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Reativacao e distribuicao do DNA latente do herpesvirus bovino
tipo 5 no encéfalo de ovinos infectados experimentalmente!
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ABSTRACT.- Cadore G.C., Anziliero D., Weiblen R. & Flores E.F. 2011. [Reactivation and
distribution of bovine herpesvirus 5 DNA in the brain of latently infected sheep.] Re-
ativacdo e distribuicdo do DNA latente do herpesvirus bovino tipo 5 no encéfalo de ovinos
infectados experimentalmente. Pesquisa Veterindria Brasileira 31(12):1090-1096. Departa-
mento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria, Camobi,
Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com

The biology of latent infection by bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) has been studied
in cattle and rabbits, yet many aspects remain poorly understood. We herein investigated
the suitability of lambs to investigate aspects of BoHV-5 latency. Thirteen six-month-old
lambs inoculated intranasally (IN) with BoHV-5 strain SV-507/99 (titer of 10%® TCID, /
mL) shed the virus in nasal secretions in titers up 10>* TCID, /mL, during up to 11 days,
developing virus neutralizing (VN) titers of 16 to 128 at day 30 post-inoculation (pi). The
inoculated animals developed only a mild serous nasal secretion and transient hyperther-
mia. Examination of brain sections of five lambs euthanized at day 30 pi by PCR revealed
the presence of latent DNA in the trigeminal ganglia (TG, 5 out of five), olfactory bulbs (OB,
5/5), pons (2/5), cerebellum (2/5) and cerebral cortex (1/5). Administration of dexame-
thasone (Dx, n=4) or flumethasone (FluM, n=4) to eight latently infected lambs at day 65
pi resulted in virus reactivation and shedding by 3 out of 4 individuals in each group. Virus
shedding in nasal secretions started at day 3 post-treatment and lasted up to five days (1-5)
in Dx treated lambs (titers up to 10**TCID, /mL), was delayed and lasted up to three days
(1-3) in FluM-treated lambs (titers up to 10*' TCID, /mL). PCR examination of the brains
of animals submitted to reactivation, at day 30 post-treatment, showed a pattern of distri-
bution of latent viral DNA fairly similar to that found in those not submitted to reactivation.
In summary, the ability of BoHV-5 to establish latent infection, the consistent colonization
of TGs and OBs by latent viral DNA and virus reactivation induced by corticosteroid treat-
ment are promising findings towards the use of lambs to study selected aspects of BoHV-5
latency.

INDEX TERMS: BoHV-5, latency, lambs, animal model, corticoids.

RESUMO.- A biologia da infecgdo latente pelo herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) tem sido estudada em bovinos e
coelhos, mas varios aspectos permanecem desconhecidos.
Este artigo relata uma avalia¢do de ovinos jovens como mo-
delo para o estudo da infecgdo latente pelo BoHV-5. Treze
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cordeiros com idade entre seis e sete meses, inoculados
pela via intranasal (IN) com a cepa SV-507/99 do BoHV-
5 (titulo de 10%® DICC, /mL) excretaram o virus em secre-
¢des nasais em titulos de até 10>° DICC, /mL, com duragdo
de até 11 dias, desenvolvendo anticorpos neutralizantes
em titulos de 16 a 128 no dia 30 pds-inoculagdo (pi). Os ovi-
nos inoculados apresentaram apenas secre¢do nasal serosa
leve e hipertermia transitéria. O PCR de sec¢des do encéfa-
lo de cinco animais inoculados no dia 30 pi revelou a pre-
senca de DNA viral latente nos ganglios trigémeos (TG, 5 de
5 animais), bulbo olfatério (BO, 5/5), ponte (2/5), cerebelo
(2/5), cortex cerebral (1/5). Administracdo de dexameta-
sona (Dx, n=4) ou flumetasona (FluM, n=4) a oito ovinos no
dia 65 pi resultou em reativagio e excrecio viral por 3 de 4
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animais de cada grupo. A excrecdo viral nas secre¢des na-
sais iniciou no dia 3 pds-tratamento e durou entre 1 e 5 dias
nos ovinos tratados com Dx (titulos até 10>*TCID, /mL) e
foi mais tardia, durando entre 1 e 3 dias nos animais tra-
tados com FluM (titulos de 10> TCID, /mL). Uma analise
por PCR do encéfalo dos animais submetidos a reativacio,
no dia 65 pos-infecgdo, revelou uma distribuicdo do DNA
latente semelhante aquela observada nos animais nio sub-
metidos a reativacdo. Em resumo, a capacidade do BoHV-5
estabelecer infec¢io latente, a colonizacdo dos TGs a BOs
com DNA viral latente e a reativagio induzida por corticoi-
des sdo achados promissores para o uso de cordeiros como
modelo para a infecgio latente pelo BoHV-5.

