As tentativas de
utilizar a técnica de instilagdo nasal da
suspensdo viral eram consideradas pouco
confidveis, j& que mesmo sedados o0s
animais  espirravam e  vocalizavam,
tornando incerta a quantidade de material
inoculada (Brown e Field, 1990). O
desenvolvimento de uma técnica de
inoculacdo com auxilio de agulha, onde a
suspensdo € injetada via aberturas tréfinas
diretamente nos seios paranasais (Brown e
Field, 1990) resolveu o0s problemas
supracitados e vem sendo utilizada com
Sucesso.



Meyer et al. (1996) testaram a adequacédo
do coelho como modelo experimental para
infeccdo com BoHV-5 pelas vias
intraconjuntival, intracerebral e intranasal.
A inoculacdo na conjuntiva induziu
proliferacdo viral na mucosa ocular e na
cavidade nasal, mas os animais néo
manifestaram sintomas neuroldgicos. As
vias intracerebral e intranasal produziram
meningoencefalite fatal, porém a primeira
foi considerada menos importante, ja que
ndo imita a infeccdo natural. Os autores
concluiram que o método para inoculagéo
intranasal desenvolvido por Brown e Field
(1990) mostrou-se altamente reproduzivel
para BoHV-5 e que a inoculacdo de coelhos
pela via intranasal é uma ferramenta valiosa
para 0 estudo comparativo da
neuropatogenicidade do BoHV-5 e BoHV-
1.

Posteriormente varios trabalhos
corroboraram a importancia do coelho
como modelo experimental para infecgéo
por BoHV-5, com a reproducdo da
sintomatologia neuroldgica variando entre
14,8% e 100% dos animais infectados com
diversas amostras do virus (Chowdhury et
al., 1997; Silva et al., 1999a; Caron et al.,
2002; Spilki et al., 2002). BoHV-5 foi
consistentemente  isolado do  bulbo
olfatério, cértex anterior, cortex posterior,
cortex dorso lateral, hipocampo e
mesencéfalo. Virus infeccioso também foi
recuperado da medula oblonga, cerebelo,
ganglio trigeminal e cértex posterior e as
alteracdes microscopicas incluiam
meningoencefalite nédo supurativa,
manguitos  perivasculares, gliose e
degeneracdo  neuronal,  principalmente
localizadas nos cortex olfatério e anterior
(Chowdhury et al., 1997; Silva et al.,
1999a).

O quadro clinico relatado é caracterizado
por excitabilidade ou depressdo, tremores,
bruxismo, andar ou correr em circulos,
opistétono, incoordenagdo, queda lateral,
pedalagem, cegueira transitdria, além de

convulses do tipo Jackson (movimentos
musculares iniciando-se sobre o nariz e
boca e espalhando-se sequencialmente para
0s musculos do pescogo e membros)
(Chowdhury et al., 1997; Silva et al.,,
1999a; Spilki et al., 2002).

Em estudos para investigar a cinética da
infeccdo viral por BoHV-5 em coelhos,
foram feitos testes para infectividade em
varios fragmentos de SNC em intervalos
pré-determinados ap6s inoculacdo viral. O
virus foi primeiramente detectado no bulbo
olfatério 48 horas pds-inoculagdo (pi),
seguido pelo cortex olfatorio entre 48 e 72h
pi. De 72 a 96h a infectividade foi também
detectada no ganglio trigeminal, ponte e
cortex cerebral (Beltréo et al., 2000).

As duas principais vias de acesso do
BoHV-5 ao SNC de coelhos infectados séo
a via olfatoria, através das terminacGes
nervosas dos neurdnios bipolares que
inervam a mucosa olfatéria e projetam-se
para o bulbo olfatério, e a via trigeminal,
através dos ax6nios dos neurbnios
pseudounipolares, cujos corpos celulares
localizam-se no ganglio trigémeo e
projetam  terminagBes aos  ndcleos
sensoriais da ponte e do bulbo (Chowdhury
et al., 1997). Para testar a importancia
destas vias, coelhos foram submetidos a
ablacdo cirargica dos bulbos olfatérios
(BOs) e posteriormente inoculados com
BoHV-5. Todos os animais do grupo
controle (n = 10) desenvolveram
enfermidade neuroldgica, com inicio dos
sinais clinicos de 5 a 10 dias pi. No grupo
submetido ao procedimento cirdrgico (n =
11) somente um animal ficou doente e com
sinais iniciando-se mais tardiamente (dia 17
pi). A administracdo de dexametasona aos
animais sobreviventes (n = 10) no dia 50 pi
resultou em excrecdo viral em secrecOes
nasais efou oculares por oito meses,
demonstrando que o virus foi capaz de
atingir o ganglio trigémeo durante a
infeccdo aguda. Estes resultados
demonstraram que a rota olfatoria
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representa a via principal, mas ndo a unica,
de acesso ao SNC de coelhos infectados
com BoHV-5. Para investigar o papel de
uma segunda possivel via de acesso, grupos
de coelhos controle e submetidos a ablacdo
dos BOs foram inoculados no saco
conjuntival (IC), apés o qual o virus
poderia utilizar o ramo oftadlmico do nervo
trigémeo para invadir o cérebro. O mesmo
percentual de animais nos dois grupos
(83%) desenvolveu doenga neuroldgica
apos inoculacdo IC, diferindo apenas na
média de dias do inicio dos sintomas, que
foi de 15,3 dias para o grupo controle e 12,7
dias para os animais sem os BOs. Os
autores concluiram que tanto a via olfatoria
como a trigeminal podem servir de acesso
para 0 BoOHV-5 invadir o cérebro de
coelhos infectados experimentalmente. A
inoculagdo intranasal resulta em transporte
rapido e eficiente pela via olfatoria, com a
via trigeminal servindo de acesso mais
lento e menos eficiente. J& a inoculacdo
intraconjuntival resulta em transporte e
invasdo eficientes, porém mais tardios,
provavelmente pela via trigeminal (Diel et
al., 2005).

Mayer et al. (2006) estudaram a reativagéo
da infeccdo latente e distribuicdo do DNA
viral no SNC de coelhos experimentalmente
infectados e observaram presenca maior no
ganglio trigeminal, cerebelo e cortex
anterior dos animais ndo submetidos a
reativacdo. No grupo que foi tratado com
dexametasona, o DNA viral mostrou uma
ampla distribuicdo, com alta freqiiéncia no
cortex cerebral anterior e dorso-lateral,
ponte, tadlamo e mesencéfalo. Estes
resultados demonstraram que a laténcia por
BoHV-5 é estabelecida em varias areas do
encéfalo de coelhos e que a reativacdo leva
a uma ampla distribuicdo do DNA viral
latente.

Os trabalhos supracitados reafirmam que o
coelho, ja h& algum tempo utilizado para
infeccbes experimentais com o BoHV-1,
também é um modelo adequado para estudo
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do BoHV-5, pois manifesta caracteristicas
patogénicas e clinicas semelhantes as
descritas na infeccdo natural em bovinos e
representa um custo muito mais acessivel
para pesquisa.

2.12 Infecgdes herpéticas em coelhos

Nesburn (1969) descreveu um agente com
caracteristicas fisicas, quimicas, citopaticas,
histolégicas e de microscopia eletrbnica
atribuidas a um virus do grupo dos herpes,
que foi isolado de cultura de células de rim
de coelho, nomeado pelo autor de
Herpesvirus cuniculi. Evidéncias
preliminares indicaram que anticorpos
contra o virus foram encontrados em
amostras de soro de alguns coelhos
aparentemente normais, da raga Nova
Zelandia. Todos os relatos de isolamento do
H. cuniculi foram feitos a partir de coelhos
sem sintomatologia clinica e doenca natural
ndo foi atribuida ao mesmo. A prevaléncia
do virus na populacdo de coelhos é
desconhecida (Maré, 1974).

Hinze (1971) isolou um virus de cultura de
células preparadas de um “pool” de tecido
renal de trés aparentemente saudaveis
coelhos cottontail (Sylvilagus floridanus).
Baseando-se em caracteristicas fisicas,
guimicas e bioldgicas, o agente foi
considerado como membro da familia
Herpesviridae e sugeriu-se a denominacdo
de Herpesvirus sylvilagus para 0 mesmo. A
inoculacdo experimental de H. sylvilagus
em coelhos cottontail resultou em infeccdo
cronica com persisténcia do virus no
sangue, presumivelmente nos leucécitos,
pelo resto da vida do animal. Os coelhos
persistentemente infectados apresentaram
pronunciada leucocitose e linfocitose
(Hinze e Walker, 1964 citados por Hinze,
1971). Repetidas tentativas falharam em
infectar coelhos albinos da raca Nova
Zelandia com H. sylvilagus (Hinze, 1971).

Tanto o H. sylvilagus dos coelhos cottontail
guanto o H. cuniculi dos coelhos
domésticos, possuem a capacidade de



persistir nos seus hospedeiros infectados em
estado de infeccdo subclinica. A presenca
destas infeccBes, quando ndo reconhecidas,
poderia resultar em consideravel confusédo
em resultados experimentais (Maré, 1974).
Surtos de infeccBes letais em coelhos
domésticos no Canadd, caracterizadas por
dermatite  hemorragica, pneumonia e
necrose esplénica, foram atribuidas a um
herpesvirus  ainda ndo  classificado
(Onderka et al, 1992).

Além das infeccbes pelos  herpes
leporideos, os coelhos podem  ser
naturalmente infectados com Herpesvirus
humano 1 (HHV-1) anteriormente
denominado de virus herpes simplex 1
(HSV-1). Weissenbdck et al. (1997) e Grest
et al. (2002) fizeram os primeiros relatos de
infeccdo natural por HHV-1 em coelhos
domésticos. Ambos os casos foram isolados
e afetaram coelhos criados como animais de
companhia, que subitamente iniciaram
quadro de enfermidade neurolégica. Os
autores sugerem que as fontes de infeccdo
para 0s animais, tenham sido pessoas com
lesdes herpéticas, que tinham contato
préximo com os coelhos.

Tentativas em  induzir  transmisséo
transplacentaria em coelhos cottontail
infectados com H. sylvilagus, bem como a
utilizacdo de pulgas e mosquitos como
vetores, ndo obtiveram éxito (Spieker e
Yuill, 1977a; Spieker e Yuill, 1977b).
Entretanto infeccdo de animais prenhes com
altas concentra¢Ges de HHV-1 resultou em
infeccdo fetal (Middelkamp et al., 1967
citado por Spieker e Yuill, 1977a). Até o
presente momento é desconhecida a real
situacdo das herpesviroses na populacdo de
coelhos no Brasil.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Cultura de células e virus

Os procedimentos de multiplicagéo,
deteccdo, quantificacdo de virus e soro-
neutralizacdo foram realizados com células
MDBK (Mardin-Darby Bovine Kidney —
ATCC CCL-22). As células foram
cultivadas em meio Minimo Essencial de
Eagle (MEM) (Sigma, EUA), suplementado
com penicilina (1,6mg/l), estreptomicina
(0,4mg/l), fungizone (2,5mg/l) e 5% de soro
fetal bovino (SFB) (GibcoBRL, EUA)
inativado e livre de Mycoplasma e do Virus
da Diarréia Viral Bovina. Para a inoculagdo
viral, foi utilizada a monocamada celular
com uma confluéncia de 90%.

O isolado brasileiro Mutum de BoHV-5,
proveniente de um bovino atendido no
Hospital Veterinario da UFMG e originario
do municipio de Mutum (MG), foi utilizado
neste trabalho. Aliquotas deste virus, na 32
passagem, estavam armazenadas a -70°C no
Laboratério de Virologia do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterindria da UFMG. Em razdo
do baixo titulo da amostra optou-se por
fazer mais duas passagens em células
MDBK. Apo6s nova titulagdo, foi obtido
titulo de 10>®” TCIDs, na 5% passagem.

