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Resumo

Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pés-graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

INFECCAO EXPERIMENTAL DE BEZERROS COM RECOMBINANTES DO
HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5 COM DELECOES NOS GENES DA
GLICOPROTEINA E, TIMIDINA QUINASE E AMBOS

Autor: Cyndia Mara Bezerra dos Santos
Orientador: Eduardo Furtado Flores
Santa Maria, 01 de outubro de 2010.

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) € o agente de doenca neurologica grave em bovinos. A
utilizacdo de vacinas recombinantes tem sido preconizada para o controle da infec¢ao pelo
BoHV-5. O objetivo do presente trabalho foi investigar a patogenia, em bezerros, de trés
recombinantes do BoHV-5, com dele¢cdes nos genes da glicoproteina E (BoHV-5gEA), da
enzima timidina quinase (BoHV-5TKA) ou ambos (BoHV-5gETKA) para uso potencial em
vacinas. Para isso, quatro grupos de bezerros com 80 a 90 dias de idade foram inoculados pela
via intranasal (IN) com um dos recombinantes ou com a cepa parental (SV507/99) e
monitorados nos dias seguintes a inoculagdo. Os animais inoculados com o virus parental
(SV507/99) excretaram virus por um periodo médio de 12,3 dias (titulo méximo
10*DICCso/mL), no grupo BoHV-5gEA por 11 dias (10>'DICCsy/mL), no grupo BoHV-
5TKA por 9,6 dias (10>’DICCso/mL) e no grupo BoHV-5¢ETKA por 6,2 dias
(104’7DICC50/mL). Os animais inoculados com os virus recombinantes ndo desenvolveram
sinais respiratorios ou sistémicos importantes; dois animais do grupo SV507/99 apresentaram
doenca neurologica e foram sacrificados in extremis. No dia 32 pos-inoculagao (pi), todos os
animais inoculados com o SV507/99 e BoHV-5gEA haviam soroconvertido (titulos de 4 a 8),
enquanto nos grupos BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA, dois e quatro animais soroconverteram
(titulos de 2 a 8), respectivamente. No dia 42 pi, realizou-se a administragdo de dexametasona
(Dx) na tentativa de reativar a infeccdo latente. Apds a administragdo de Dx, os animais dos
grupos BoHV-5gEA ¢ BoHV-5TKA excretaram virus por um ou dois dias. Os animais do
grupo BoHV-5gETKA ndo excretaram virus, enquanto a excrecao pelos animais do grupo
inoculado com o virus parental foi mais duradoura e em maiores titulos. No dia 30 pos-Dx, os
animais foram submetidos a eutanasia para a coleta do encéfalo para a pesquisa de DNA
latente por PCR. Nao foi detectado DNA viral no encéfalo dos animais inoculados com o

BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA, enquanto no grupo SV507/99 foi detectado em todos os



animais nas diferentes sec¢des. Dentre os animais inoculados com o recombinante BoHV-
5gEA, foi verificada uma distribuicdo de DNA viral restrita, com detec¢do em apenas uma
seccdo (cortex anterior, ponte ou tadlamo) em trés animais. Esses resultados demonstram que
os recombinantes foram atenuados durante a infec¢do aguda; apresentaram uma capacidade
reduzida de estabelecer infecgdo latente e ndo foram facilmente reativados pela administragao
de Dx. Com isso, constituem-se em potenciais candidatos a cepas vacinais.

Palavras-chave: BoHV-5, viruléncia, vacina, recombinantes.



Abstract

Master’s Dissertation
Programa de Pés-graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EXPERIMENTAL INFECTION OF CALVES WITH RECOMBINANTS OF BOVINE
HERPESVIRUS 5§ WITH DELETIONS IN GENES ENCODING GLYCOPROTEINE,
THYMIDINE KINASE AND BOTH

Author: Cyndia Mara Bezerra dos Santos
Adviser: Eduardo Furtado Flores
Santa Maria, October, 1%, 2010.

Bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) is the etiologic agent of neurological disease in calves.
The use of recombinant differential vaccines have been proposed against the disease. This
dissertation relates an investigation on the attenuation in calves of three BoHV-5
recombinants with deletions in the coding regions of glycoprotein E (BoHV-5gEA),
thymidine kinase (BoHV-5TKA) or both (BoHV-5gETKA) for potential use in vaccines. Each
of the four groups of calves was inoculated intranasally with one of the mutants or the wild
type virus (wt [SV507/99]) and monitored thereafter. The calves inoculated with wt virus
shed virus for an average of 12.3 days (10°*DICCsy/mL), in the group BoHV-5gEA for 11
days ( 10>'DICCs¢/mL), in the group BoHV-5TKA for 9.6 (10°?DICCs¢/mL) and in the group
BoHV-5gETKA for 6.2 days (10*'DICCso/mL). No respiratory or systemic signals were
observed in animals inoculated with the recombinants, while two calves of the wt group
presented neurologic disease and were euthanyzed in extremis. Seroconversion was verified
on the 32 days post-inoculation (pi) in all animals of group wt and BoHV-5gEA, while 2 and
4 animals of the groups BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA seroconverted, respectively. Aiming
at reactivating latent infection, on the 42 days pi, animals were treated with dexamethasone
(Dx). Reactivation was achieved in wt group while groups BoHV-5gE and BoHV-5TKA shed
virus only for one or two days. No virus shedding was verified on group BoHV-5gETKA.
Euthanasia was executed 30 days later and brain sections were collected for DNA viral
detection. Viral DNA was detected in the brain of wt inoculated animals and in restricted
brain sections in the BoHV-5gEA group. These results demonstrated that mutants are fully
attenuated for calves during acute infection and present a reduced ability to establish and/or
reactivate latent infection after Dx administration. Therefore these recombinants may be
useful in vaccine formulations.