TERMOS DE INDEXACAO.- BoHV-5, laténcia, cordeiros, modelo
animal, corticoides.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é um alfaherpesvirus
neurovirulento, frequentemente associado com doenga neu-
rolégica em bovinos jovens (Studdert 1990, Rissi et al. 2007).
Casos esporadicos ou pequenos surtos da infecgio pelo BoHV-
5 ja foram relatados em varios paises, mas a doenga é parti-
cularmente frequente na Argentina e no Brasil, onde varios
surtos tem sido relatados a cada ano (Carrillo et al. 1983,
Riet-Correa et al. 1989, Weiblen et al. 1989, Salvador et al.
1998, Rissi et al. 2007). Nestes paises, a doenga neurologica
pelo BoHV-5 possui grande repercussdo sanitaria e econo-
mica, muitas vezes confundindo-se com a raiva, a causa mais
comum de encefalite em bovinos nas Américas (Barros et al.
2006). 0 BoHV-5 é genética e antigenicamente relacionado ao
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente da rinotraqueite
infecciosa (IBR), balanopostite e vulvovaginite pustular bovi-
na (IPB/IPV) (Kahrs 2001). Assim como outros alfaherpesvi-
rus, o BoHV-5 é capaz de estabelecer e reativar infec¢ao laten-
te em seus hospedeiros (Vogel et al. 2003).

Ap6s replicacdo na mucosa nasal, o BoHV-5 invade as
terminacdes nervosas locais e é transportado por fibras
nervosas até o sistema nervoso central (SNC), onde replica
ativamente e dissemina-se produzindo meningo-encefalite
aguda de curso geralmente fatal (Bagust & Clark 1972, Be-
lknap et al. 1994). Em alguns animais, a invasdo do encéfalo
é restrita e o virus estabelece infec¢do latente nos ganglios
trigémeos (TG) e em outros sitios do SNC (Perez etal. 2002,
Vogel et al. 2003). A infecgdo latente pode ser reativada na-
turalmente ou pode ser induzida pela administracao de
corticoides (Perez et al. 2002, Vogel et al. 2003). A patoge-
nia da infec¢do neurolégica pelo BoHV-5 tem sido estudada
nos hospedeiros naturais (Belknap et al. 1994, Meyer et al.
2001, Perez etal. 2002, Vogel et al. 2003) e em modelos ani-
mais. Em particular, coelhos tem sido muito utilizados para
estudar varios aspectos da neuropatogenia do BoHV-5, pois
desenvolvem a infec¢do e doenca neurolégica similar aque-
la de bovinos (Meyer et al. 1996, Chowdhury et al. 1997, Sil-
va et al. 19994, Caron et al. 2002). Infec¢des experimentais
com o BoHV-5 também foram realizadas com sucesso em
caprinos (Diel et al. 2007) e em ovinos (Beldk et al. 1999,
Silva et al. 1999D).

Ovinos inoculados pela via intranasal excretam o virus

em titulos variaveis e podem, eventualmente, desenvolver
doenca neuroldgica (Beladk et al. 1999, Silva et al. 1999b).
Apés a infeccdo aguda, o virus estabelece infecgdo laten-
te, podendo ser reativado e transmitido a sentinelas apos
a administracdo de corticoides (Silva et al. 1999b). Essas
inoculagdes experimentais foram motivadas por uma pos-
sivel participagdo de ovinos na epidemiologia do BoHV-5,
devido a relatos de sorologia positiva ao virus em rebanhos
ovinos (Lindner et al. 1993). Essa hip6tese, no entanto, mos-
trou-se improvavel e, por isso, tem sido pouco considerada
ao longo dos anos (Ackermann & Engels 2006). Nao obs-
tante a improvavel importancia epidemiolégica, a suscepti-
bilidade de ovinos ao BoHV-5 pode ser explorada para es-
tudar aspectos pouco conhecidos da infecgao, sobretudo da
infeccdo latente. Assim, o presente trabalho teve como ob-
jetivo caracterizar a infec¢do latente pela cepa SV-507/99
do BoHV-5 em ovinos jovens, com vistas a utilizacdo desses
animais como modelo experimental.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Treze cordeiros foram inoculados pela via intranasal (IN) com
o BoHV-5 (cepa SV-507/99), e dois cordeiros foram inoculados
com meio essencial minimo (MEM). Os animais foram submetidos
a monitoramento clinico, viroldégico e soroldgico nos dias seguin-
tes a inoculagdo. No dia 30 pés-inoculacdo (pi), cinco cordeiros
inoculados e um controle foram eutanasiados para a coleta do
encéfalo. Varias secgdes do encéfalo foram coletadas individual-
mente e submetidas a reagio da polimerase em cadeia (PCR) para
a pesquisa de DNA viral latente. Os cordeiros restantes foram sub-
metidos a tratamento com corticoides no dia 65 pi, e monitorados
nos dias seguintes ao tratamento. Trinta dias ap0s, esses animais
foram eutanasiados para a coleta do encéfalo para pesquisa de
DNA viral por PCR.