3.2 Titulagéo

Foram implantadas 6 x 10* células por cm?
em placa de 96 pocos e no mesmo dia
foram inoculadas vérias diluicdes (107 a 10°
% do virus a ser titulado. Em seguida
acrescentou-se  MEM suplementado com
antibidticos e SFB a 2,5%. As placas foram
incubadas a 37°C, 5% de CO, por 4 dias. A
leitura foi realizada com auxilio de
microscopio 6ptico. O titulo foi avaliado
pela presenca ou auséncia de efeito
citopatico nas células e o TCIDsy/50ul
calculado pelo método Reed-Muench.
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3.3 Multiplicacéao Viral

3.3.1 Producdo em larga escala

A multiplicacdo viral foi feita em células
MDBK, utilizando-se garrafas “whiskao”
de 238cm? Antes da inoculacdo, a
monocamada foi lavada duas vezes com
PBS 1X (0,01M Na,HPQO,, 0,9% NaCl, pH
7,5) e infectada com 15ml de solugdo
contendo virus. Ap6s incubagdo em estufa a
37°C e 5% de CO, por 60 minutos (periodo
de adsorcdo) as garrafas foram acrescidas
com aproximadamente 150ml de MEM
suplementado com penicilina (1,6mg/l),
estreptomicina (0,4mg/1), fungizone
(25mg/l) e 25% de SFB (GibcoBRL,
EUA). As garrafas foram novamente
incubadas até que efeito citopatico de 80 a
90% fosse alcancado. Apobs efeito
citopatico desejado, as garrafas foram
congeladas (-20°C) e descongeladas trés
vezes e aliquotas dos virus foram
posteriormente estocadas a -70°C.

3.3.2 Purificacéo

O sobrenadante viral proveniente das
garrafas infectadas foi gotejado com uma
solucdo saturada de sulfato de aménio até
atingir a concentracdo de 60% desta na
solucdo final. Em seguida a mistura foi
centrifugada por 30 minutos a 104159 e
4°C (centrifuga Sorvall RCSB, rotor GSA).
O sobrenadante foi vertido e o precipitado
ressuspendido em 5ml de solugdo de Tris
10mM, pH 8,0. Em seguida o sedimento
dissolvido foi coletado e ultracentrifugado
em colchdo de sacarose a 36% e Tris
10mM, pH 8,0 por duas horas, a 182269 e
4°C (Rotor Sorvall AH629). O sedimento
produzido foi entdo homogeneizado em
24ml de Tris 10mM e novamente
ultracentrifugado nas mesmas condigdes.
Finalmente, 0 sedimento foi
homogeneizado em 400ul Tris e 0 material
armazenado a -70°C em aliquotas de 10pl.
Ap0s a purificacdo a amostra foi novamente
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titulada alcancando o titulo de 10"®
TCIDsy/50ul.

3.4 Desenho experimental

Oito  coelhos  foram utilizados no
experimento, sendo que seis animais foram
infectados e dois permaneceram como
controle. Os animais foram observados
diariamente durante todo o experimento em
relacdo a mudancas comportamentais e
ingestdio de &gua e alimentos. )
monitoramento da replicagdo viral nos
coelhos foi feito por meio de suabes nasais,
coletados nos dias 0, 3, 5 e 12 pods-
inoculagdo (pi). Amostras de sangue foram
coletadas em duas aliquotas, para realiza¢do
de soroneutralizacdo e hemograma, nos dias
0, 5, e 12 pi. Metade (trés) dos animais
infectados foi eutanasiada no dia 5 pi,
juntamente com o animal controle 1 (C1),
enquanto que os trés coelhos restantes, mais
0 controle 2 (C2), foram eutanasiados no
dia 12 pi, todos sob as mesmas condices.
As necropsias foram realizadas
imediatamente apds a eutandsia dos
mesmos. Serd utilizada a denominacdo de
animais do 5° dia e animais do 12° dia, para
os coelhos infectados, de acordo com o
periodo em que o0s mesmos foram
sacrificados. Para a realizacdo da eutanasia,
foi adotado um método quimico, através da
utilizacdo de sobredose (30 mg/kg) de
Tiopental sodico® pela via intraperitoneal.

! Tiopentax® - Cristalia — Porto Alegre, RS,
Brasil



Tabela 02. Via de inoculagdo, dose infectante e dia da eutandsia dos coelhos infectados
experimentalmente com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Animais Via de inoculagdo, dose infectante e
dia da eutanasia

Inoculados pela via intranasal com 1 ml
Animais do 5° dia Infectados 1, 2 e 3 (5x10” TCIDsp) do isolado Mutum de BoHV-
5 e sacrificados no dia 5 pi

Inoculados pela via intranasal 1ml de PBS

Controle 1 C1 1X e sacrificados no dia 5 pi
Inoculados pela via intranasal com 1 ml
Animais do 12° dia Infectados 4, 5e 6 (5x107 TCIDsg) do isolado Mutum de BoHV-

5 e sacrificados no dia 12 pi

Inoculados pela via intranasal 1ml de PBS
Controle 2 Cc2 1X e sacrificados no dia 12 pi

Total de animais

6 infectados
2 controles (C)

A 4

] ] ] . Dia 5 pi Dia 12 pi
Dia 0 pi Dia 3 pi
Coleta de sangue e suabe Coleta de sangue e suabe
Sangue e Suabe nasal nasal. Eutanésia dos nasal. Eutanésia dos
suabe nasal animais do 5° dia + C1 animais do 12° dia + C2

Figura 1: Datas e procedimentos realizados com coelhos infetados experimentalmente com o isolado Mutum de
BoHV-5.

3.4.1 Animais Pedro Leopoldo (MG), do dia 23 de Julho a

06 de Agosto de 2007. Os animais eram
A inoculacdo experimental foi realizada no provenientes da Fazenda Experimental
Setor de Pequenos Animais do Laboratério Professor Hélio Viana, pertencente a
de Biosseguranca nivel P3+ do Laboratério UFMG e localizada no municipio de
Nacional Agropecuario (LANAGRO) em Igarapé (MG). Foram utilizados oito
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coelhos, independente de sexo, da raca
Nova Zelandia, com 40 dias de idade e
pesando entre 900g a 1,1kg. Os mesmos
foram mantidos individualmente em caixas
padréo para roedores e receberam alimento
e agua ad libidum. As caixas ficaram em
estantes ventiladas, em area de isolamento,
e os coelhos do grupo controle ficaram em
infectorio separado dos inoculados. Apoés
alojados nas dependéncias do laboratério,
0s animais ficaram dois dias em adaptacdo
ao novo ambiente antes de serem
inoculados. Durante todo o experimento foi
fornecida a mesma racdo que 0s animais
vinham comendo desde a desmama. Todos
0s procedimentos de limpeza das gaiolas,
fornecimento de alimento e coleta de
amostras, seguiram sempre a mesma
sequéncia, iniciando-se pelos animais
controle e depois prosseguindo com 0s
infectados.

3.4.2 Inoculacgéo

A amostra purificada do virus Mutum foi
transportada de Belo Horizonte (MG) até a
cidade de Pedro Leopoldo (MG) em caixa
de isopor lacrada contendo gelo seco, na
véspera da infeccdo dos coelhos. Ao chegar
ao LANAGRO, a amostra foi
imediatamente estocada em freezer a -70°C.
Antes da inoculacéo viral, os animais foram
sedados por meio da administracdo
intramuscular de  0,2ml  (2mg) de
Tiletamina/Zolazepan®. O virus foi entdo
descongelado em banho de gelo e diluido
na proporcao de 300ul para 5,7ml de PBS
1X (0,01M Na,HPO,, 0,9% NaCl, pH 7,5).
Seis coelhos foram inoculados nos seios
paranasais através das aberturas tréfinas, de
acordo com técnica adaptada de Brown e
Field (1990). Cada coelho foi inoculado
com 0,5ml de suspensdo viral em cada
narina, que foi equivalente a 50ul de virus
por animal ou 5x10” TCIDs,. Logo apds a
inoculacgdo, a cabeca foi mantida para cima

2 Zoletil® - Virbac Satide Animal — Séo Paulo,
SP, Brasil.
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durante poucos segundos para que fosse
conseguida uma distribuicdo uniforme do
indculo na cavidade nasal. O grupo controle
foi submetido aos mesmos procedimentos,
porém cada animal recebeu 0,5ml de PBS
1X por narina. Todo o procedimento
envolvendo os animais foi previamente
aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo  Animal (CETEA -
UFMG) em 04 de Abril de 2007, sob
protocolo numero 201/2006.

3.4.3 Coleta de amostras

Apdbs as coletas das amostras, 0s suabes
nasais foram imergidos em 0,5ml de PBS
1X suplementado com penicilina (3,2mg/l),
estreptomicina (0,8mg/l), fungizone (5mg/l)
e em seguida estocados a -70°C.

Para a coleta de sangue, os animais foram
contidos com uma toalha e em seguida fez-
se uma pequena incisdo com o auxilio de
uma lamina inoxidavel estéril, na veia
marginal da orelha. Para promover
vasodilatagdo local e facilitar o processo de
coleta, algoddo embebido em xilol foi
passado na extremidade da orelha. Na
lateral do pavilh&o auricular, onde foi feita
a incisdo, um pouco de vaselina liquida foi
utilizada para evitar a aderéncia de coagulos
aos pélos. Ao final do procedimento a area
onde estava o xilol foi lavada
abundantemente com agua e sabdo até a
retirada completa do mesmo.

As amostras de sangue de cada animal
foram coletadas em duas aliquotas, uma em
tubos sem EDTA e outra em eppendorfs
com anticoagulante. Para a obtencdo de
uma maior quantidade de soro, os tubos
foram  mantidos em  angulo de
aproximadamente 45° em temperatura
ambiente até que o sangue coagulasse (2 a 3
horas). A seguir permaneceram em
geladeira por cerca de uma hora e meia.
Apos esta fase, finalmente a amostra foi
centrifugada a 5000rpm por 10 minutos e o
soro, apds aliquotado, foi acondicionado em



eppendorfs e estocado a -70°C.
Posteriormente a amostra foi descongelada
e avaliada no teste de soroneutralizacdo
viral, para a deteccdo de anticorpos anti-
BoHV-5.

A aliquota com anticoagulante foi coletada
em eppendorfs, na propor¢do de 50ul de
EDTA para 450pl de sangue. Apos a coleta,
as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo e encaminhadas ao Laboratério
de Patologia Clinica de UFMG, para a
realizacdo dos hemogramas.

A necropsia foi realizada imediatamente
apos a eutandsia dos animais nos dias
previamente estabelecidos. Fragmentos de
cortex cerebral, cerebelo, tronco encefélico,
ganglio trigémeo, medula cervical, medula
toracica e medula lombar foram coletados
em duplicata, sendo parte acondicionada
em frascos com formalina tamponada a
10% e parte em eppendorfs, que foram
rapidamente congelados a -70°C. Foi
coletada medula sacral e seccBes de
coracdo, pulmdo, rim, baco, figado e
pancreas, para exame histolégico. Da
mesma maneira, estes materiais foram
conservados em frascos com formalina
tamponada a 10%. Com o intuito de
facilitar a coleta dos fragmentos de medula,
as porcOes destinadas a analise histolégica
foram fixadas em formalina juntamente
com a Vvértebra, tendo sido retiradas das
mesmas somente no momento do
processamento. Para evitar contaminacdo
das amostras teciduais destinadas a
virologia, o instrumental utilizado na coleta
foi imerso sequencialmente em trés frascos:
0 primeiro com agua, depois alcool 70% e o
altimo novamente com &gua, sempre que
foi mudada a &rea de coleta.

Apobs as necropsias e coleta do material,
todas as carcacas, maravalha das gaiolas,
fomites e restos de racdo foram embalados
em sacos plasticos apropriados e
conduzidos dos infectérios diretamente para
a autoclave. Apds autoclavacdo, todo o

material foi enterrado em &area de uso
exclusivo para tal fim.