Key words: BoHV-5, virulence, vaccine, recombinants.
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1 INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) ¢ o agente de meningoencefalite de curso
geralmente fatal em bovinos jovens (STUDDERT, 1989). Esse virus estd classificado na
familia Herpesviridae, sub-familia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ROIZMAN
et al., 1992). O BoHV-5 ¢ um virus DNA de fita dupla linear, envelopado e com simetria
icosaédrica. O genoma do BoHV-5 SV-507/99 ja foi completamente sequenciado, sendo o
primeiro genoma de um herpesvirus bovino a ter sua sequéncia inteiramente conhecida
(DELHON et al., 2003). Com aproximadamente 138 Kb, o genoma do BoHV-5 ¢ composto
por uma sequéncia unica curta (US) de 9.5Kb, flanqueada por duas regides repetidas
invertidas (IR) apresentando uma identidade de 80 a 90 % com a sequéncia equivalente do
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (DELHON et al., 2003) e uma regido tnica longa (UL)
de 104Kb. O BoHV-5 foi anteriormente considerado um subtipo do herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1), denominado BoHV-1.3 (ROIZMAN et al., 1992), devido ao BoHV-1 ¢ BoHV-5
apresentarem semelhancgas antigénicas, estruturais e moleculares entre si, e principalmente,
uma extensa reatividade soroldgica cruzada. Entretanto, uma das principais diferencas entre o
BoHV-1 e o BoHV-5 esta na habilidade de invadir o sistema nervoso central (SNC) e causar
doencga neurologica (METZLER et al., 1986; FRIEDLI; METZLER, 1987; BELKNAP et al.,
1994; ASHBAUGH et al., 1997). Embora o BoHV-1 tenha sido ocasionalmente isolado de
casos de meningoencefalite (SILVA et al., 2007b), a maioria dos casos de doenca neurologica
sdo associados com o BoHV-5. Esse virus também tem sido isolado de de sémen de touros
saudaveis e de bovinos jovens com infec¢des generalizadas (SILVA et al., 2007a).

Os alfaherpesvirus apresentam como importante caracteristica a possibilidade de
infectar diferentes espécies de animais. O BoHV-5, quando inoculado experimentalmente,
pode infectar coelhos, ovinos, caprinos e bovinos (BELTRAO et al., 2000; SILVA et al.,
1999; DIEL et al., 2007; VOGEL et al., 2003). Entretanto, os bovinos sdo os hospedeiros
naturais e, tanto em infec¢des naturais, como experimentais, pode ser transmitido por contato
direto e/ou indireto. Apds a infecg¢do, ocorre um ciclo replicativo litico e curto, em que o virus
faz sua replicacdo primaria (aguda) no trato respiratorio superior € posteriormente atinge
neurdnios regionais, nos quais ¢ transportado até os ganglios responsaveis pela inervacio da

cavidade nasal, principalmente do nervo trigémeo e do nervo olfatério (LEE et al., 1999).
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Dessa forma, esse virus pode estabelecer infec¢do latente em um menor niimero de neurdnios
de ganglios sensoriais e autondmicos, a qual pode ser reativada naturalmente ou induzida pela
administracdo de corticosterdides, promovendo a excrecdo viral e, algumas vezes, a
recrudescéncia clinica (VOGEL et al., 2003). A infeccdo aguda pode resultar em doenga
neurolédgica, que incluem depressdo, tremores, bruxismo, saliva¢do, cegueira, protusdo da
lingua, opstotono, ataxia e convulsdes (CARRILLO et al., 1983; PEREZ et al., 2002; VOGEL
et al., 2003). Os sinais neurologicos sdao progressivos, geralmente levando o animal a morte,
porém, animais que apresentam um curso clinico leve a moderado da doenca podem se
recuperar (BELKNAP et al., 1994).

O BoHV-5 tem sido identificado em varios paises, como os Estados Unidos, Europa,
Australia e América do Sul (STUDDERT, 1989). Surtos no Brasil e Argentina tém sido
descritos com maior frequéncia (SILVA et al., 2007a; CARRILLO et al., 1983; SALVADOR
et al., 1998). No Brasil, a circulacdo do virus ja foi demonstrada em véarios Estados como o
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e
Sao Paulo (COLODEL et al.,, 2002; SALVADOR et al., 1998; GOMES et al., 2002;
WEIBLEN et al., 1989; SOUZA et al., 2002). Entretanto, a sua real prevaléncia permanece
desconhecida, pelo fato do virus apresentar grande reatividade soroldgica com o BoHV-1
(RISSI et al., 2007).

Os alfaherpesvirus possuem aproximadamente 70 genes (DELHON et al., 2003), os
quais codificam produtos como enzimas, glicoproteinas, proteinas regulatérias e estruturais.
No envelope viral, estdo presentes mais de dez glicoproteinas, que desempenham importante
papel na biologia do virus, pela mediacdo da entrada dos virions nas células hospedeiras,
fusdo e disseminagdo célula a célula (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996;
METTENLEITER, 2003). Delecoes de alguns genes tem sido realizadas para o entendimento
da funcdo de algumas glicoproteinas na replicagdo viral in vitro e in vivo (ENQUIST et al.,
1998, METTENLEITER, 2003), e também com o intuito de atenuar alfaherpesvirus de
interesse veterindrio, possibilitando a utilizagdo destes virus recombinantes na producdo de
vacinas atenuadas diferenciais (FLORES et al., 1993). Os genes mais frequentemente
deletados sdo os que codificam a glicoproteina de envelope E (gE), glicoproteina 1 (gI),
glicoproteina C (gC), proteina US9 e a enzima timidina quinase (TK), em dele¢des unicas ou
duplas (FLORES et al., 1993; KAASHOEK et al., 1994; 1996; BELKNAP et al., 1999).