Células e virus

Para a multiplicacdo, quantificacdo, isolamento viral e testes
de soro-neutralizacdo (SN) foram utilizadas células de linhagem
de rim bovino CRIB (Flores & Donis 1995), cultivadas em meio
essencial minimo (MEM), contendo penicilina (1,6mg/L), es-
treptomicina (0,4mg/L), suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB - Cultilab, Campinas, Brasil). O virus utilizado para a
inoculagdo foi a cepa SV-507/99, isolada de um surto de meningo-
encefalite no sul do Brasil (Delhon et al. 2003). O indculo consistiu
de 2mL de suspensao viral contendo 10%% DICC, /mL.

Animais, inoculagio de virus e monitoramento

Foram utilizados 15 cordeiros da raca Ideal, de ambos os se-
x0s, com idade entre 6 e 7 meses. Treze animais foram inocula-
dos com 2mL da suspensdo viral IN (1 mL em cada narina). Dois
animais foram mantidos como controles e foram inoculados com
MEM. Apds inoculagdo, os animais foram avaliados clinicamen-
te (coloracdo e secre¢do na mucosa nasal, sinais respiratorios e
sistémicos). Suabes nasais foram coletados diariamente durante
15 dias e amostras de sangue para sorologia foram coletadas nos
dias zero (dia da inoculagdo), 15, 30, 65 (dia do inicio da admi-
nistragdo de corticoides) e 80 dias pi. Também foram coletados
suabes nasais a intervalos semanais até o dia da administracdo
de corticoides.

Os suabes foram submetidos a pesquisa de virus, em mono-
camadas de células CRIB, sendo submetidos a trés passagens de
cinco dias cada. As amostras que foram positivas para virus foram
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posteriormente quantificadas pela técnica de diluicdo limitante, e
os titulos foram calculados de acordo com Reed & Muench (1938)
e expressos como Log,  doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares por mL (DICC, /mL). As amostras de soro foram subme-
tidas a técnica de soroneutralizacdo (SN) em microplacas para a
pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o virus homoélogo,
conforme descrito por Vogel et al. (2003).

Trinta dias apds a inoculagdo (pi), cinco animais inoculados e
um controle foram submetidos a eutanasia para a coleta do encéfa-
lo para pesquisa de DNA latente. Foram coletadas individualmen-
te as seguintes secgdes: ganglios trigémeos (TG), bulbo olfatério
(BO), tdlamo (TA), ponte (PO), cerebelo (CB) e coértex cerebral
(CC), este sendo um pool dos cdrtices anterior/parietal/ocipital.

Reativacio da infeccao

No dia 65 pi, os animais restantes (n=8) foram alocados em
dois grupos de quatro animais cada e submetidos a administra-
¢do de corticoides, na tentativa de reativar a infec¢ao latente.
Ambos os grupos receberam cinco administragdes, em dias con-
secutivos, do respectivo firmaco, pela via intramuscular. O grupo
I (Cordeiros 1, 6, 8, 12) recebeu acetato de dexametasona (Deca-
dronal®, Aché) na dose de 0,2 mg/kg/dia. O grupo II (Cordeiros
2, 4,5 e 11) recebeu Flumetasona (Flucortan®, Fort Dodge) na
dose de 0,15mg/kg/dia. O animal controle recebeu o tratamento
com Dx. Durante 15 dias consecutivos apds o tratamento, sua-
bes nasais foram coletados para a pesquisa de virus. Sangue foi
coletado para sorologia no dia 15 apds a administragio de corti-
coides.