Ao final do experimento as salas foram
higienizadas e desinfectadas. Cerca de 20
frascos contendo algoddo embebido em
formol puro foram distribuidos pelos
infectérios, inclusive sobre os moveis e
dentro das estantes ventiladas. Cada sala foi
mantida isolada e com a saida de ar
desligada por um periodo de 48 horas. Ao
término deste periodo os exaustores foram
ligados até que saisse completamente o
odor.

3.5 Processamento laboratorial das
amostras

3.5.1 Hemograma

Para a realizacdo dos hematocritos, tubos
capilares com as amostras foram
centrifugados a 13000g por cinco minutos
em microcentrifuga (Centrobio). Apds a
sedimentacdo, as leituras foram feitas em
cartdo de leitura de microhematdcrito
(Stockham e Scott, 2002).

Os valores da concentragdo de hemaécias e
hemoglobina, hemoglobina corpuscular
média (HCM) e RDW (red cell distribution
width) foram obtidos em contador
hematolégico automéatico da marca Abacus
Junior Vet (GmbH, Wein Austria).

O volume corpuscular médio (VCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), foram obtidos por meio de
célculos, segundo Stockham e Scott (2002).

3.5.2 Soroneutralizacao

Para o teste de soroneutralizacdo o virus foi
diluido, em banho de gelo, para 100
TCIDso/50ul e foi feita retrotitulagdo.
Foram colocados em cada placa de 96
pocos, 50ul de meio MEM sem SFB,
tratado com penicilina/estreptomicina (1%)
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e fungizone 1X (0,5%). Nos pogos da linha
“A” da placa foram adicionados em
duplicata, 50l de cada soro a ser testado (6
soros/placa). Em seguida todos 0s pocos
desta linha foram homogeneizados e 50pl
foram transferidos para a linha “B”, com
auxilio de pipeta multicanal. Este
procedimento foi repetido até a diluicdo de
1:256. Apds o término desta etapa, cada
placa foi acondicionada em estufa (37°C)
de CO; (5%) antes do inicio da preparacdo
da placa seguinte, para que o pH do meio
ndo sofresse alteragdes. Finalmente foram
acrescentados 50ul da suspensdo viral em
cada poco e as placas foram incubadas em
estufa de CO, por 24 horas. Ap6s o periodo
de incubacdo foram adicionados 50pl de
suspensdo de células com 300.000
células/ml em MEM com 5% de SFB. A
leitura foi feita com quatro dias de
incubagdo. Foram utilizadas amostras
padrdo de BoHV-5 (EVI-88 - 10>%” TCIDs)
e de BoHV-1 (Colorado 1-ATCC VR864 -
10°® TCIDsy).

3.5.3 Titulagdo viral dos suabes nasais

O material proveniente dos suabes nasais
foi descongelado em banho de gelo e
diluido até 102 Para a titulacdo das
amostras, foram preparadas duas placas de
96 pocos e implantadas 60.000 células por
cm?, 24 horas antes da inoculacdo. Neste
momento a monocamada estava com
confluéncia em torno de 80 a 90%. Em
placas sem células acrescentou-se 50ul de
MEM sem SFB e em seguida 50ul das
amostras a serem testadas. Retirou-se
cuidadosamente o meio das placas com
células, evitando que as ponteiras
provocassem lesdes na monocamada. Foi
feito um “pool” das amostras no mesmo
tempo de coleta, dos animais do 5° dia e
outra dos animais do 12° dia. As mesmas
foram entdo homogeneizadas com meio
sem soro e transferidas para as placas com a
monocamada celular, e distribuidas da
seguinte maneira:

SUABES NASAIS: PLACA 1

DOA | DOA |[DOA |[DOB | DOB | DOB
Puro | 10* 102 Puro | 10* 102

D3A | D3A |[D3A [D3B |[D3B [D3B
Puro | 10* 102 Puro | 10% 10

DOA — Amostras do dia 0 pi, “pool” dos animais do 5°dia; DOB — Amostras do dia 0 pi, “pool” dos
animais do 12°dia; D3A - Amostras do dia 3 pi, “pool” dos animais do 5°dia; D3B - Amostras do dia 3

pi, “pool” dos animais do 12°dia.

SUABES NASAIS: PLACA 2

D5A D5A D5A D5B D5B D5B
Puro | 10* 102 Puro | 10* 102

D12 | D12 |[D12 | c2Dps | Cc2Ds
Puro | 10* 102 10 107 cc

D5A — Amostras do dia 5 pi, “pool” dos animais do 5° dia; D5B — Amostras do dia 5 pi, “pool” dos
animais do 12° dia; D12 - Amostras do dia 12 pi, “pool” dos animais do 12° dia; C2D5 — Amostra do

animal controle 2 no dia 5pi; CC — Controle celular.

Ap6s a  distribuicdo, as  placas
permaneceram em estufa a 37°C e 5% de
CO; por uma hora, para adsorcéo viral. Em
seguida foi acrescentado 100ul de MEM
suplementado com antibidticos e 2,5% de
SFB, e as placas foram recolocadas na
estufa, nas mesmas condicdes descritas para
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a adsorcdo. A cada 24 horas as placas foram
observadas quanto a presenca de efeito
citopatico e a leitura final foi realizada apds
quatro dias de incubacgdo, com auxilio de
microscopio dptico.




Ao término da leitura final, retirou-se o
meio e adicionou-se 100ul de cristal violeta
em cada po¢o. Apds o preenchimento de
toda a placa, o cristal violeta permaneceu
sobre as células por 10 minutos. Em
seguida desprezou-se o corante e todos 0s
pocos foram abundantemente lavados com
agua destilada até que todo o excesso fosse
retirado. As placas coradas foram entéo
fotografadas em microscopio Olympus 1X-
70 (Japdo), Camera Optometrics DEI-470
(Londres — UK) e processador de imagem
Image-Pro Plus v. 4.0 media cibernetics
(UK).

3.5.4 Titulacéo viral dos tecidos

Inicialmente todas as amostras de tecidos
foram submetidas a pesagem individual
dentro dos eppendorfs. Eppendorfs vazios
também foram pesados e o valor obtido foi
subtraido da pesagem das amostras, para
que fosse calculado o valor real das
mesmas. Meio MEM foi suplementado com
penicilina (3,2mg/1), estreptomicina
(0,8mg/l) e fungizone (5mg/l) e utilizado no
processo de maceragéo tecidual.

Os tecidos foram macerados utilizando-se
gral e pistilos de porcelana previamente
autoclavados, areia autoclavada e MEM
suplementado, na relagdo de 9ml para cada
1g de tecido. Foi feito um “pool” da mesma
area de coleta dos animais do 5° dia e outro

dos animais do 12° dia. Os fragmentos dos
coelhos  controle  foram macerados
individualmente.

Dentro do fluxo, as amostras foram
colocadas no gral com pequena quantidade
de areia, para auxiliar na maceracdo. Em
seguida o pistilo foi utilizado para fazer
pressdo sobre o tecido, juntamente com a
areia, restringindo-se a uma area central do
gral, para que fossem minimizadas as
perdas do material. O MEM, previamente
calculado para cada amostra, era adicionado
aos poucos e a0 mesmo tempo
homogeneizado com o pistilo até que ndo
ficasse nenhum fragmento de tecido visivel.
O contetdo foi entdo acondicionado em
tubos falcon ou eppendorfs e armazenado
em geladeira por 24 horas. No dia seguinte
as amostras foram centrifugadas a 6708g
por 10 minutos, 4°C e o sobrenadante
retirado e em seguida congelado a -70°C.

As amostras foram descongeladas em
banho de gelo e diluidas seriadamente em
tubos eppendorf até 10°. Para a titulagéo,
foram preparadas duas placas de 96 pocos
para cada grupo de animais (5° e 12° dias),
24 horas antes da inoculacéo, e o protocolo
foi exatamente o mesmo utilizado para a
titulacho do material proveniente dos
suabes nasais. As amostras testadas foram
distribuidas como exemplificado a seguir

Animais do 5° dia: PLACA 1

CTX CTX CTX CER CER CER TR TR TR GT GT GT
10t |10% |10°® |10* |10% |10°® |10 |10% |10° 10! 102 10°
CTX — Cortex cerebral; CER — Cerebelo; TR — Tronco encefalico; GT — Ganglio Trigémeo

Animais do 5° dia: PLACA 2
MC MC MC MT MT MT ML ML ML GT(C2) | MUTUM | CC
10t | 10% |10% |10t |10% |10° |10 |10° |10°% | 10% 10

MC - Medula cervical; MT — M. toré&cica; ML — M. lombar; GT(C2) — Géanglio trigémeo animal controle
2; Mutum — Controle positivo; CC — Controle celular
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As placas dos animais do 12° dia seguiram
praticamente a mesma ordem do esquema
exposto acima, diferindo apenas na coluna
de nimero dez, onde testou-se a medula
lombar do animal controle 2, na diluicdo 10°
! Nas duas ultimas colunas das placas dois,
de ambos os tempos, foram testados o
controle viral e o controle celular.

Apés a  distribuicdo, as  placas
permaneceram em estufa a 37°C e 5% de
CO; por uma hora, para adsorcéo viral. Em
seguida foi acrescentado 100ul de MEM
suplementado com antibiéticos e 2,5% de
SFB, e as placas foram recolocadas na
estufa, nas mesmas condicdes descritas para
a adsorgdo. A cada 24 horas as placas foram
observadas quanto a presenca de efeito
citopatico (ECP) e a leitura final foi
realizada ap6s quatro dias de incubacdo,
com auxilio de microscopio Optico. As
placas foram em seguida coradas e
fotografadas como descrito anteriormente
no item 3.5.3.

3.5.5 Histopatologia

O material destinado a  andlises
histolégicas, que estava em frascos com
formalina a 10% tamponada (pH 7,2), foi
cortado, devidamente identificado e
acondicionado em cassetes. Os fragmentos
de tecidos foram entdo desidratados em
solucdes alcoolicas crescentes (alcool 70%,
80%, 90% e 100% | e II), permanecendo
durante 1 hora em cada uma delas.
Posteriormente  os fragmentos foram
diafanizados em xilol e incluidos em
parafina (Prophet et al., 1992). Os cortes
histologicos dos tecidos foram seriados a
4um de espessura em micrétomo de rotagdo
HM 360 MICROM®, e posteriormente
corados segundo a técnica da Hematoxilina-
Eosina (H&E). Os  procedimentos
histopatoldgicos foram realizados no
Laboratério de Neuro-Imuno Patologia
Experimental (NIPE) do Instituto de
Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG, sob a
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supervisdo da professora Dra. Rosa Maria
Esteves Arantes.

3.5.6 Extracdo de DNA

As amostras do macerado de tecidos e dos
suabes nasais utilizadas para extracdo de
DNA e posteriormente para PCR, foram as
mesmas usadas na titulacdo, e desta
maneira foi mantido o protocolo de “pool”,
como descrito previamente nos itens 3.5.3 e
3.5.4. Foi utilizado o método de extracdo do
DNA das amostras do macerado de tecidos
e dos suabes nasais utilizando-se
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
segundo Sambrook et al. (1989), porém
com algumas modificacbes. Foram
acrescentados 500ul das amostras a serem
testadas e igual quantidade de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(50:48:2). Apo6s agitacdo constante, as
mesmas foram incubadas a 37°C por cinco
minutos. As misturas foram entdo
centrifugadas a 4400g por cinco minutos € a
4°C. Com auxilio de uma micropipeta as
duas fases formadas foram separadas,
transferindo-se a fase aquosa para
microtubos novos, onde foram novamente
submetidas ao tratamento com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(50:48:2) e, ao sobrenadante final, foi
adicionado igual volume de
cloroférmio/alcool isoamilico (96:4). A
mistura foi agitada rapidamente por
inversdo dos tubos e centrifugada a 120009
por cinco minutos. Apos a centrifugacdo, a
fase aquosa foi transferida para novos
tubos. Foram entdo adicionados 2,5
volumes de etanol 100% gelado e acetato
de sodio 3M pH 5,2 até uma concentragdo
final de 0,25M, e o tubo foi invertido
suavemente. Em seguida a mistura foi
incubada a -20°C overnight. O sedimento
obtido apd6s 30 minutos de centrifugacdo a
16000g e 4°C foi ressuspendido em 500ul
de etanol 70% gelado. Apb6s suave
homogeneizacgdo, a mistura foi centrifugada
a 17000g por cinco minutos, sob
refrigeracdo de 4°C. O sobrenadante foi



descartado e o0s microtubos foram
invertidos sobre uma folha de papel toalha
até  estarem  completamente  secos.
Adicionou-se entdo 20pl de 4gua MilliQ® e
a mistura foi homogeneizada
cuidadosamente, para que o precipitado
aderido a parede do tubo fosse
completamente diluido. Ap6s a extracédo, 0s
DNAs foram estocados sob refrigeracéo,
em geladeira.