As vacinas atenuadas diferenciais induzem uma resposta sorologica que pode ser
diferenciada da resposta em animais infectados naturalmente (VAN OIRSCHOT et al., 1996).

Este tipo de vacina ¢ bastante eficiente em programas de controle e erradicacdo de
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alfaherpesvirus. Os genes a serem deletados devem estar relacionados a proteinas que sejam
conservadas, imunogénicas e ndo-essenciais in vitro e in vivo (KAASHOEK et al., 1995),
sendo as glicoproteinas os principais candidatos a delecao.

A gE tem sido alvo de escolha para delecdoes em alfaherpesvirus por apresentar as
caracteristicas necessarias, pois ¢ uma glicoproteina ndo-essencial na replicagdo viral em
cultivo celular e ¢ conservada entre isolados de campo (ENQUIST et al., 1998). Outra
importancia da gE estd relacionada a funcdes de neuroinvasividade e neuroviruléncia do
BoHV-5, sendo responsavel pelo transporte anterogrado a partir da mucosa olfatoria e para a
infeccdo eficiente dos neuronios de segunda e terceira ordem (CHOWDHURY et al., 2000).
Dessa forma, a sua delecdo em diferentes alfaherpesvirus como o herpes simplex tipo 1
(HSV-1) e o virus da doenga de Aujeszky (PRV) (MULDER et al., 1994; DINGWELL et al.,
1995), tem demonstrado que os virus defectivos mantém a capacidade de infectar o SNC,
porém com significativa reducdo da replicacdo e disseminagdo viral (CHOWDHURY et al.,
2000). Na auséncia da gE, as vesiculas contendo as glicoproteinas ndo seriam transportadas ao
longo dos axoOnios, ndo ocorrendo a maturagao final dos virus junto a sinapse € a sua
transmissdo trans-sinaptica (TOMISHIMA; ENQUIST, 2001; SNYDER et al., 2008),
contribuindo para a atenuagao do virus.

No entanto, alguns estudos indicam que a simples delecdo da gE no BoHV-1 e BoHV-
5 ndo promove uma atenuagdo completa e satisfatoria para o uso em vacinas (KAASHOEK et
al.,, 1998; CHOWDHURY et al., 2000). Assim, ¢ necessaria a delecdo de outro gene que
promova atenuagdo. A dele¢do do gene da TK ja demonstrou ser efetivo, uma vez que a
completa viruléncia do BoHV-5 depende da sua funcdo (CHOWDHURY, 1996). A TK ¢ uma
enzima que esta presente em todos os alfaherpesvirus, e estd envolvida no metabolismo dos
desoxirribonucleotideos (dNTPs), que sdo necessarios para a sintese do DNA wviral e
replicacdo do genoma em células que ndo a expressam constitutivamente, como 0s neurdnios
(TIKOO et al., 1995; ENQUIST et al., 1998), sendo necessaria para a completa viruléncia do
BoHV-5 in vivo. A delecdo da TK em outros alfaherpesvirus tem sido associada a diminui¢ao
da neuroviruléncia pela redugdo da replicagdo nos neurénios (FERRARI et al., 2000, CHEN
et al., 2004). Cepas defectivas do PRV, HSV-1 e BoHV-1 no gene da TK foram capazes de
infectar neurdnios e estabelecer infec¢ao latente, porém, apresentaram reduzida habilidade de
reativa-la (FERRARI et al.,, 2000; CHEN et al., 2004; WHETSTONE et al., 1992). A
implicagdo da delegdo da enzima TK na neuroviruléncia do BoHV-5 ainda nao foi
demonstrada em bovinos, mas em coelhos essa dele¢do ocasionou uma reducao drastica nos

sinais neurologicos (SILVA et al., 2010).
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Cepas defectivas nos genes da gE e da TK aparentemente matém a sua capacidade de
estabelecer laténcia (CHOWDHURY et al., 2000; LIU et al, 2008). Porém, a administra¢ao de
corticoides na tentativa de reativacdo de animais inoculados com cepas de BoHV-1 com
delecao da gE tem demonstrado dificuldades de detectar excreg¢dao viral e sinais clinicos
(KAASHOEK et al., 1998). Um estudo com BoHV-1 em coelhos, demonstrou que a
reativagdo de cepas defectivas na gE ndo foi seguida do transporte anterégrado do virus a
mucosa ocular e nasal (LIU et al., 2008). Da mesma forma, BoHV-1 defectivos na TK
demonstraram ineficiéncia na replicagdo viral, entretanto podem estabelecer laténcia e reativar
apos infecgdo latente (WHESTONE et al., 1992).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a patogenia da infeccdo por
recombinantes do BoHV-5 defectivos nos genes da gE, TK e ambos, em bezerros. Foram
abordados os aspectos clinicos e virologicos durante a infec¢ao aguda e latente, assim como

uma investiga¢cdo do DNA viral latente no encéfalo dos animais infectados.
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2 CAPITULO 1

Infeccao experimental de bezerros com recombinantes dos herpesvirus bovino tipo 5

defectivos nos genes da glicoproteina E, timidina quinase ou ambos

Cyndia M. B. dos Santos', Deniz Anziliero', Fernando V. Bauermann', Mario C. S. Brum®,

Rudi Weiblen' e Eduardo Furtado Flores'”

(Artigo a ser submetido para publica¢do — Pesquisa Veterindria Brasileira)

! Setor de Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

% Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana, BR 472, Km 592, Caixa Postal 118. Curso de Medicina
Veterinaria, Hospital Veterinario 97500-970 — Uruguaiana, RS — Brasil, Telefone: (55) 34134321.