Trinta dias apds o inicio do tratamento com corticéides, cinco
dos cordeiros inoculados que receberam o tratamento com cor-
ticoides foram submetidos a eutanasia para a coleta do encéfalo
para pesquisa de DNA latente, como ja descrito na infec¢do aguda.
Trés animais inoculados morreram de causas ndo relacionadas e
ndo foram incluidos na fase final do experimento.

Extracdo de DNA e nested PCR

O DNA total dos tecidos foi extraido de aproximadamente
150mg de cada amostra tecidual. Os fragmentos de tecido foram
submetidos a digestdo com proteinase K (20mg/mL) e RNAse A
(10mg/mL) em tampdo de digestdo (0,01M Tris; 0,001M EDTA;
0,1M NaCl; 1% SDS; pH 7,4) e submetidos a extracdo de DNA total
com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) de acordo com
Vogel et al. (2003). Apos a extracdo, a concentracdo de DNA em
cada amostra foi mensurada através de absorbancia por luz ultra-
violeta a 260nm.

O DNA total extraido das amostras teciduais foi submetido a
uma reacgio de nested PCR conforme Diel et al. (2007), utilizando-
-se iniciadores para a regido codificante do gene da glicoproteina
B: posices 57,338 e 57,782 (iniciadores externos 1 e 2) e 57,143
e 57,416 (iniciadores internos 3 e 4). As condi¢des utilizadas para
realizacdo do PCR foram: denaturagdo inicial (94°C por 10 min),
seguidos por 35 ciclos de denaturagido (94°C por 45 segundos),
anelamento (56°C por 45 segundos) e extensdo (72°C por 45 se-
gundos); com uma extensdo final (72°C por 10 minutos). Como
controles positivos e negativos foram utilizadas sec¢des do encé-
falo de bezerros inoculados com o BoHV-5 e que foram positivas
para virus no isolamento em cultivo celular, e encéfalo de um ani-
mal ndo inoculado, respectivamente.

As seccoes do encéfalo que foram positivas para DNA viral por
PCR foram posteriormente submetidas a tentativas de isolamento
viral. Para isso, homogenados teciduais (10% peso/volume) fo-
ram inoculados em células CRIB e submetidos a trés passagens
de 5 dias cada.

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFSM (Proc.#23081-013798).

RESULTADOS

Durante a infeccdo aguda, todos os cordeiros inoculados
com o BoHV-5 excretaram o virus nas secre¢des nasais,
com duracgio e titulos variaveis (Quadro 1). Em dois cor-
deiros, a excregdo viral foi detectada até o dia 11 pi, porém
a maioria cessou a excre¢do nos dias 6 e 7 pi. Em alguns
animais a excrecao foi detectada de forma intermitente. O
pico de excregdo viral ocorreu entre os dias 2 e 3 pi, com
titulos médios de 10** DICC, /mL e 10** DICC, /mL res-
pectivamente, e titulo maximo 10%° DICC, /mL no dia 2 pi.
Nao foi detectada infectividade nas secre¢des nasais cole-
tadas apds o dia 12 pi, caracterizando o final da infecgio
aguda. Alguns animais inoculados apresentaram um dis-
creto corrimento nasal seroso, leve hiperemia da mucosa
nasal e hipertermia transitéria, com duragdo de 1 a 4 dias,
atingindo 42°C. Todos os animais desenvolveram anticor-
pos contra ao BoHV-5 ap6s a infec¢do aguda, apresentando
titulos neutralizantes entre 16 a 128 no dia 30 pi (Quadro
1). Esses resultados demonstram que o BoHV-5 SV-507/99
replicou com eficiéncia na cavidade nasal dos ovinos, sendo
excretado em titulos moderados por varios dias. Os titulos

Quadro 1. Excrecio viral em secrec¢des nasais durante infec¢io aguda em cordeiros inoculados com herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) e titulo de anticorpos (Ac) neutralizantes aos 30 dias pds-inoculagio viral (dpi)

Animal Excrecdo viral dpi Titulo Ac
neutralizantes
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12-15 (30dpi)
1 3,02 51 21 3,8 1,9 3,8 - - - - - 64
2 3,3 4,0 2,5 2,0 +¢ 2,7 - - - - 64
3 4,7 5,5 37 2,8 4,9 39 - - - + - 64
4 2,3 51 2,5 2,1 31 1,9 - - - - - 128
5 3,0 3,8 2,3 1,9 2,7 2,0 1,9 - - - - - 32
6 4,0 4,0 3,3 2,7 4,7 3,7 19 - - - - - 32
7 3,7 4,0 4,1 33 2,9 2,9 1,9 + + - - - 16
8 33 3,7 4,0 2,1 2,8 2,9 + - - - 64
11 4,8 4,0 + + 2,1 2,1 2,0 + - + - 16
12 2,5 4,3 4,9 3,3 3,9 - - - - - - 32
13 3,8 4,5 3,0 1,9 33 1,9 - - - - - 64
14 2,1 2,7 + 2,1 31 1,9 - - - - - 32
15 2,9 3,9 3,1 2,3 1,9 - - - - - - 32