3.5.7 Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR)

Foram utilizados dois sistemas de PCR
especificos para  BoHV-5, ambos
desenvolvidos para amplificacdo da
glicoproteina G viral, sendo que um deles
amplifica um fragmento de 515 pares de
base (pb) (Oliveira, 2006) e o0 outro
amplifica um fragmento de 222pb (Gomes
et al., 2003). Para maior confiabilidade, os
experimentos foram realizados pelo menos
duas vezes, em ocasides distintas.

Tabela 03. Iniciadores, orientacdo, localizagdo e tamanho esperado do amplicon.

Iniciadores Acesso no GenBank — Localizagdo dos Amplicon PCR externa/ PCR semi-
iniciadores nested
Senso
Taccectgegggetggace (AY261359) (120131-120149)
Antisenso
gcgatcgegaggecgatgag (AY261359) (120732-120713) 602ph / 515ph
Senso interno (nested)
Ggcgactgggeetgegget (AY261359) (120218-120236)

Fonte: Oliveira (2006).

Tabela 04. Sequiéncia, orientacdo e localizacdo do par de iniciadores complementares ao gene US4 do

BoHV-5.

Seqiiéncia, orientacao e localizagdo

Tamanho do fragmento utilizado

(937-956) 5° TAC GGA CTG CCG GAT TAACA

(1158-1133) 3* GTG ACC ACT ACC ACC GCC GCC AAC AT

222pb

Fonte: Gomes et al. (2003).

3.5.7.1 CondicGes das reacBes

As reacdes de PCR foram realizadas a partir
do DNA extraido das amostras provenientes
da maceracdo tecidual e suabes nasais,
como descrito anteriormente. As reacdes
foram realizadas em volume total de 20ul,
onde foi utilizado tampédo da enzima Taq
polimerase 10X (PROMEGA, Brasil),
1,5mM de MgCl,, 0,4ul de solucdo a
0,2mM de dNTPs, glicerol 1% (v/v),
DMSO 1% (v/v), 0,5U de tag DNA
polimerase, 5ul de DNA purificado de cada
amostra e 10pmol de cada iniciador. O

programa utilizado na PCR consistiu de um
ciclo a 95°C por trés minutos, seguido por
35 ciclos a 94°C por um minuto, 61°C por
um minuto e 72°C por um minuto, e uma
etapa final de extensdo de sete minutos a
72°C. Em seguida procedeu-se a PCR
interna, sendo utilizado como molde 3ul de
produto da PCR externa e a mesma
concentracao de reagentes (Oliveira, 2006).

Conforme descrito por Gomes et al. (2003)
para a amplificacdo de um fragmento de
222pb da glicoproteina G, utilizou-se uma
PCR externa e uma interna (nested). Estas
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também foram realizadas a partir do DNA
extraido das amostras provenientes dos
tecidos e suabes nasais, em um volume
final de 20ul, utilizando-se cerca de 50ng
de DNA. Para a amplificacdo externa, as
condicBes da reacdo foram as mesmas
descritas no protocolo do paréagrafo
anterior. Para a interna, os tubos de reacdo
continham tampdo da enzima Taq
polimerase 10X (PROMEGA, Brasil),
3mM de MgCl,, 0,4pl de solucdo a 0,2mM
de dNTPs, glicerol 5% (v/v), DMSO 5%
(v/v), 0,5U de tag DNA polimerase, 3ul de
DNA purificado de cada amostra e 20pmol
de cada iniciador. O programa consistiu de
35 ciclos, sendo cada um composto de 60
segundos a 95°C, 60 segundos a 57°C e 60
segundos a 72°C por um minuto. Um tempo
inicial de dois minutos a 98°C antes do
primeiro ciclo e uma extensdo final de dez
minutos a 72°C foram incluidos apdés o final
do ultimo ciclo.

3.5.7.2 Andlise dos produtos de PCR

Vinte microlitros de produtos de PCR (16ul
+ 4ul de tampdo de amostra) foram
submetidos a analise por eletroforese em
gel de agarose 1,2% (89 mM Tris-borato,
2mM EDTA, pH 8,2) acrescido de brometo
de etidio (0,5ug/ml), sendo utilizado
tampdo de corrida TBE 0,5X em um
sistema de eletroforese horizontal a 100V
por uma hora. Para a determinacdo do
tamanho do produto de PCR foi utilizado
um padréo de tamanho molecular de 250pb
Ladder (Invitrogen, Brasil).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinais clinicos

A inoculacdo de coelhos  recém-
desmamados pela via intranasal com o
isolado Mutum de BoHV-5 na dose de
5x10°  TCIDs,,  provocou  doenca
neuroldgica em trés (50%) dos animais
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infectados, porém ndo causou a morte dos
animais no tempo de duracdo do
experimento (12 dias). Sintomatologia
clinica foi observada somente nos animais
12° dia. A morbidade e mortalidade de
coelhos infectados com BoHV-5 é muito
variavel e depende da amostra viral
utilizada, idade dos animais e via de
inoculacdo (Beltrdo et al., 2000). Os dados
de morbidade de varios trabalhos
experimentais em coelhos com BoHV-5 sdo
muito variaveis, indicando desde a auséncia
até 100% de doentes, com a utilizagdo de
amostras e doses infectantes diferentes
(Meyer et al., 1996; Silva et al., 1999a;
Beltrdo et al., 2000; Caron et al., 2002;
Spilki et al., 2002; Diel et al., 2005; Mayer
et al., 2006).

Apdbs a inoculacdo do isolado Mutum de
BoHV-5 nos coelhos, os animais foram
observados varias vezes ao dia para a
caracterizacdo da sintomatologia clinica da
enfermidade. Até os primeiros seis dias
poés-inoculagcdo, alguns dos  animais
infectados manifestaram espirros
esporadicos, além de descarga nasal e
ocular. Na noite do dia 6 pi, os animais do
12° dia iniciaram sinais clinicos, que se
prolongaram de forma intermitente até a
eutandsia dos mesmos, ja previamente
programada.

De uma maneira geral, os trés coelhos do
12° dia apresentaram sinais clinicos
caracterizados por episodios de depressao e
agitacdo, convulsdes do tipo Jackson
(movimentos musculares originalmente
sobre o nariz e a boca e depois espalhando-
se sequencialmente para a musculatura do
pescogo, membros anteriores e posteriores),
nistagmo e andar em circulos. Um dos
animais manifestou uma paresia dos
membros pélvicos, mais acentuada no
esquerdo. No dia 8 pi foi feito exame
clinico do sistema locomotor deste animal e
constatou-se que 0 membro posterior
esquerdo estava mais flacido e tinha
sensibilidade diminuida em relacdo ao



membro contra-lateral, especialmente na
regido dorsal. Nas tabelas a seguir séo

descritos individualmente todos os sintomas
manifestados pelos animais infectados.

Tabela 05. Sintomas dos coelhos do 5° dia, infectados experimentalmente com o isolado Mutum de
BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

ANIMAL Infectado 1 Infectado 2 Infectado 3 C1
1°dia X X X X
2° dia X Espirros X X
3% dia Descarga nasal Espirros e descarga nasal X X
4° dia X X X X
5° dia X X X X

X — Auséncia de sintomas.

Tabela 06. Sintomas dos coelhos do 12° dia, infectados experimentalmente com o isolado Mutum de
BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

ANIMAL Infectado 4 Infectado 5 Infectado 6 C2
1° dia pi X X X X
2° dia pi X X X X
3° dia pi X Descarga nasal Descarga ocular X
40 dia pi X Descarga nasal Descarga ocular X
50 dia pi Descarga nasal Descarga nasal Descarga ocular X
6° dia pi Intensa agitacgdo e depressdo; Momentos de agitagdo e  Unico momento de excitago,
andar em circulos; discretos depressdo; na fase de quando deu uma volta rapida
espasmos nos membros  agitagdo, dava pequenos na gaiola.
anteriores quando em decubito saltos e tentava correr na X
lateral. gaiola; espasmos nos
membros  posteriores em
decubito lateral.
7° dia pi Girava em torno do seu eixo; Agitacdo e durante poucos
diminuicdo na movimentagdo  segundos, corria pela gaiola,
dos  membros  posteriores, dava pequenos saltos e
especialmente o  esquerdo flexionava rapidamente a
(MPE); excitagdo, espirros, cabeca; andar em circulos, X
movimentos bruscos de flexdo depressdo, diminuicdo na X
da cabega. ingestdo de Aagua e ragdo;
urinou na 4rea central da
gaiola, sendo que
normalmente sé o fazia nos
cantos; convulsdes do tipo
Jackson.
8° dia pi MPE estava mais flacido e tinha ~ Tremores musculares  Por alguns momentos deu
sensibilidade  diminuida em generalizados; lambia-se e pequenos pulos e
relagio a0 membro contra- cogava-se em  excesso; movimentou-se rapidamente,
lateral, especialmente na regido  depresséo e agitacdo, além de lamber-se e cogar-se
dorsal; animal cocava-se com pequenos saltos e corridas excessivamente;  depressdo, X
muita freqliéncia; episodio de pela gaiola. agitacdo (dava pulos, cocava-
tremores  generalizados  que se, cavava e apresentava
duraram de 10 a 15 segundos, movimentos de flexdo da
além  tremores na  face cabega).
(convulsbes do tipo Jackson) e
nistagmo.
9° dia pi Alternava momentos de agitagdo ~ Alternancia de depressdo e Alternava  depressdo e
e depressdo; movimentos de agitagdo e crise de tremores. agitacdo, porém de uma X
flexao da cabeca. forma geral bem mais
deprimido que os outros dois.
10° dia pi Alternava momentos de agitacdo  Alternancia de depressdo e Alternava depressdo e
e depressdo; movimentos de agitagdo e crise de tremores. agitacdo, porém de uma X
flexao da cabeca. forma geral bem mais

deprimido que os outros dois.
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11° dia pi Alternava momentos de agitacdo  Alternancia de depressio e Tremores por todo o corpo,
e depressdo; movimentos de agitagdo e crise de tremores. especialmente  nos  olhos.
flexéo da cabeca. Espirrou e cocou-se bastante
por alguns momentos.
X
12° dia pi Alternava momentos de agitacdo  Alterndncia de depressdo e  Alternava depressdo e
e depressdo; movimentos de agitagdo e crise de tremores. agitacdo, porém de uma X

flexéo da cabeca.

forma geral bem mais
deprimido que os outros dois.

X — Auséncia de sintomas.