" Autor para correspondéncia: E.F. Flores, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva ¢ Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria,
RS, Brasil, CEP 97105-900. Fone/fax + (55) 55 3220-8034. E-mail: flores@ccr.ufsm.br.
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ABSTRACT.- Santos, C.M.B., Anziliero, D., Bauermann, F.V., Brum, M.C.S., Weiblen, R.
& Flores, E.F. 2010. [Experimental infection of calves with recombinants of bovine
herpesvirus 5 defective in glycoprotein E, thymidine kinase or both]. Infeccao
experimental de bezerros com recombinantes do herpesvirus bovino tipo 5 defectivos nos
genes da glicoproteina E, timidina quinase ou ambos. Pesquisa Veterinaria Brasileira. Setor de
Virologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias Rurais.
Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 1000, Camobi, Santa Maria, RS 97105-
900, Brazil. E-mail: flores@ccr.ufsm.br

Bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) is the etiologic agent of neurological disease in
catlle. The use of recombinant differential vaccines have been proposed against the disease.
This dissertation describes an investigation on the attenuation in calves of three BoHV-5
recombinants with deletions in the coding regions of glycoprotein E (BoHV-5gEA),
thymidine kinase (BoHV-5TKA) and (BoHV-5gETKA) for potential use in vaccines. Each of
the four groups of calves was inoculated intranasally with one of the mutants or the wild type
virus (wt [SV507/99]) and monitored thereafter. The calves inoculated with wt virus shed
virus for an average of 12.3 days (10**TCIDs¢/mL), in the group BoHV-5gEA for 11 days
(10°'TCIDsy/mL), in the group BoHV-5TKA for 9.6 (10°° TCID so/mL) and in the group
BoHV-5gETKA for 6.2 days (10*’TCIDsy/mL). No respiratory or systemic signals were
observed in animals inoculated with the recombinants, while two calves of the wt group
presented neurologic disease and were euthanized in extremis. Seroconversion was verified on
the 32 days post-inoculation (pi) in all animals of group wt and BoHV-5gEA, while 2 and 4
animals of the groups BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA seroconverted, respectively. Aiming at
reactivating latent infection, on the 42 days pi, animals were treated with dexamethasone
(Dx). Reactivation was achieved in wt group while groups BoHV-5gE and BoHV-5TKA shed
virus only for one or two days. No virus shedding was verified on group BoHV-5gETKA.
Euthanasia was executed 30 days later and brain sections were collected for DNA viral
detection. Viral DNA was detected in the brain of wt inoculated animals and in restricted
brain sections in the BoHV-5gEA group. These results demonstrated that mutants are fully
attenuated for calves during acute infection and present a reduced ability to establish and/or
reactivate latent infection after Dx administration. Therefore, these recombinants may be

useful in vaccines formulations.

INDEX TERMS: BoHV-5, virulence, vaccine, recombinants
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RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) ¢ o agente de doenca neurologica grave em
bovinos. A utilizagdo de vacinas recombinantes tem sido preconizada para o controle da
infeccdo pelo BoHV-5. O objetivo do presente trabalho foi investigar a patogenia, em
bezerros, de trés recombinantes do BoHV-5, com delegdes nos genes da glicoproteina E
(BoHV-5gEA), da enzima timidina quinase (BoHV-5TKA) e ambos (BoHV-5gETKA) para
uso potencial em vacinas. Para isso, quatro grupos de bezerros com 80 a 90 dias de idade
foram inoculados pela via intranasal (IN) com um dos recombinantes ou com a cepa parental
(SV507/99) e monitorados nos dias seguintes a inoculagcdo. Os animais inoculados com o
virus parental (SV507/99) excretaram virus por um periodo médio de 12,3 dias (titulo
maximo 10%*DICCso.mL), no grupo BoHV-5gEA por 11 dias (10°'DICCso.mL), no grupo
BoHV-5TKA por 9,6 dias (10°>’DICCsp.mL) e no grupo BoHV-5gETKA por 6,2 dias
(104’7DICC50.mL). Os animais inoculados com os virus recombinantes ndao desenvolveram
sinais respiratorios ou sistémicos importantes; dois animais do grupo SV507/99 apresentaram
doenca neuroldgica e foram sacrificados in extremis. No dia 32 pds-inoculacdo (pi) os animais
inoculados com o SV507/99 e BoHV-5gEA haviam soroconvertido (titulos de 4 a 8),
enquanto nos grupos BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA, 2 e 4 animais soroconverteram (titulos
de 2 a 8), respectivamente. No dia 42 pi realizou-se a administracdo de dexametasona (Dx) na
tentativa de reativar a infeccdo latente. Apds a administracdo de Dx, os animais dos grupos
BoHV-5gEA ¢ BoHV-5TKA excretaram virus por um ou dois dias. Os animais do grupo
BoHV-5gETKA niao excretaram virus, enquanto a excre¢ao pelos animais do grupo inoculado
com o virus parental foi mais duradoura e em maiores titulos. No dia 30 pds-Dx os animais
foram submetidos a eutanésia para a coleta do encéfalo para a pesquisa de DNA latente por
PCR. Nao foi detectado DNA viral no encéfalo dos animais inoculados com o0 BoHV-5TKA e
BoHV-5gETKA, enquanto no grupo SV507/99 foi detectado em todos os animais nas
diferentes secg¢des. Dentre os animais inoculados com o recombinante BoHV-5gEA, foi
verificada uma distribuicdo de DNA viral restrita, com detec¢do em apenas uma sec¢ao
(cortex anterior, ponte ou talamo) de trés animais. Esses resultados demonstram que os
recombinantes foram atenuados durante a infeccdo aguda; apresentaram uma capacidade
reduzida de estabelecer infec¢do latente e ndo foram facilmente reativados pela administracao

de Dx. Com isso, constituem-se em potenciais candidatos a cepas vacinais.