*Titulo viral expresso 10*DICC,,/mL;"- Negativo para virus; ° + Positivo para virus.
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de anticorpos neutralizantes desenvolvidos também de-
monstram a replicagdo viral eficiente. Os animais nao de-
senvolveram sinais clinicos importantes, contrastando com
a doenca neuroldgica frequentemente desenvolvida por be-
zerros e coelhos inoculados com a cepa SV-507/99 (Vogel
et al. 2003, Flores et al. 2009). Os dois cordeiros mantidos
como controles permaneceram saudaveis durante o moni-
toramento, ndo excretaram virus e permaneceram sorone-
gativos. Os suabes nasais coletados a intervalos semanais
até o dia da administragdo de corticoides foram negativos
para virus.

A distribuicdo do DNA latente do BoHV-5 no encéfalo
dos cordeiros submetidos a eutanasia no dia 30 pi esta
apresentada no Quadro 2. O DNA viral foi detectado por
PCR nos ganglio trigémeos (5/5) e nos bulbos olfatérios
(5/5) de todos os animais avaliados. Também foi detectado,
embora com menor frequéncia, na ponte (2/5), cerebelo
(2/5) e cortex cerebral (1/5). Todas as sec¢des do encéfa-
lo do animal controle foram negativas para DNA viral por
PCR. Tentativas de isolamento de virus das sec¢des positi-
vas no PCR foram negativas, indicando a presenca de DNA
sem replicagdo viral, o que caracteriza a infec¢do latente.
Esses resultados demonstram que o BoHV-5 estabelece in-
feccdo latente no TG, BO e também em outros sitios do SNC
de ovinos infectados experimentalmente.

A administracdo de corticoides (Dx ou FluM) a partir do
dia 65 pi em oito animais inoculados com o BoHV-5 resul-
tou na reativacdo viral em seis animais (75%). Os dois far-
macos resultaram em frequéncia igual de reativagao (3 de 4
animais em cada grupo), porém os animais tratados com Dx
apresentaram um periodo de excre¢do mais longo (Quadro
3). Em quatro animais, a excre¢io viral iniciou no dia 3 pos-
-tratamento (pt), com dois deles (grupo FluM) apresentando
uma excre¢do mais tardia. Nos animais tratados com Dx, a
média de excrecdo foi de 3,7 dias (1-5), e o titulo maximo foi
de 10**DICC, /mL. Nos animais tratados com FluM, a média
de excregdo foi de 2 dias, com titulo maximo de 10*' DICC , /
mL. Além da excrecio viral, dois animais do grupo Dx apre-
sentaram um aumento (4x) no titulo de anticorpos neutra-
lizantes. Os animais do grupo FluM, mesmo aqueles que ex-
cretaram o virus, ndo apresentaram aumento igual ou maior
que 4x nos titulos. Nao foram observadas alteragdes clinicas
apos a administragio de corticoides. O animal controle ndo
excretou virus e permaneceu soronegativo apos o tratamen-

Quadro 2. Deteccao de DNA viral por PCR durante infec¢ao
latente (30 dias apds a inoculacio) em sec¢oes do encéfalo
de ovinos infectados experimentalmente com o herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5)

Animal Secgio tecidual

Quadro 3. Excregio viral em secre¢oes nasais apos
administracio de corticoides (dpt) e titulo de anticorpos
(Ac) neutralizantes apds tratamento com dexametasona

(Dx) ou flumetasona (FluM) em ovinos inoculados com
herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)

& Animal Excregdo viral dpt Titulo Ac Titulo Ac
S neutralizantes neutralizantes
£ 0-2 3 4 5 6 7 8 0 dpt 15 dpt
S

1 2210 27 28 1,9 4+ - 4 16

6 - 20 19 19 - + - 4 16
X
a

8 - - N 8 2

12 - 21 - - - - - 8 16

2 - - - - - 21+ 8 8
= 4 - - - -+ 20 + 32 64
= 5 - 21 - - - - - 8 8

11 - - - - - - 8 4

- Negativo para virus; * Titulo viral expresso em 10*DICC,,/mL; ¢ + Positivo para
virus.

to com Dx. Esses resultados demonstram que o tratamento
com corticoides foi capaz de reativar a infeccdo latente em
75% dos animais inoculados com o BoHV-5 SV-507/99. Em-
bora o nimero pequeno de animais por grupo nio permita
grandes inferéncias, a Dx aparentemente foi mais efetiva em
induzir reativacio, resultando em excre¢do durante um peri-
odo mais longo e em titulos maiores.