A maioria dos sintomas descritos ja foi
observada por outros autores em infeccfes
experimentais em coelhos com amostras de
BoHV-5 pela via intranasal. O quadro
inicial pode ser caracterizado por espirros,
secrecdo nasal e rinite, logo no terceiro dia
pos-inoculagdo (Chowdhury et al., 1997). A
manifestacdo dos sinais clinicos de forma
intermitente, com alternancia entre estados
de excitacdo e depressdo, convulses e
tremores, sdo achados consistentemente
descritos na literatura (Meyer et al., 1996;
Silva et al., 1999a; Caron et al., 2002;
Spilki et al., 2002; Mayer et al., 2006). No
caso do animal infectado 4, que apresentou
uma diminuicdo nos movimentos dos
membros posteriores no dia 7 pi, ndo foram
encontrados dados que relatem sintoma
semelhante em  coelhos  infectados
experimentalmente com BoHV-5. Este
sintoma possa ser decorrente de uma maior
facilidade do isolado Mutum em atingir a
medula espinhal, tendo em vista que o
bovino do qual ele foi recuperado, também
apresentou alteracdes locomotoras.

Apesar da presenca de  sintomas
neuroldgicos, os mesmos foram brandos e
ndo levaram os animais ao 6bito durante o
periodo experimental. Varios trabalhos
mostraram que cerca de 84% dos animais
que apresentam sintomatologia neurolégica,
morre em até dois dias apds o inicio dos
mesmos (Meyer et al., 1996; Silva et al.,
1999a; Beltrdo et al., 2000). Com relacdo
ao dia do inicio do quadro clinico, nossos
achados estdo de acordo com o de outros
autores, que afirmam gque o mesmo inicia-se
entre os dias 5 e 8 pi na grande maioria dos
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animais infectados (Meyer et al., 1996;
Silva et al., 1999a; Beltrdo et al., 2000; Diel
et al., 2005).

4.2 Hemograma

Apesar de existirem diversos trabalhos
apresentando  valores hematol6gicos
normais de  coelhos, através  de
determinacdes médias ou observacdes, estes
podem, dependendo das circunstancias,
serem influenciadas por fatores extrinsecos
ou intrinsecos. Fatores extrinsecos estdo
relacionados aos diferentes meios de coleta
e processamento das amostras, diferencas
na metodologia, equipamento e reagentes,
além de wvariacbes na operagdo. Os
intrinsecos estdo ligados as diferengas
impostas pelas variagbes biolégicas dos
animais, tais como raca, sexo, idade,
condicdo nutricional e de saude, dentre
outros (Kraus et al, 1984). Com base nestas
observacdes e considerando-se 0 pequeno
nimero de amostras e impossibilidade de
muitas repeticbes devido ao desenho
experimental, serd feita somente uma
analise descritiva dos resultados
hematoldgicos dos coelhos infectados com
BoHV-5.

Os resultados serdo apresentados em quatro
tabelas e os dados colocados de forma que
se possa melhor visualizar as diferencas em
cada pardmetro do eritrograma e
leucograma, relacionando-se 0s animais
controle e infectados nos diferentes tempos
de coleta. A apresentacdo dos resultados



seguird 0 mesmo modelo tanto para o animais ja tinha sido sacrificada (Tabela

eritrograma quanto para o leucograma. 05). Na tabela 06, foram comparados o0s

valores individuais do animal C2 com a
Inicialmente foi feita uma comparacdo de média dos animais do 12° dia. Optou-se por
médias dos parametros hematoldgicos entre essa comparacdo porque tanto o animal C2
0os dois animais controle e o0s seis guantos os infectados deste grupo, foram
infectados, somente nos dias 0 e 5 pi, tendo eutanasiados no mesmo dia, favorecendo
em vista que no dia 12 pi metade dos assim a observacao de possiveis alteracoes.

Tabela 07. Valores médios do eritrograma e avaliagdo de plaquetas nos dias 0 e 5 pi, dos animais controle
e infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

imais r
Animais Controle
HEM* (x 10° HGB* HCT* VCM* CHCM* HCM* RDW* PLQ* (x 10°

Dia 0 céls /ul) (g/dl) (%) (fl) (g/dl) (g/dl) (%) céls /ul)
Média 5,73 11 33,35 58 32,95 19,25 17,5 519
Desvio Padrédo 0,24 0,71 0,21 2,83 1,91 2,05 2,97 12,7
Dia 5
Média 5,635 10,95 32,25 57,5 33,9 19,55 16,65 362,5
Desvio Padrao 0,60 0,07 0,92 4,95 1,41 2,33 1,77 94,05
Animais Infectados
Dia 0
Média 5,95 11,53 34,17 57,83 33,77 19,52 16,10 478,33
Desvio Padrao 0,72 0,88 2,87 3,71 0,58 1,10 1,44 110,39
Dia5
Média 5,18 10,25 29,52 57,17 34,68 19,80 15,50 315,50
Desvio Padrao 0,79 1,46 4,19 3,06 0,57 0,93 1,26 108,92

* HEM - nimero de hemécias; HGB - hemoglobina; HCT - hematécrito; VCM - volume corpuscular médio; CHCM —
concentragdo hemoglobinica corpuscular média; HCM — hemoglobina corpuscular média; RDW (Red Cell Distribution Width) —
indice de variagdo do tamanho das hemécias; PLQ — plaquetas.

Tabela 08. Valores individuais do eritrograma e avaliagdo de plaquetas do animal controle 2 e dos
animais do 12° dia, infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Controle 2
HEM* (x 10° HGB* HCT* VCM* CHCM* HCM* RDW* PLQ*(x 10°
céls /ul) (g/dl) (%) (f) (g/dl) (g/dl) (%) céls /ul)
Dia 0 5,56 11,5 335 60 34,3 20,7 15,4 510
Dia5 521 11 31,6 61 34,9 21,2 15,4 296
Dia 12 5,42 11,3 32,6 61 34,5 20,9 15 300
Animais do 12° dia
Dia 0
Média 6,18 11,93 3563 58,33 33,47 1952 16,37 478,33
Desvio Padréo 0,97 1,15 3,69 4,62 0,58 1,51 2,03 82,29
Dia 5
Média 5,57 11,03 31,63 57,33 38,83 19,93 15,40 371,67
Desvio Padréo 0,87 1,16 2,85 3,79 0,55 1,29 1,82 80,62
Dia 12
5,67 11,37 32,40 57,67 35,10 20,20 15,40 397,00
0,69 0,76 2,21 3,21 1,15 1,68 1,37 114,64

* HEM - nimero de hemacias; HGB — hemoglobina; HCT — hematocrito; VCM - volume corpuscular médio; CHCM -
concentracdo hemoglobinica corpuscular média; HCM — hemoglobina corpuscular média; RDW (Red Cell Distribution Width) —
indice de variacdo do tamanho das hemécias; PLQ - plaquetas.
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Os dados obtidos indicam uma tendéncia de
gueda no hematdcrito no dia 5 pi em todos
0s animais infectados, com uma leve
recuperacdo no dia 12 pi. Esta anemia
discreta pode ter sido provocada pela coleta
das amostras de sangue ou por uma
condi¢do denominada Anemia da Doenca
Inflamatdria (ADI). A primeira hip6tese é
menos provavel porque os animais tinham
sido submetidos a apenas uma coleta, e em
uma anemia hemorragica seria esperado,
juntamente com uma queda nos valores do
hematocrito, uma reducdo do VCM e
CHCM, sugerindo uma anemia
regenerativa. Ao contrario disto, estes
valores  mantiveram-se  nos  MesmMos
patamares do dia 0 pi e em alguns casos a
CHCM aumentou no dia 5 pi.

A Anemia da Doenca Inflamat6ria é uma
anemia branda a moderada, aplésica,
normocitica e normocrémica, associada
com processo inflamatério, infeccdes
cronicas, condigdes traumaticas e doenca
neoplésica disseminada. Sua patogénese é
multifatorial, mediada por citocinas
secretadas durante a inflamagdo. ADI
resulta da diminuicdo na disponibilidade de
ferro, um declinio na sobrevivéncia dos
eritrocitos e diminuicdo na resposta a
anemia. A anemia pode instalar-se de 2 a 3
dias do inicio do processo inflamatério e
pode provocar a reducdo do hematdcrito em
torno de 10 a 15% (Warner e Harrus, 2000).
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Os resultados dos indices eritrocitarios,
reducdo do hematdcrito e instalacdo da
anemia sao indicativos de AID, porém para
a confirmacdo deste diagnostico, o perfil
sérico do ferro seria necessario.

Os coelhos possuem um volume sanguineo
total de aproximadamente 55,6ml/kg de
peso vivo. A Universidade de Cornell
recomenda que a retirada de sangue destes
animais ndo ultrapasse 10% do volume total
no periodo de uma semana e 20% durante
um més (Allen, 1994). Os animais
utilizados no presente trabalho, pesavam
entre 0,9 e 1,1kg e estipulou-se a retirada de
0,5ml de sangue com EDTA e 2ml sem
anticoagulante, totalizando 2,5ml em cada
tempo de coleta ou 7,5ml em 12 dias. Este
valor estaria dentro das recomendacdes de
menos de 20% do volume total durante um
més, porém em alguns animais a perda de
sangue foi maior, decorrente da dificuldade
em se fazer a hemostasia. Este fato poderia
explicar a tendéncia de queda no nimero
total de plaguetas tanto nos animais
infectados quando nos do grupo controle.
Trombocitopenia funcional pode ocorrer
nos estagios iniciais de um distarbio
hemorragico, neste caso a retirada do
sangue, quando a demanda é grande, mas a
producdo 6ssea ainda ndo apareceu (Kerr,
2003).



Tabela 09. Valores médios do leucograma nos dias 0 e 5 pi, dos animais controle e infectados com o
isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Animais Controle

Dia 0
Média
Desvio Padrao
Dia 5
Média
Desvio Padréo

Dia 0

Média

Desvio Padrao
Dia 5

Média

Desvio Padrao

LT*
(céls/ul)

4820
98,99

5670
212,13
4650

887,40

5168,33
1029,16

Seg*
(%)

42
22,63

Seg*
(céls/ul)

2035,6
1132,22

36
12,73

2027,7
645,31

1481,47
556,15

31,16
5,95

37,00
5,22

1909,45
469,61

Lin* Lin* Mon* Mon* Eos* Eos*
(%)  (céls/ul) (%) (céls/ul) (%) (céls/ul)
50,5 2424,65 8 384,2 0 0
19,09 870,24 2,83 128,41 0 0
57 32454 6 340,2 1,5 84,3
12,73 842,59 0,00 12,73 0,71 36,91
Animais Infectados
58,83 2681,03 8 379,1 2,0 104,5
10,74 446,08 3,41 202,4 2,2 131,7
52,17 2711,48 10,50 533,05 1,00 44,15
5,46 673,64 3,45 204,29 1,26 51,50

Baso* Baso*

(%)  (céls/ul)

0 0

0 0

0 0

0 0
0,2 10,0
0,4 24,5
0,00 0,00

0 0

* LT - leuc6citos totais; Seg — segmentados; Lin — linfécitos; Mon — mondcitos; Eos — eosindfilos; Baso — basofilos.