TERMOS DE INDEXACAO: BoHV-5, viruléncia, vacina, recombinantes
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) pertence a familia Herpesviridae, sub-familia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. E um virus DNA de fita dupla linear, envelopado
e com capsideo icosaédrico. O BoHV-5 era previamente considerado um subtipo do
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), denominado BoHV-1.3 (Roizman et al. 1992). O
BoHV-1 e BoHV-5 apresentam grandes semelhangas antigénicas, estruturais e moleculares,
além de uma extensa reatividade soroldgica cruzada. Entretanto, estes virus diferem na sua
habilidade de invadir o sistema nervoso central (SNC) e causar doenga neurologica (Metzler
et al. 1986, Belknap et al. 1994, Ashbaugh et al. 1997). Embora o BoHV-1 tenha sido
ocasionalmente identificado em casos de meningoencefalite, a maioria dos casos de doenca
neuroldgica estdo associados com o BoHV-5 (Silva et al. 2007)

A enfermidade neurologica associada ao BoHV-5 tem sido descrita em varios paises,
com maior frequéncia no Brasil e Argentina (Carrillo et al. 1983, Salvador et al. 1998). A
infeccdo natural e experimental de bovinos jovens com BoHV-5 resulta na invasdo e
replicagdo viral no sistema nervoso central (SNC). Os sinais da doenca neurolédgica incluem
depressdo, tremores, bruxismo, saliva¢do, cegueira, protusdo da lingua, opistétono, ataxia e
convulsdes (Carrillo et al. 1983, Perez et al. 2002).

Os alfaherpesvirus possuem mais de dez glicoproteinas no envelope, que
desempenham importante papel no ciclo replicativo viral, pela mediacdo da penetracdo dos
virions nas células hospedeiras, fusdo e disseminagdo entre células (Schwyzer & Ackermann
1996, Mettenleiter 2003). Delecdes de genes tém sido realizadas para o estudo da fun¢do de
produtos génicos na replicagcdo viral (Enquist et al. 1998, Mettenleiter 2003), para atenuar
alfaherpesvirus de interesse veterinario e para a producao de cepas vacinais com marcadores
antigénicos (Van Oirschot 1999).

A glicoproteina E (gE) tem demonstrado as qualidades necessarias para dele¢ao, tanto
com vistas a atenuacdo, quanto como marcador antigénico (Chowdhury et al. 2000). A gE ¢
importante para a invasao e disseminacao viral do BoHV-5 no SNC, sendo responsavel pelo
transporte anterogrado a partir da mucosa olfatoria e para a eficiente infeccdo dos neurdnios
de segunda e terceira ordens (Chowdhury et al. 2000). Entretanto, a simples delecdo na gE no
BoHV-1 e BoHV-5 ndo promove atenuagao suficiente para o uso em vacinas (Kaashoek et al.
1998, Chowdhury et al. 2000), sendo necessaria a delecdo adicional de outro gene. A delegdo

do gene da timidina quinase (TK) ja demonstrou ser adequada para atenuacdo, uma vez que a
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enzima TK ¢é necessaria para a replicagdo dos alfaherpesvirus em neurénios e, assim para a
expressao da neuroviruléncia (Kaashoek et al. 1996, Ferrari et al. 2000, Chen et al. 2004).
Com o intuito de produzir uma vacina diferencial atenuada, cepas recombinantes
com deleg¢des nos genes da gE, TK e dele¢dao dupla (gETKA) foram produzidas a partir do
isolado SV507/99 do BoHV-5 por Brum et al. (2010). O objetivo deste trabalho foi avaliar a

viruléncia e patogenicidade dos trés recombinantes em bezerros.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Vinte e um bezerros divididos em quatro grupos foram inoculados por via intranasal
(IN) com cada um dos recombinantes (BoHV-5gEA [n=5]; BoHV-5TKA [n=5] ¢ BoVH-
5gETKA [n=6]) ou com o virus parental (SV507/99[n=5]). Os animais foram monitorados nos
aspectos clinicos, viroldgicos e soroldgicos nos 15 dias seguintes a inoculacdo. No dia 42 pds-
inoculagdo (pi), os animais foram submetidos a administracdo de dexametasona (Dx) na
tentativa de reativar a infecgdo latente, e foram monitorados durante os 15 dias seguintes. No
dia 30 p6s-Dx os animais foram submetidos a eutandsia para a coleta do encéfalo para a

pesquisa de DNA viral latente.

Células e virus

As técnicas de multiplicagdo, quantificacdo, isolamento viral e soro-neutralizagao
(SN) foram realizadas em células de linhagem de rim bovino CRIB (Flores & Donis 1995).
As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM), contendo penicilina
(1,6mg.mL), estreptomicina (0,4mg/mL), nistatina (0,002mg/mL), fungizona (0,0025mg/mL)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A cepa parental do BoHV-5 utilizada foi
a SV507/99, isolada de um surto de meningoencefalite no sul do Brasil (Delhon et al. 2003).
Os virus com as dele¢des nos genes da gE, TK ou ambas foram produzidos pela técnica de
recombinagdo homoéloga a partir da cepa SV507/99, e caracterizados anteriormente (Brum et

al. 2010).