Cinco dos cordeiros que receberam tratamento para re-
ativar a infeccdo foram posteriormente submetidos a euta-
nasia, no dia 30 pds-tratamento, para a pesquisa de DNA
viral no encéfalo. A distribui¢io do DNA latente do BoHV-5
no encéfalo desses animais esta apresentada no Quadro 4.
O DNA viral foi detectado no bulbo olfatdério e também no
cerebelo em 4 de 5 cordeiros avaliados, no ganglio trigé-
meo (3/5) e na ponte (2/5). No pool do cortex cerebral e
no talamo nao foi detectado DNA viral em nenhum dos ani-
mais. Tentativas de isolamento viral das sec¢des positivas
no PCR resultaram negativas.

DISCUSSAQ

Dois estudos anteriores investigaram a susceptibilidade de
ovinos a infec¢do pelo BoHV-5, com énfase a uma possivel
participagdo dessa espécie na epidemiologia da infecgio.

Quadro 4 . Deteccdo de DNA viral por PCR durante infec¢ao
latente (30 dias apds a reativacio) em diferentes seccoes
do encéfalo de ovinos infectados experimentalmente com o
herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)

Animal Secgdo tecidual
BO CC TA PO CB TG BO (o TA PO CB TG
3 +2 + -b - + + 1 +2 -b - + -
7 + - - + + + 2 + - - + + +
13 + - - - - + 4 + - - - + +
14 + - - + - + 5 - - - - + +
15 + - - - + 6 + - - + - -

BO = bulbo olfatério; CC = cdrtex cerebral; TA = tdlamo; PO = ponte; CB =
cerebelo; TG = ginglio trigémeo. * + Positivo para DNA viral; "~ Negativo
para DNA viral.

BO = bulbo olfatério; CC = cértex cerebral; TA = talamo; PO = ponte; CB =
cerebelo; TG = ginglio trigémeo. * + Positivo para DNA viral; - Negativo
para DNA viral.
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Foi demonstrado que cordeiros sdo susceptiveis a infec¢do
pela cepa de referéncia N569. Dois entre quatro cordeiros
inoculados pela via nasal desenvolveram doenca neuro-
logica aguda, que foi descrita em seus aspectos clinicos e
patologicos (Belak et al. 1999). Outro estudo envolveu a
inoculagdo de dois isolados sul-americanos do BoHV-5
(EVI-88 e A663) em cordeiros, em que os animais inocula-
dos excretaram o virus por varios dias e um deles desenvol-
veu doenga neurolégica com caracteristicas clinicas e pa-
toldgicas semelhantes aquelas desenvolvidas por bovinos.
Neste mesmo estudo foi possivel demonstrar a reativacio
experimental da infec¢do e a transmissao do virus a ani-
mais sentinela, refor¢cando a hipétese epidemioldgica (Silva
etal. 1999Db). No entanto, a hipotese da participacdo de ovi-
nos na transmissao do BoHV-5 na natureza ndo acumulou
evidéncias e tem sido pouco considerada a partir de entio.
Da mesma forma, a susceptibilidade de ovinos ao BoHV-5
ndo foi posteriormente explorada. Assim, o presente traba-
lho foi realizado para estudar a susceptibilidade dessa es-
pécie, avaliando sua adequagdo como modelo experimental
para o BoHV-5, sobretudo para estudos da infecgao latente.