Tabela 10. Valores individuais do leucograma do animal controle 2 e dos animais do 12° dia, infectados
com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Controle 2
LT*  Seg*  Seg* Lin* Lin* Mon* Mon* Eos* Eos* Baso* Baso*
(céls/ul) (%) (céls/ul) (%) (céls/ul) (%) (céls/ul) (%) (céls/ul) (%) (céls/ul)
Dia O 4890 58 2836,2 37 1809,3 6 293,4 0 0 0 0
Dia 5 5520 45 2484 48 2649,6 6 331,2 2 110,4 0 0
Dia 12 5400 51 2754 35 1890 9 486 3 162 2 108
Animais do 12° dia
Dia 0
Média 4720 29,67 1397,20 63,33 2990,80 5,33 256,8 1,67 75,2 0 0
Desvio Padrdao 615,79 3,51 217,42 5,13 455,39 1,53 105,87 1,15 44,19 0 0
Dia 5
Média 5566,67 37,00 2059,83 54,67 3052,53 8,00 433,67 0,33 20,63 0
Desvio Padrdo 880,02 6,56 521,88 5,51 635,61 2,65 114,64 0,58 35,74 0 0
Dia 12
Média 7243,33 43,00 3104,67 44,67 3237,57 8,00 595,57 2,33 165,43 2,00 140,10
Desvio Padrdo 466,94 12,29 832,56 13,65 990,89 5,20 427,50 1,15 75,90 2,65 185,90
* LT - leucdcitos totais; Seg — segmentados; Lin — linfécitos; Mon — monécitos; Eos — eosindfilos; Baso — basdfilos.
O leucograma dos animais infectados manifestaram sintomatologia  clinica

apresentou uma tendéncia a leucocitose
com neutrofilia, bastante pronunciada nos
animais do 12° dia. Esta neutrofilia é
sugestiva de uma resposta do animal ao
processo inflamatério desencadeado pela
infeccdo experimental com BoHV-5, tendo
sido claramente evidenciada nos animais
sacrificados mais tardiamente e que

neuroldgica. Neutrofilia também poderia
estar presente na fase inicial de regeneracao
das hemorragias, neste caso, como
previamente discutido, devido as coletas de
sangue. A liberagdo aumentada de
eritrocitos  jovens com o intuito de
compensar a perda de sangue, poderia vir
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acompanhada de um maior ndmero de
neutrofilos.

4.3 Soroconversao

Todos os coelhos eram negativos para
anticorpos anti-BoHV-1 e anti-BoHV-5 no
inicio do experimento (dia 0). Os animais
controle ndo apresentaram producdo de
anticorpos anti-BoHV-5 durante todo o
periodo experimental, conforme esperado.

Dentre os infectados, somente 0s animais
do 12° dia, apresentaram producdo de
anticorpos anti-BoHV-5 (utilizando-se a
amostra padrdo EVI-88). Os animais 4 e 6
alcancaram titulos de 1:128, e 0 animal 5 de
1:32.  Estes  coelhos  manifestaram
sintomatologia clinica neuroldgica a partir
do dia 6 pi. Nem mesmo o0s animais com
titulos de anticorpos para BoHV-5
apresentaram  reatividade a amostra
Colorado de BoHV-1.

Tabela 11. Soroconversdo para a amostra Colorado de BoHV-1 e amostra padréo EVI-88 de BoHV-5 em
coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Dia b Dia 12

BoHV-1 BoHV-5 BoHV-1 BoHV-5

Animais Dia 0
BoHV-1  BoHV-5

1

5° dia 2

3

4

12° dia 5

6
Controle 1
Controle 2

Os dados obtidos estdo de acordo com
outros trabalhos de infecgdo experimental
com BoHV-5. Em observagdes pontuais,
coelhos infectados experimentalmente
soroconverteram nos dia 21 (Meyer et al.,
1996) e 30 pi (Caron et al., 2002). Perez et
al. (2002) ao infectarem bezerros com
BoHV-5, observaram soroconversdao em
cerca de 16% dos animais nos dias 12 e 13
pi e 90% no dia 14 pi. Em outro
experimento  realizado também em
bezerros, desta vez comparando a
patogénese de BoHV-1 e BoHV-5,
constatou-se sorologia positiva no dia 7 pi
em cerca de 60% dos animais infectados
com BoHV-1, enquanto que nos com
BoHV-5, a soroconversdo ocorreu somente
a partir do dia 9 pi (Meyer, et al., 2001).

o1

4.4 Titulagdo viral dos suabes nasais

O virus Mutum foi re-isolado dos suabes
nasais em “pool” dos animais do 12° dia no
dia 3 pi e com maior frequéncia nas
amostras de todos os animais infectados,
nos dias 5 e 12 pi (Tabela 9). Néao foi
possivel calcular os titulos virais em cada
fragmento devido a ndo uniformidade nos
resultados. Em algumas ocasibes, pequeno
namero de pogos continha efeito citopatico
e em outras, apds, por exemplo, efeito em
baixa  diluicdo,  diluicbes  maiores
apresentavam dois ou trés pocos com ECP,
inviabilizando o célculo do titulo. Em
alguns pocos das placas, especialmente nas
colunas onde as amostras testadas néo
sofreram diluicdo, observou-se a presenca
de efeito toxico, caracterizado pela



separacao entre as células da monocamada,

com retragdo e deformidade das mesmas.

Tabela 12. Titulagdo viral dos suabes nasais de coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5,
Belo Horizonte, 2008.

TEMPO AMOSTRAS NUmero e % de pogos com efeito citopatico
PURO 10" 10°
Dia 0 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 0 0 0
Dia 0 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 0 0
Dia 3 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 0 0 0
Dia 3 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 0 1(12,5 %)
Dia 5 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 7 (88 %) 1(12,5 %) 0
Dia 5 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 8 (100 %) 8 (100 %) 0
Dia 12 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 6 (75 %) 1 (12,5 %) 0
Dia 5 Controle 2* Ndo testado 0 0

* _ foi escolhida aleatoriamente a amostra do animal controle 2 no dia 5 pi e testada nas diluicdes 10 e 102

Os resultados obtidos com os suabes nasais
apontam para uma liberacdo mais intensa
do virus a partir do dia 5 e ainda mantendo-
se ativa nos animais do dia 12 pi. Estes
achados diferem um pouco dos previamente
citados na literatura consultada para coelhos
infectados experimentalmente com BoHV-
5, que descrevem positividade nas
secrecOes nasais a partir do dia 1 até o dia 7
pi, e em alguns casos permanecendo até 0s
dias 9 e 10 pi (Meyer et al., 1996; Silva et
al., 1999a; Caron et al., 2002; Diel et al.,
2005; Mayer et al., 2006).

No material proveniente das coletas no dia
0 pi dos animais do 12° dia (Tabela 10) e
também em alguns pocos de todos os
animais no dia 3 pi, observou-se a presenca
de efeito citopatico, o que ndo seria

esperado, uma vez que no dia 0 0s animais
ainda ndo estavam inoculados, e, ressalta-se
aqui que os experimentos foram conduzidos
de maneira extremamente criteriosa e em
laboratério de biosseguranga nivel P3+. O
efeito citopatico presente nestas amostras
diferiu do observado por n6s em isolamento
prévio da amostra Mutum e mesmo no re-
isolamento aqui descrito para 0s animais do
5° e 12° dias. A monocamada celular
apresentava-se com vacuolizagdes extensas
e presenca de pequenos focos, as vezes no
mesmo poco, onde as células se dispunham
em um formato circularizado e
unidirecional, como um redemoinho,
sugerindo alteracBes nos filamentos de
actina (Figuras 2.1C; D; E; F e 2.2G; H; I).
Estes efeitos podem ter sido causados por
outros herpesvirus que infectam coelhos.

Tabela 13. Efeito citopatico provocado por agente desconhecido, observado em material proveniente de
suabes nasais de coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

TEMPO AMOSTRAS NUmero e % de pogos com efeito citopatico
PURO 10™ 107

Dia 0 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 0 1 (12,5 %) 0
Dia 0 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 8 (100 %) 8 (100 %)
Dia 3 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 0 1 (12,5 %) 3 (38 %)
Dia 3 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 3 (38 %) 1(12,5 %)
Dia 5 “Pool” dos suabes dos animais do 5° dia 0 0 0
Dia 5 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 0 0
Dia 12 “Pool” dos suabes dos animais do 12° dia 0 0 0
Dia 5 Controle 2* Nao testado 0 0

* - foi escolhida aleatoriamente a amostra do animal controle 2 no dia 5 pi e testada nas diluigdes 10" e 102
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Atualmente sdo conhecidas trés espécies de
herpesvirus  que  infectam  coelhos:
Herpesvirus leporideo 1 (LeHV-1) ou
Herpesvirus dos Coelhos  Cottontail,
Herpesvirus leporideo 2 (LeHV-2) ou
Herpesvirus  cuniculi, e Herpesvirus
Leporideo 3 (LeHV-3) ou Herpesvirus
sylvilagus. A classificacdo destas espécies
ainda ndo foi completamente definida,
porém h& uma tentativa de enquadra-las
como membros da subfamilia
Gammaherpesvirinae, género Rhadinovirus
(ICTV, 2007).

At o momento ndo ha citacdo da
ocorréncia de coelhos infectados com
Herpesvirus leporideos ou com HHV-1 no
Brasil. A presenga de efeito citopatico
observado no presente trabalho,
apresentando caracteristicas diferentes das
atribuidas aos BoHV, pode ter sido
produzida por algum virus que 0s animais
ja albergavam. Apesar da caréncia de
pesquisas e do desconhecimento da situagao
das herpesviroses em coelhos no Brasil,
conjeturamos que 0S mMesmMos estavam
naturalmente infectados com outra espécie
de herpesvirus, que seria a responsavel por
estas alteracdes nas células infectadas com
amostras provenientes de secrecdo nasal, e,
que a infeccdo poderia estar na sua forma
latente, agudizada pelo estresse sofrido
pelos animais durante o experimento.

Infeccdo transplacentaria experimental com
HHV-1 ja foi obtida (Middelkamp et al.,
1967 citado por Spieker e Yuill, 1977a) e
poderia ser umas das possiveis vias de
infeccdo dos coelhos de 40 dias de idade,
utilizados no nosso trabalho.

Como descrito por Nesburn (1969) o H.
cuniculi pode estar presente em coelhos da
raca Nova Zelandia sem causar nenhuma
sintomatologia clinica, caracteristicas estas,
pertinentes aos animais utilizados no
presente estudo. Outra possibilidade seria a
reativagdo de um herpes latente nestes
animais em decorréncia de estresse pelo
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transporte, mudanca  de ambiente,
manipulacédo e inoculagdo experimental.

Acreditamos que o ECP observado nas
amostras do dia O pi provenientes de suabes
nasais, portanto antes da inoculacdo do
BoHV-5, e a repeticdo do mesmo no dia 3
pi possa ter sido provocada por esta
possivel pré-infeccéo. Os ECP
caracteristicos de BoHV-5 foram mais
frequentes nas amostras coletadas nos dias
5 e 12 pi, coincidindo com uma auséncia do
ECP  desconhecido, observado  nos
primeiros dias.

Até o presente momento ainda ndo foram
feitas tentativas de identificar o agente
responsavel pelos efeitos citopaticos no
material proveniente de suabes nasais dos
coelhos infectados com BoHV-5. A
identificagdo e caracterizagdo do mesmo
deverdo ser feitas 0 mais breve possivel e
serdo de fundamental importancia tanto
para uma interpretacdo mais precisa dos
nossos  resultados, quanto para O
aperfeicoamento do coelho como modelo
experimental.  Ressalta-se  ainda, a
importdncia da caracterizacdo  destes
agentes uma vez que ndo ha relatos desta
infeccdo no Brasil.