Animais, inoculacio viral e monitoramento da infeccio aguda
Vinte e um bezerros machos das racas Jersey e Holandesa, com aproximadamente 3

meses de idade e 80kg de peso corporal médio foram aleatoriamente alocados em quatro
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grupos de cinco e seis animais e alimentados ad /ibitum. Durante o experimento os grupos
foram mantidos separados para evitar contato. Os animais foram inoculados pela via IN com
2mL do sobrenadante de cultivo de células CRIB infectadas com cada uma das cepas virais
deletadas, ou do virus parental. O indculo continha 10° doses infectantes para 50% dos
cultivos celulares (DICCsp). Apos a inoculagdo, os animais foram monitorados clinicamente
durante 15 dias. O monitoramento viroldgico foi realizado pela coleta de secre¢des nasais
com suabes, seguida de tentativas de isolamento viral entre os dias 0 e 15 pods-inoculagdo (p1)
(Vogel et al. 2003). O monitoramento sorologico foi realizado pela coleta de soro nos dias 0,
14, 28 e 32 pi. As amostras foram testadas para a presenca de anticorpos neutralizantes pela
técnica de soroneutraliza¢do (SN) conforme Diel et al. (2007), contra o virus homologo de

cada grupo.

Administracio da dexametasona (Dx) e monitoramento

Quarenta e dois dias apds a inoculagdo, os animais foram submetidos a administracao
de dexametasona (Decadronal®) na dose de 1,5mg/kg/dia por via intramuscular (IM) durante
5 dias, na tentativa de reativar a infec¢do latente. Apds a administracdo de Dx, os animais
foram submetidos a monitoramento clinico e virologico de acordo com a infec¢ao aguda. Para
0 monitoramento sorolégico, foram coletadas e testadas amostras de soro nos dias 0, 14 e 30

poOs-Dx.

Distribuicio do DNA viral latente no encéfalo

No dia 30 pos-Dx, os animais foram submetidos a eutandsia para a coleta de seccdes
do encéfalo. Foram coletadas individualmente as seguintes secgdes: bulbo olfatério (BO),
cortex anterior (CA) e ventro-lateral (CVL), ganglios trigémeos (TG), ponte (PO) e tdlamo
(TAL). Os tecidos foram macerados e submetidos a extracdo de DNA total conforme descrito
por Vogel et al. (2003). Em seguida, o DNA foi eluido em tampao Tris-EDTA (0,5mL) e
estocado a -20°C. A detecgao de DNA viral foi realizada pela técnica de reagdo da polimerase
em cadeia (PCR) nested, utilizando-se primers que amplificam um segmento do gene da

glicoproteina B (gB) do BoHV-5 (Diel et al. 2007).

RESULTADOS

Infeccio aguda
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Os animais inoculados com os virus recombinantes apresentaram somente apatia
transitoria, leve descarga serosa nasal e ocular transitoria. A temperatura corpdrea nos animais
dos diferentes grupos ndo apresentou alteracdo (dados ndo apresentados). Os animais do
grupo inoculado com a cepa parental SV507/99 apresentaram apatia profunda, anorexia
seguida de perda da condicdo corporal e enfraquecimento. Dois animais deste grupo (350 e
348) apresentaram sinais neuroldgicos, como apatia profunda, sendo submetidos a eutanasia
in extremis nos dias 10 e 11 pi, respectivamente.

Todos os animais inoculados excretaram o virus nos dias seguintes a inoculacdo. A
duracdo média da excre¢do viral foi: grupo SV507/99 (12,3 + 0,5 dias); BoHV-5gEA (11 £
1,6 dias); BoHV-5TKA (9,6 £ 1,1 dias) e BoHV-5gETKA (6,2 = 0,4 dias). A excregdo viral
por alguns animais ocorreu de forma intermitente (Quadro 1). Os titulos méximos observados
entre os dias 1 e 6 pi foram de 10“*DICCs¢/mL no grupo SV507/99, 10™'DICCs¢/mL no
grupo BoHV-5gEA, 10>’DICCs¢/mL no grupo BoHV-5TKA e 10*"DICCso/mL no grupo
BoHV-5gETKA. As médias dos titulos virais de cada grupo durante a infec¢do aguda estdo
representadas na Fig.1.

Todos os animais dos grupos SV507/99 e BoHV-5gEA soroconverteram,
desenvolvendo titulos de anticorpos neutralizantes entre 4 e 32 no dia 32 pi, sendo que os
animais inoculados com a cepa parental apresentaram titulos maiores (Quadro 1). Trés
bezerros (95, 327 e 4322) do grupo BoHV-5TKA e dois (3276 e 3280) do grupo BoHV-
SgETKA ndo soroconverteram em titulos detectdveis (igual ou <2) até o dia 32 pi quando
submetidos a soroneutralizagdo com uma concentra¢ao viral de 200 DICCso.mL. Entretanto
quando essa dose era reduzida a 100 DICCsy.mL esses animais demonstraram que haviam

soroconvertido (Quadro 1).

Infeccao latente

Suabes nasais coletados no dia da administragdo de Dx foram negativos no isolamento
viral, demonstrando que os animais estavam em infec¢do latente. Apds a administracdo de
Dx, trés animais do grupo SV507/99 excretaram o virus entre os dias 8 e 12, de forma
intermitente (Quadro 1). Dentre os animais do grupo inoculado com o recombinante BoHV-
5gEA, dois animais excretaram virus por um ou dois dias (9 e 10 p6s-Dx). Nos animais do
grupo BoHV-5TKA, a excre¢do viral foi detectada em trés animais entre os dias 8 e 10 pos-
Dx. No grupo BoHV-5gETKA o virus ndo foi isolado das secre¢des de nenhum animal. Os
titulos virais excretados apos o tratamento com Dx foram inferiores aos da infeccdo aguda

(dados ndo apresentados). O animal 4325 do grupo SV507/99 apresentou um titulo de 128 no
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dia 30 pos-Dx, sendo o Unico do grupo a apresentar aumento de titulos na SN, superior a
quatro vezes.

ApoOs a tentativa de reativacao, os animais 247 (BoHV-5TKA), 3276 ¢ 3278 (BoHV-
S5gETKA) foram submetidos a eutanasia in extremis nos dias 3, 8 e 10 pos-Dx

respectivamente, devido a causas ndo-relacionadas.