Além dos ovinos possuirem algumas propriedades de-
sejaveis em um modelo animal, a presente investigacdo
justifica-se por varios aspectos; (i) a cepa SV-507/99 cons-
titui-se na cepa mais estudada e melhor caracterizada de
BoHV-5, tanto em nivel molecular quanto biolégico. Duran-
te anos, esta cepa foi submetida a diversos estudos de pato-
genia em bovinos (Vogel et al. 2002, 2003), coelhos (Silva et
al. 19994, Beltrao et al. 2000, Caron et al. 2002, Mayer et al.
2006, Dezengrini et al. 2009) e caprinos (Diel et al. 2007).
0 SV-507/99 foi submetido ao sequenciamento completo
do genoma, sendo a primeira cepa de herpesvirus bovino
a ter a sua sequéncia gendmica inteiramente determinada
(Delhon et al. 2003). Apesar de sua extensiva caracteriza-
¢do, a cepa SV-507/99 ainda ndo havia sido inoculada em
ovinos, desconhecendo-se a sua biologia e o seu potencial
neurovirulento nessa espécie; (ii) a cepa SV-507/99 tem
sido alvo de manipulagio genética para a producio de mu-
tantes defectivos em genes especificos, como a glicoprote-
ina E (gE) e enzima timidina quinase (TK), e ambos gE/TK
(Brum et al. 2010). O fendtipo desses recombinantes tem
sido estudado em coelhos (Silva et al. 2010) e em bezer-
ros (Santos et al. 2010). Os recombinantes defectivos na
gE, TK e ambos gE/TK também tem sido avaliados como
candidatos a cepas vacinais (Anziliero et al. 2011). Assim,
um modelo animal teria uma grande utilidade para estu-
dos de fenétipos de recombinantes do BoHV-5 defectivos
em genes especificos; (iii) a maior proximidade filogenéti-
ca entre ovinos e bovinos, hospedeiros naturais do BoHV-5.
Essa proximidade certamente representa uma vantagem
em relacdo aos coelhos - outra espécie utilizada como mo-
delo para o BoHV-5, pois teoricamente produz achados
mais similares e extrapolaveis aos observados em bovinos;
(iv) a maior resisténcia dos ovinos a infecgdo neurolégica
aguda, o que resulta em taxas de sobrevivéncia compativeis
com estudos da infec¢do latente. Os coelhos sdo muito sus-
ceptiveis a infec¢do neuroldgica aguda pelo SV-507/99 e,
mesmo quando inoculados com doses virais baixas, grande
parcela dos animais sucumbe a infeccdo aguda (Mayer et
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al. 2006, Flores et al. 2009). Isso reduz muito o nimero de
animais que sobrevivem para estudos da infec¢do latente.
Assim, é necessario um nimero grande de animais e/ou
doses de virus progressivamente mais baixas, o que pode
comprometer a qualidade dos achados. Mesmo os bovinos
jovens sdo mais susceptiveis e sucumbem a infec¢do aguda
com maior frequéncia do que os ovinos (Vogel et al. 2003).
Dessa forma, ovinos jovens foram inoculados com a cepa
SV-507/99 e monitorou-se a infec¢do aguda, a capacidade
de reativacdo da infecg¢do latente sob diferentes tratamen-
tos e, finalmente, a distribuicdo do DNA viral latente no en-
céfalo pré e pds-reativacao.

Durante a infeccdo aguda, a excre¢do viral nas secre-
¢Oes nasais estendeu-se até o dia 11 pi em dois animais,
cessando entre os dias 6 e 7 pi na maioria deles. Os titulos
de virus nas secregdes nasais atingiram 10°*TCID, /mL.
No estudo de Belak et al. (1999), a excrec¢do viral ndo foi
quantificada, mas foi muito irregular e inconsistente entre
os animais durando entre 3 e 10 dias. No experimento rela-
tado por Silva et al. (1999b), os isolados sul-americanos do
BoHV-5 foram excretados por até 15 dias, com titulos ma-
ximos de 10”* e 10° TCID, /mL, para a cepa EVI-88 e A663
respectivamente. Nos experimentos realizados em bezer-
ros (Beltrao 2000, Vogel et al. 2002, 2003), tanto os titulos
virais excretados (até 107! TCID. /mL) como a duragdo da
excrecdo (até 18 dias em alguns animais) foram superiores
ao observados no presente estudo. Essas diferen¢as ndo
sdo surpreendentes e refletem a maior susceptibilidade
de bovinos ao virus. Ndo obstante, os niveis de replica¢cdo
da cepa SV-507/99 durante a infec¢do aguda observada no
presente estudo foram suficientes para o estabelecimento
de laténcia nos animais inoculados. A soroconversdo ao
BoHV-5 observada em todos os animais inoculados, em ti-
tulos entre 16 e 128, também reflete a eficiéncia da repli-
cagdo viral.