Figura 2.1: Efeito citopatico observado na titulagdo viral em células MDBK a partir do “pool” de suabes

nasais de coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5. Apds 96 horas de inoculagdo das amostras, as
células foram fixadas e coradas com cristal violeta. Estas foram fotografadas em microscopio Olympus 1X-70 (Jap&o),
Camera Optometrics DEI-470 (Londres — UK) e processador de imagem Image-Pro Plus v. 4.0 media cibernetics
(UK). (A) controle celular (100 X); (B) controle positivo Mutum — ECP (100 X); (C [100 X]; D [100 X]; E [100 X];
F [400 X]) “Pool” dos animais do 12° dia (no dia O pi) — ECP evidenciado por vacuolizagdo intensa e possivel
alteracdo em filamentos de actina, indicado pela inducéo do efeito de “redemoinho” em muitos focos de infec¢do na

monocamada celular.
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Figura 2.2: Efeito citopatico observado na titulagdo viral em células MDBK a partir do “pool” de suabes
nasais de coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5. (G [100 X]; H [100 X]; I [100 X]) “Pool” dos
animais do 12° dia (no dia 0 pi) — ECP evidenciado por vacuolizacdo intensa e possivel alteragdo em filamentos de

actina, indicado pela inducédo do efeito de “redemoinho” em muitos focos de infeccdo na monocamada celular; (J)
“Pool” dos animais do 12° dia (no dia 3 pi) — ECP de BoHV-5 [40 X]; (L [100 X]; M [100 X]) “Pool” dos animais
do 12° dia (no dia 5 pi) — ECP de BoHV-5.
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4.5 Titulacdo viral dos tecidos

O virus foi re-isolado em culturas celulares
de MDBK, a partir de fragmentos de cortex
cerebral, cerebelo, géanglio trigeminal e
medula cervical, como ja relatado na
literatura, e, a partir de fragmentos de
medula toracica e medula lombar, o que é
aqui relatado pioneiramente. Algumas das
amostras positivas eram oriundas de
animais do 5° dia e outras de animais 12°
dia. Neste caso também ndo foi possivel

calcular os titulos virais em cada fragmento
devido & mesma desuniformidade relatada
anteriormente para o “pool” dos suabes
nasais. Em alguns pogos, observou-se a
presenca de efeito toxico bastante
semelhante ao descrito na titulacdo dos
suabes. A tabela 14 detalha as areas, 0s
animais e as diluicbes em que foram
observados ECP em células MDBK
inoculadas com sobrenadante do macerado
de tecidos dos coelhos infectados com o
isolado Mutum de BoHV-5.

Tabela 14. Titulacdo viral dos tecidos macerados provenientes de coelhos infectados com o isolado

Mutum de BoHV-5, Belo Horizonte, 2008.

Numero e % de poc¢os com efeito citopatico nas diluicdes testadas

AMOSTRAS Animais do 5° dia Animais do 12° dia

107 10° 10 107 102 10°
Cortex 4 (50 %) 0 2 (25 %) 0 0 0
Cerebelo 1 (12,5 %) 0 0 1 (12,5 %) 0 0
Tronco encefalico 0 0 0 0 0 0
Ganglio trigémeo 1(12,5 %) 0 2 (25 %) 0 0 0
Medula cervical 2 (25 %) 0 0 0 0 0
Medula toréacica 0 0 0 0 2 (25 %) 0
Medula lombar 0 1(12,5 %) 0 0 0 0
Ganglio trig. C2* 0 NT NT NT NT NT
Medula lombar C2* NT NT NT 0 NT NT

NT - néo testado; * - foram aleatoriamente escolhidos dois fragmentos do animal controle 2 e testados na diluigio 10

Como observado acima, houve replicacdo
viral em fragmentos de cortex cerebral,
cerebelo, ganglio trigeminal, medula
cervical e medula lombar ja no 5° dia pi.
Apesar da ndo observacdo de ECP na
medula toracica neste tempo, é provavel
gue a mesma também estivesse positiva,
considerando-se que a secgdo seguinte, a
medula lombar, apresentou positividade.
Nos animais do 12° dia, o virus foi re-
isolado somente do cerebelo e da medula
toracica.

Baseando-se no fato de que a principal via
de acesso do BoHV-5 ao SNC seja a via
olfatéria e que a reproducdo experimental
da enfermidade por via intranasal, tanto em
coelhos quanto em bezerros seja bem
sucedida, o encéfalo tem sido a principal
regido escolhida para re-isolamento deste

virus. Em varios trabalhos utilizando-se
coelhos como modelo experimental, sdo
feitos mapeamentos ou tentativas de re-
isolamento viral apenas no encéfalo (Meyer
et al., 1996; Beltrdo et al., 2000; Caron et
al., 2002; Spilki et al., 2002), no encéfalo e
ganglio trigeminal (Chowdhury et al., 1997;
Mayer et al., 2006) ou encéfalo e medula
cervical (Silva et al., 1999a).

Devido a manifestacdo clinica apresentada
pelo bovino do qual o isolado Mutum de
BoHV-5 foi recuperado, e que caracterizou-
se inicialmente como sindrome medular,
hipotetizou-se a possibilidade de a medula
espinhal ser um material adequado para re-
isolamento de BoHV-5. Desta maneira,
fragmentos de varias por¢des da medula
foram  devidamente  coletados para
processamento viroldgico. A presenca de
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efeito citopatico em porces de medula
cervical, toracica e lombar é um achado
extremamente importante e ressalta a
necessidade de que estas areas sejam
consideradas em futuras experimentacfes
animais e possivelmente também, como
material para encaminhamento laboratorial
em suspeitas de casos naturais de
meningoencefalite por BoHV-5.

S7

Este achado pode ser o ponto de partida
para 0 entendimento da patogénese do
BoHV-5, especialmente no tocante aos
quadros clinicos que envolvem ndo somente
meningoencefalite ndo supurativa e quadros
respiratorios, mas também a eliminacao do
virus em sémen de animais infectados e
saudaveis (Gomes et al., 2003; Esteves et
al., 2003; Silva et al., 2007D).



Figura 3: Efeito citopatico observado na titulacdo viral em células MDBK a partir de diversos fragmentos de

tecidos de coelhos infectados com o isolado Mutum de BoHV-5. Apo6s 96 horas de inoculagdo das amostras, as
células foram fixadas e coradas com cristal violeta. Estas foram fotografadas em microscopio Olympus 1X-70 (Jap&o),
Camera Optometrics DEI-470 (Londres — UK) e processador de imagem Image-Pro Plus v. 4.0 media cibernetics
(UK). (A) controle celular (100 X); (B) controle positivo Mutum — ECP (100 X); (C) Efeito toxico caracterizado por
separacdo entre as células, retracdo e deformidade das mesmas, observado em material proveniente da medula lombar
dos animais do 5° dia (100 X); (D) cértex cerebral dos animais do 5° dia — ECP (100 X); (E) ganglio trigeminal dos
animais do 5° dia — ECP (100 X); (F) medula cervical dos animais do 5° dia— ECP (100 X).
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4.6 Achados de
histopatol6gicos

necropsia e

Ndo  foram  observadas  alteracdes
macroscopicas em nenhum dos animais
experimentais. O exame histoldgico revelou
gque o animal infectado 6 (12° dia)
apresentou areas de discreta meningite focal
com leve hiperemia e edema, acompanhado
de infiltracdo inflamat6ria mononuclear no
cortex cerebral. Nas demais é&reas do
sistema nervoso os tecidos apresentavam-se
sem alteracoes.

A recuperacdo de BoHV-1 de leucdcitos de
bovinos inoculados experimentalmente pela
via intranasal (McKercher et al., 1970) ou
intracerebral (Hall et al., 1966) e de rins de
bezerros inoculados via intranasal (Meyer
et al., 2001) demonstrou gque em alguns
casos 0s animais podem desenvolver uma
fase virémica, e que o virus poderia ter
acesso ao SNC por via hematdgena. Esta
possibilidade nos motivou a coletar
diversos fragmentos de o6rgdos além do
SNC. N&o foram evidenciadas lesdes
histolégicas em seccBes de coracdo,
pulmaes, rins, baco, figado e pancreas.

A auséncia de achados macroscopicos
(Chowdhury et al.,, 1997; Silva et al.,
1999a; Caron et al., 2002) ou presenga
apenas de alteragdes inespecificas (Meyer
et al., 1996), sdo predominantes em casos
de infecgdo experimental de coelhos com
BoHV-5. J& na experimentacdo com
bezerros, tanto pode haver auséncia de
lesGes (Vogel et al., 2003; Meyer et al.,
2001), como presenga de amolecimento do
parénquima cerebral, hemorragia focal nas
meninges e regido frontal do cérebro, além
de hemorragia extensiva na ponte e no lobo
parietal esquerdo (Perez et al., 2002).

Embora alguns autores, ao infectar coelhos
com amostras de BoHV-5, tenham
observado diversas alteracBes histolégicas
como meningoencefalite ndo-supurativa
difusa, com  degeneracdo  neuronal,

manguitos perivasculares e focos de gliose
(Meyer et al., 1996; Chowdhury et al.,
1997), estes achados ndo estdo presentes em
todos os casos. Silva et al (1999a) ao
analisarem histologicamente diversas areas
do SNC de 20 coelhos infectados
experimentalmente com BoHV-5, que
morreram ou foram eutanasiados apds
manifestacdo de sintomatologia
neuroldgica, observaram que 40% deles nao
tinha nenhuma alteracdo e que 55%
apresentavam apenas lesdes brandas, como
focos de meningite ndo-supurativa e gliose.
Os autores sugerem que esta diferenca pode
estar relacionada a uma massiva invasdo
viral e replicagdo no SNC, levando o0s
animais a morte antes que significante
resposta inflamatoria possa ter sido ativada.

A auséncia de lesdes nos animais do 5° dia
poderia ser de certa forma justificada pelo
fato de que os animais neste periodo nédo
tinham apresentado sintomatologia clinica
neuroldgica. A baixa intensidade das lesGes
observadas no SNC dos animais do 12° dia,
estd em consonancia com o0s sintomas
apresentados, que foram brandos e néo
levaram nenhum animal & morte durante o
periodo estudado. A amostra Mutum de
BoHV-5 utilizada neste trabalho, foi
inoculada experimentalmente pela primeira
vez, e desta maneira ainda sdo
desconhecidos os fatores que por ventura
sejam inerentes & mesma e que possam
influenciar nas caracteristicas clinico-
patol6gicas dos animais infectados. Até
mesmo amostras testadas, como o isolado
argentino A663, que ja tinha sido utilizado
com sucesso em infeccdo experimental em
bezerros e coelhos (Schudel et al., 1986;
Meyer et al., 1996), falhou em provocar
enfermidade quando inoculado novamente
em coelhos (Silva et al., 1999a). Esses
dados sugerem a existéncia de inimeros
fatores desconhecidos e possivelmente
ligados aos animais e aos isolados virais,
gue podem interferir nos resultados
esperados.
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Figura 4.1: Cortes histolégicos de sistema nervoso de coelhos experimentalmente infectados com a amostra

Mutum de BoHV-5. Ap6s processamento histoldgico as laminas foram coradas com H&E e fotografadas em
microscopio Olympus IX-70 (Japdo), Camera Optometrics DEI-470 (Londres — UK) e processador de imagem Image-
Pro Plus v. 4.0 media cibernetics (UK). (A [40 X]; B [100 X]; C [400 X]) — cortex cerebral do animal controle 1; (D
[40 X]; E [100 X]; F [400 X]) - cortex cerebral do animal infectado 6: area de discreta meningite focal, acompanhada

de infiltragdo inflamatdria mononuclear (setas).
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Figura 4.2: Cortes histoldgicos de sistema nervoso de coelhos experimentalmente infectados com a amostra
Mutum de BoHV-5. G — ganglio trigeminal do animal controle 1 (100 X); H - ganglio trigeminal do animal
infectado 4 (100 X); | — medula cervical do animal controle 1 (40 X); J - medula cervical do animal infectado 4 (40
X); L — medula sacral do animal controle 2 (100 X); M - medula sacral do animal infectado 4 (40 X).
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4.7 Reacdo de polimerase em Cadeia
(PCR)

O BoHV-5 foi detectado nos fragmentos de
medula cervical e toracica dos animais do
5° dia, além do cerebelo, tronco encefalico,
medula cervical e medula toracica dos
animais do 12° dia (Tabela 12). As
amostras de medula cervical (5° dia), tronco
encefalico (12° dia) e medula toracica
amplificaram em ambos o0s sistemas de

PCR utilizados. J& o cerebelo e medula
cervical dos animais do 12° dia, s6
amplificaram na PCR que gerou produto
interno de 222 pb. Todas as amostras de
suabes nasais foram negativas nos dois
sistemas utilizados, 0 que enfatiza a
diferenca observada no efeito citopético e a
discussdo de que 0 mesmo seria um virus
totalmente distinto do inoculado nos
animais.