Distribuicao do DNA viral no encéfalo

As secgoes do SNC foram coletadas 30 dias apds a administracao de Dx, quando todos
os animais estavam em infec¢do latente. Em todos os animais do grupo SV507/99 foi
detectado DNA viral em todas as seccdes do encéfalo testadas. No grupo BoHV-5gEA,
somente foi detectado DNA viral nas seccdes do cortex anterior, tdlamo e ponte, nos animais
42, 363 e 3294, respectivamente. Nos animais dos grupos inoculados com os recombinantes
BoHV-5TKA e BoHV-5gETKA, nao foi possivel detectar DNA viral nas secgdes coletadas
(Quadro 2).

DISCUSSAO

O presente estudo investigou a patogenia da infec¢do por trés virus recombinantes do
BoHV-5, com delecdes nos genes da gE, TK ou ambas, em bezerros. Os recombinantes foram
construidos a partir da cepa parental SV507/99 com o objetivo de se obter cepas para uso em
vacinas (Brum et al. 2010). A delecdo da gE foi introduzida no genoma como marcador
antigenico a delecdo da TK teve como objetivo a atenuacdo da cepa parental. A partir de
recombinantes com dele¢des tnicas foi construido o recombinante com dupla dele¢dao (Brum
et al. 2010). A patogenia da cepa parental SV507/99 ja foi amplamente estudada em bovinos
(Vogel et al. 2003), em coelhos (revisado por Flores et al. 2009) e em caprinos (Diel et al.
2007). A patogenia dos recombinantes foi recentemente estudada em coelhos (Silva et al.
2010). O presente estudo demonstrou que as trés cepas recombinantes sdo atenuadas para
bezerros de 80-90 dias de idade, ao contrario da cepa parental que demonstrou ser
neurovirulenta. A atenuagdo do duplo mutante para bezerros ap6s inocula¢do intramuscular
também foi recentemente demonstrada (Anziliero 2010). Além disso, pela tentativa de
isolamento viral apds o tratamento com dexametasona, pode-se concluir que as cepas
recombinantes sdo deficientes no estabelecimento e/ou na reativac¢ao da laténcia, caracteristica

altamente desejavel em cepas para uso vacinal.
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A patogenia da doenca neurologica causada pelo BoHV-5 tem sido alvo de estudos. A
replicacdo do BoHV-5 na mucosa nasal ¢ seguida da invasao, replicagdo e disseminag¢do no
SNC (Lee et al. 1999, Vogel et al. 2003). Neste processo estao envolvidas diversas proteinas
que contribuem tanto para a neuroinvasividade quanto para a neuroviruléncia. A delecao dos
genes das proteinas gE e TK podem resultar em uma incapacidade do virus em invadir o SNC
e causar doenga (Enquist et al. 1998). A gE tem como fun¢do a disseminagdo viral entre
neurdnios, entretanto, somente a sua delecao nao € suficiente para atenuar o virus (Kaashoek
et al. 1995). Estudos com o virus da pseudoraiva (PRV) in vivo, demonstram que a delecao da
gE impede a transmissdo transneuronal pelas rotas trigeminal e parassimpatica, embora a
entrada e replicagdo primdria nos sitios primdrios sejam pouco reduzidas (Kritas et al. 1994).
Apesar de demonstrada a capacidade de replicar na mucosa nasal, o recombinante BoHV-
5gEA do presente trabalho ndo produziu doenga neuroldgica. Contudo, os animais desse
grupo foram os Unicos inoculados com os virus mutantes em que se detectou DNA viral no
SNC durante a infec¢do latente. Porém, demonstrou-se que a sua distribuicdo no SNC foi
restrita quando comparada ao grupo dos animais inoculados com o SV507/99, sendo
recuperado DNA viral apenas de trés sec¢des de animais diferentes, sugerindo que a
quantidade de DNA latente era insuficiente para a detec¢do. Em um trabalho recente, Silva et
al. (2010) demonstraram que o BoHV-5gEA apresenta uma neuroviruléncia residual em
coelhos, com uma replicagdo eficiente na mucosa nasal, causando doenca em 37,5% (3/8) dos
animais. Anteriormente ja havia sido demonstrado que a delecao tnica da gE pode nao ser
suficiente para a atenuagdo do BoHV-1 e BoHV-5 (Kaashoek et al. 1996, Chowdhury et al.
2000). Entretanto, outros experimentos sugeriram que recombinantes do BoHV-1 contendo a
delecdo no gene da gE foram avirulentos para bovinos (Van Engelenburg et al. 1994). Os
resultados do presente trabalho indicam que o recombinante BoHV-5gEA ¢ bem atenuado
para bezerros apds administracdo IN, ndo produzindo manifestagdes clinicas durante a
infec¢do aguda. Nao obstante, foi excretado por mais tempo do que o recombinante defectivo
na TK e que o duplo mutante. Essa duracdo da replicagdo e excre¢do indica que a delecdo na
gE resulta em atenuagdo de menor magnitude do que a delecio na TK, tomando-se a
replicacdo na mucosa nasal como indicador.

No presente experimento, durante a infec¢do aguda, o tempo de excrecdo viral e a
quantidade de virus excretada foram inferiores nos grupos dos recombinantes, quando
comparados aos animais do grupo SV507/99, semelhante ao trabalho de Kaashoek et al.
(1995). Apoés a tentativa de reativacdo da infeccdo latente, somente foi recuperado virus na

secrecdo nasal de apenas dois animais, demonstrando certa deficiéncia na reativagao. Outros
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estudos com BoHV-1 também demonstraram que a simples delecdo da gE pode atenuar o
virus (Van Engelenburg et al. 1994).