0 estudo de Beldk et al. (1999) concentrou-se na infec-
¢do aguda, ndo investigando a infeccdo latente. No estudo
de Silva et al. (1999b), a frequéncia de reativacdo da infec-
¢do apds administracdo de Dx em ovinos, foi de 2 entre 3
(isolado A663) e 8 de 10 (EVI-88), com duragao média de
excrecdo viral de 2,5 dias (A663) e 7,0 dias (EVI-88). No
presente estudo, 3 de 4 ovinos de cada grupo (Dx e FluM)
excretaram o virus apés o tratamento, e a duracdo média de
excrecdo foi de 3,7 dias (Dx) e 2 dias (FluM). Em bovinos,
a excrecdo do BoHV-5 ap6s administracdo de Dx ocorre em
titulos mais elevados (até 10”'TCID. /mL) e com maior du-
racdo (até 12 dias) (Vogel et al. 2002, 2003). No estudo de
Silva et al. (1999b), independente das varia¢des de frequén-
cia de reativacdo, duragdo e magnitude da excregdo viral, os
dois isolados foram reativados experimentalmente pela ad-
ministracdo de Dx. A dose e o regime de administracido de
Dx utilizados naquele estudo foram os mesmos utilizados
no presente experimento (0,2mg/kg durante cinco dias).
Essa dose é aproximadamente duas vezes a dose utilizada
na reativagdo do BoHV-1 e BoHV-5 em bezerros (Vogel et
al. 2002, 2003). A FluM também demonstrou ser capaz de
reativar a infec¢ao latente pelo BoHV-5, embora resultando
em excre¢do viral mais tardia e menos duradoura do que a
induzida pela Dx (Quadro 3). Dessa forma, a Dx parece ser
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mais indicada para a reativacdo experimental da infec¢do
latente pelo BoHV-5 em ovinos.

Além do TG - sitio mais consistente de laténcia dos al-
faherpesvirus - o DNA latente do BoHV-5 SV-507/99 foi
detectado consistentemente no BO e, também, com menor
frequéncia, em outras areas do encéfalo (Quadros 2 e 4).
Essa distribuicdo apresenta um padrdo um pouco mais
restrito ao observado em bezerros (Vogel et al. 2003) e
coelhos (Mayer et al. 2006). Nessas espécies, varios outros
sitios de laténcia foram detectados no SNC, além do TG. A
distribuicdo mais ampla do DNA latente do BoHV-5, em
comparacdo com o BoHV-1, provavelmente deve-se a sua
maior neuroinvasividade, que permite que o virus atinja
e estabeleca laténcia em regides mais profundas do SNC
(Vogel et al. 2003, Mayer et al. 2006). O significado desses
sitios adicionais de laténcia pelo BoHV-5, no entanto, per-
manece desconhecido. E possivel que possuam significado
biol6gico, mas é também possivel que sejam achados mera-
mente circunstanciais (Vogel et al. 2003, Mayer et al. 2006).

A distribui¢do do DNA latente no encéfalo dos animais
sacrificados 30 dias apds a reativacdo ndo apresentou dife-
rengas marcantes em relagdo aos examinados antes da rea-
tivacdo, com exce¢do de uma frequéncia maior no cerebelo
(Quadros 2 e 4). Em bezerros e coelhos, a reativacio da in-
feccdo é seguida de uma distribuicdo mais ampla do DNA
latente, sugerindo que sitios adicionais sdo colonizados
a partir de progénie viral produzida durante a reativacdo
(Vogel et al. 2003, Mayer et al. 2006). O ndimero pequeno
de ovinos utilizados no presente estudo ndo permitiu que
se investigasse esse aspecto com mais detalhes. A falha em
detectar DNA latente em alguns TGs e OBs no dia 30 ap6s
administracao de corticoides, possivelmente ocorreu devi-
do a limitagcbes de sensibilidade do PCR utilizado, visto que
essas secgOes sao geralmente positivas para DNA latente do
BoHV-5 em bovinos (Vogel et al. 2003).

Em resumo, os resultados do presente estudo demons-
tram a susceptibilidade de ovinos ao BoHV-5, cepa SV-
507/99. Embora apresentem uma susceptibilidade aparen-
temente menor do que os bovinos - hospedeiros naturais do
virus - os ovinos suportam niveis moderados de replica¢io
viral durante a infec¢do aguda. A replicacdo viral durante a
infeccdo aguda foi suficiente para o estabelecimento da in-
feccdo latente em vérios sitios do SNC, e o virus foi reativa-
do e excretado apos a administragdo de corticoides. Assim,
resguardadas as restricdes inerentes ao uso de modelos
animais, os ovinos parecem ser adequados para o estudo de
aspectos da biologia da infec¢io latente pelo BoHV-5.
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