Tabela 15. Fragmentos de tecidos dos coelhos inoculados experimentalmente com o isolado Mutum de
BoHV-5, onde detectou-se o virus utilizando-se dois sistemas de PCR, Belo Horizonte, 2008.

Amostras

Sistemas de PCR - regido génica parcial

codificadora da gG

Produto final de 515

Produto final de 222

pb pb
Medula cervical dos animais do 5° dia + +
Medula torécica dos animais do 5° dia + +
Cerebelo dos animais do 12° dia - +
Tronco encefalico dos animais do 12° dia + +
Medula cervical dos animais do 12° dia - +
Medula torécica dos animais do 12° dia + +

Na tabela 15, pode-se observar que as
amostras de cerebelo e medula cervical dos
animais do 12° dia, amplificaram somente
na PCR que gerou produto final de 222pb.
Segundo Forghani e Erdman (1995), um
produto  pequeno de  amplificacdo
secundaria na PCR nested gera uma maior
sensibilidade, por minimizar a amplificagéo
de sitios secundarios. lIsto justificaria a
positividade dos quatros fragmentos no
sistema de 515pb e a repeticdo dos mesmos
no de 222pb, sendo que este Gltimo ainda
possibilitou a deteccdo do virus em mais
dois fragmentos, por ser um sistema mais
sensivel.

A associacédo entre os resultados obtidos no
re-isolamento e PCR das amostras de
medula dos coelhos infectados, nos permite
fazer algumas consideracoes. Os

fragmentos de medula cervical dos animais
do 5° dia e medula torécica dos animais do
12° dia foram positivos em todos os testes,
indicando ndo s a presenca do virus nestas
areas, mas também uma replicagdo ativa. Ja
a amostra de medula cervical dos animais
do 12° dia, foi positiva somente na PCR
que gerou produto final de 222pb,
sugerindo que possivelmente havia uma
guantidade menor de virus nesta area, que
ndo foi capaz de produzir ECP. Outro fato
interessante foi a presenca de ECP em um
poco inoculado com a amostra de medula
lombar dos animais do 5° dia, porém a
negatividade do mesmo nos dois sistemas
de PCR. Interpretamos este achado como
uma possibilidade, de ter havido somente
um inicio de replicacdo viral neste local,
talvez com a sua evolucdo comprometida
pela eutanasia dos animais.
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Figura 5: PCR semi-nested de DNA extraido do sobrenadante dos macerados de tecidos e suabes nasais —
515pb. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio. Canaletas: 1 — cortex; 2 — cerebelo; 3 — tronco
encefélico; 4 — ganglio trigeminal; 5 — medula cervical; 6 — medula toracica; 7 — medula lombar (animais do grupo
A); 8 — padrdo de tamanho molecular de 250 pb Ladder (Invitrogen, Brasil); 9 — cértex; 10 — cerebelo; 11 — tronco
encefalico; 12 — ganglio trigeminal; 13 — medula cervical; 14 — medula toracica; 15 — medula lombar (animais do
grupo B); 16 — cdrtex animal controle dia 5 pi; 17 — cdrtex animal controle dia 12 pi; 18 - “Pool” suabe nasal dos
animais do grupo A no dia 0 pi; 19 - “Pool” suabe nasal dos animais do grupo A no dia 3 pi; 20 - “Pool” suabe nasal

dos animais do grupo A no dia 5 pi.

18 19 20

Figura 6: PCR nested com amostra de DNA extraido do sobrenadante dos macerados de tecidos e suabes
nasais - 222 pb. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio. Canaletas: 1 — cdrtex; 2 — cerebelo; 3 —
tronco encefalico; 4 — ganglio trigeminal; 5 — medula cervical; 6 — medula toracica; 7 — medula lombar (animais do
grupo A); 8 — padrdo de tamanho molecular de 250 pb Ladder (Invitrogen, Brasil); 9 — cortex; 10 — cerebelo; 11 —
tronco encefalico; 12 — ganglio trigeminal; 13 — medula cervical; 14 — medula toracica; 15 — medula lombar (animais
do grupo B); 16 — cértex animal controle dia 5 pi; 17 — cortex animal controle dia 12 pi; 18 - “Pool” suabe nasal dos
animais do grupo A no dia 0 pi; 19 - “Pool” suabe nasal dos animais do grupo A no dia 3 pi; 20 - “Pool” suabe nasal

dos animais do grupo A no dia 5 pi.
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Figura 7: PCR semi-nested de DNA extraido do sobrenadante dos suabes nasais - 515 pb. Gel de agarose 1,2
%, corado com brometo de etidio. Canaletas: 1 — “Pool” dos animais do grupo B no dia O pi; 2 — controle negativo;
3 — “Pool” dos animais grupo B no dia 3 pi; 4 — padréo de tamanho molecular de 250 pb Ladder (Invitrogen, Brasil);
5 — “Pool” dos animais grupo B no dia 5 pi; 6 — “Pool” dos animais grupo B no dia 12 pi; 7 — controle positivo
(amostra EVI-88 / BoHV-5).

Figura 8: PCR nested de DNA extraido do sobrenadante dos suabes nasais - 222 pb. Gel de agarose 1,2 %,
corado com brometo de etidio. Canaletas: 1 — “Pool” dos animais do grupo B no dia 0 pi; 2 — controle negativo; 3 —
“Pool” dos animais do grupo B no dia 3 pi; 4 — padrdo de tamanho molecular de 250 pb Ladder (Invitrogen, Brasil);
5 — “Pool” dos animais do grupo B no dia 5 pi; 6 — “controle positivo (amostra EVI-88 de BoHV-5); 7 — “Pool” dos

animais do grupo B no dia 12 pi.
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O re-isolamento da amostra Mutum de
BoHV-5 a partir da medula espinhal de
coelhos experimentalmente infectados, veio
comprovar nossa suspeita de que o virus
pudesse atingir a medula, considerando-se
principalmente os sintomas manifestados
pelo bovino infectado naturalmente, da qual
a mesma foi isolada. Questdes relacionadas
a patogenia dos BoHV-5 ainda ndo estdo
completamente esclarecidas, embora seja
aceito que o principal acesso do virus ao
SNC seja pelas fibras nervosas distribuidas
na mucosa nasal (Mckercher et al., 1970)
através  de  transporte intra-axonal
retrogrado em células nervosas locais
(Engels e Ackermann, 1996),
principalmente do bulbo olfatério e nervo
trigémeo (Beltréo et al., 2000; Meyer et al.,
2001; Caron et al., 2002), a identificacdo
do virus em amostras de sémen (Gomes et
al., 2003; Esteves et al., 2003; Silva et al.,
2007) e outros locais como trato
respiratorio, figado, medula 6ssea (Schudel
et al., 1986), tonsilas, linfonodos bronquiais
(Belknap et al., 1994) e rins (Meyer et al.,
2001), sugerem que outras vias sejam
utilizadas.

Em experimento conduzido no Laboratorio
de Biologia de Microrganismos
Intracelulares do ICB — UFMG, Alves et al.
(2007) demonstraram que cinco amostras
de BoHV-5, isoladas de sémen ou do SNC
de animais com sintomatologia neurolégica,
foram capazes de infectar macrofagos
murinos (C57BL6) e que possivelmente,
estes possam desempenhar um papel na
disseminagdo do virus no hospedeiro.
Dentre as amostras trabalhadas, uma foi a
Mutum, utilizada para inocular os coelhos.
A amostra Mutum foi a que induziu menor
efeito citopdtico nos macrofagos, e,
apresentou teste de viabilidade mais
comparavel ao controle, embora a detecgdo
do genoma tenha sido feito por PCR,
atestando a infeccdo dos macrofagos. Os
experimentos  foram  conduzidos em
quadruplicata e totalmente independentes,
tendo apresentado sempre 0S MesMOS

resultados. Existe a possibilidade deste
virus produzir alguma molécula que
subverta o sistema de apoptose e facilite a
utilizacdo dos macréfagos como célula
disseminadora para atingir outros sitios.

Até 0 momento, desconhece-se a existéncia
de trabalhos previamente realizados que
tenham re-isolado e detectado virus atraves
de PCR em fragmentos de medula cervical
e tordcica, em animais natural ou
experimentalmente infectados com BoHV-
5. Questiona-se se isto seria decorrente do
isolado Mutum ou do fato de que em razéo
do desconhecimento da importancia da
medula espinhal como material adequado
para diagnostico virolégico, 0 mesmo
estaria sendo de certa forma negligenciado
nas pesquisas e  diagnostico  de
meningoencefalite por BoHV-5. Dentre 0s
principais trabalhos de infecgéo
experimental em coelhos com BoHV-5,
somente Silva et al. (1999a) tentaram re-
isolar virus em segmento de medula
cervical, com a obten¢&o de baixos titulos.

O cortex cerebral é o principal local onde é
tentado o re-isolamento de BoHV-5 em
animais infectados (Meyer et al., 1996;
Chowdhury et al., 1997; Silva et al., 1999z;
Beltrdo et al., 2000) e muitas vezes é feito
um mapeamento das areas do encéfalo que
apresentam maiores titulos virais. O ganglio
trigeminal também é uma regido bastante
pesquisada (Chowdhury et al., 1997; Mayer
et al., 2006) em razdo de ser considerada
importante na laténcia e acesso do virus ao
SNC. Néo foi detectado por PCR BoHV-5
em nenhum destes dois fragmentos, embora
0 re-isolamento viral em células MDBK
tenha sido positivo. Com relacdo ao cortex,
os fragmentos foram coletados de forma
aleatéria e ndo privilegiaram uma érea
especifica, podendo este fato, contribuir
para a negatividade das amostras. A
auséncia de deteccdo viral no ganglio
trigeminal indica que possivelmente a
infeccdo via neurdnios bipolares do sistema
olfatério, que projetam-se ao bulbo
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olfatério, foi mais importante que a via
trigeminal. Resultados obtidos por Beltrdo
et al. (2000) e Diel et al. (2005) revelaram
que a via olfatdria é mais eficiente e mais
rapida na infeccdo experimental de coelhos
com BoHV-5.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos reafirmaram a
condicdlo do coelho como modelo
experimental adequado para infec¢cdo como
BoHV-5 através da inoculagdo intranasal,
porém realca a necessidade da realizacdo de
testes de triagem nos animais que serdo
utilizados no experimento, tendo em vista o
achado descrito neste trabalho, de uma
possivel infec¢do prévia com outro virus.

O isolado Mutum foi capaz de reproduzir
doenca neuroldgica em coelhos,
manifestada por um quadro clinico brando,
com episodios de excitacdo e depressao,
convulsbes e diminuicdo na movimentacao
dos membros posteriores, sinal este ndo
observado anteriormente. As alteragdes
histolégicas foram discretas na maioria dos
animais infectados.

O virus foi re-isolado ja no 5° dia pi em
fragmentos de cortex cerebral, cerebelo,
ganglio trigeminal, medula cervical e
medula lombar. Os sistemas de PCR
utilizados detectaram DNA viral na medula
cervical e tordcica dos animais em ambos
0s tempos de eutanasia, além do cerebelo e
tronco dos coelhos no 12° dia pos-
inoculacéo.

A deteccdo por PCR do isolado Mutum de
BoHV-5 em fragmentos de medula cervical
e toracica, e o re-isolamento viral a partir de
fragmentos de medula cervical, torécica e
lombar, sugere que o isolado estudado
apresenta um neurotropismo distinto do
previamente descrito para o virus.
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O isolado Mutum de BoHV-5 infecta a
medula de coelhos e provoca sinais clinicos
relacionados a sindrome medular. A medula
espinhal é um material adequado para
diagnéstico laboratorial de
meningoencefalite por BoHV-5.

Estudos posteriores com o isolado Mutum
na espécie bovina, deverdo ser realizados
no intuito de confirmar alguns dos
resultados obtidos neste trabalho, bem
como esclarecer algo mais sobre esta ainda
intrigante patogénese do BoHV-5.
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