A enzima TK tem sido estudada em diferentes alfaherpesvirus, mas pouco se sabe
sobre o seu papel na neuropatogénese da infeccao pelo BoHV-5. A TK esté relacionada com a
sintese de nucleotideos necessarios na duplicacdo do DNA viral durante sua replicagdo em
neurdnios (Chowdhury 1996). Cepas defectivas do PRV, HSV-1 (herpes simplex tipo 1) e
BoHV-1 no gene da TK foram capazes de infectar neuronios e estabelecer infecgdo latente,
porém, apresentam reduzida habilidade de reativa-la (Ferrari et al. 2000, Wheststone et al.
1992, Chowdhury 1996) No presente estudo, o virus recombinante BoHV-5TKA apresentou
tempo e frequéncia de excre¢do viral reduzidos durante a infeccdo aguda. Da mesma forma,
nao induziu sinais clinicos. Todas as sec¢des do encéfalo testados para a presenca de DNA
viral foram negativas. Sugere-se, assim, que o0 BoHV-5TKA foi incapaz de estabelecer uma
infeccdo latente eficiente, provavelmente devido a sua reduzida capacidade de replicar em
neurdnios. Estudos com BoHV-1 defectivos na TK demonstraram ineficiéncia na replicagao
viral, entretanto podem estabelecer laténcia e reativar apos infec¢ao latente (Whestone et al.
1992). Silva et al. (2010) demonstraram que esse mutante quando inoculado em coelhos, nao
foi capaz de provocar sinais neurologicos, dessa forma demonstrando a atenuagdo desse
recombinante.

O BoHV-5gETKA demonstrou ser o recombinante mais atenuado. A replicagao viral
na mucosa nasal dos animais durante a infec¢ao aguda foi muito reduzida, pelo menor tempo
e titulo de excrecao viral entre os grupos. Estudos anteriores em coelhos de Silva et al. (2010),
também haviam demonstrado atenuacdo completa do BOHV-5gETKA. Além disso, ndo houve
deteccdo viral na tentativa de reativacao com a administragao de Dx. Essa falha em reativar
provavelmente se deva a essa dupla delecdo determinar um maior efeito deletério ao virus,
entretanto ndo perdendo a capacidade de replicar na mucosa e induzir resposta soroldgica.
Também ndo detectou-se DNA viral em nenhuma das sec¢des do SNC, sugerindo que esses
virus sdo incapazes de estabelecer a infec¢do latente eficiente e portanto de reativa-la. Todos
0s seis animais soroconverteram até o dia 30 pds-Dx, mas com titulos inferiores aos animais
do grupo parental. Nao obstante, esse virus quando inoculado por via intramuscular em
bezerros produziu boa resposta soroldgica e protegeu os animais ap6s o desafio por BoHV-5
(Anziliero et al. 2010). Assim como o trabalho de Kaashoek et al. (1996) com recombinantes
do BoHV-1, a dupla delegdo tornou o virus mais atenuado, viabilizando a sua utilizagdo em

formulacdes vacinais.
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Os resultados obtidos nesse experimento concluem que os trés virus recombinantes
sdo atenuados em bovinos em diferentes graus quando inoculados por via intranasal. Nenhum
dos mutantes foi capaz de promover o desenvolvimento de sinais neurologicos durante a
infec¢do aguda em bovinos. Todos os animais inoculados com os virus recombinantes tiveram
o tempo de excrecdo e titulo viral excretado reduzidos. Os recombinantes com unica dele¢ao
reativaram a infeccdo latente em menor magnitude quando comparados ao virus parental. O
recombinante com a dupla delecdo demonstrou ser o mais atenuado, uma vez que nao houve a
reativacao dos animais inoculados com esse mutante. Todos os animais soroconverteram,
demonstrando a capacidade desses virus em induzir uma resposta de anticorpos. Contudo, o
recombinante indicado para o uso em formulagdes vacinais atenuadas ¢ o BoHV-5gETKA,

pois apresenta marcador soroldgico e ndo reativou a infecgdo latente.
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Quadro 1- Excrecio viral e sorologia durante a infeccio aguda e latente em bezerros
inoculados com recombinantes e a cepa parental do BoHV-5.

Grupos Infecgdo Aguda Infecgdo latente
n° do Excrecdo , b . R .
animal viral® Tlmlo de Ac T.1tu10 crie Ac Excregao viral Tltulo d’e Ac
(dias) (dia 32 pi) (dia 0 pos-Dx) (dias) (dia 30 p6s-Dx)
SV-507/99
348 1-10 NT® NT NT NT
349 1-13 16 16 8-12 32
350 1-9 NT NT NT NT
381 1-7, 9-12%¢ 32 32 10-11 32
4325 1-12 16 16 8-11 128
Média 12,3
gEA
42 1-7,10%* 4 8 - 16
99 1-12 8 8 9 4
363 1-7,10,11,13%* 8 4 9 8
3283 1-6,8, 10, 11* 4 8 - 8
3294 1-6,8- 9* 4 8 4
Meédia 11
TKA
95 1-9 <2 <2 - 16
247 1-9, 11* <2 <2 - NT
327 1-5,7, 8* 4 4 8,10 4
372 1-6, 8-10* <2 8 8,10 4
4322 1-10 8 64 8,10 8
Média 9,6
gETKA
44 1-6 4 4 - 2
45 1-7 4 4 - 4
3276 1-6 <2 — (4% <2 - 2f
3278 1-6 4 2 - 4f
3280 1-6 <2-(4% <2 - 2
4324 1-6 2-(4% 4 - 4
Média 6,2

 Periodo de excregdo viral nas secre¢des nasais;

® Titulos expressos como a reciproca da maior dilui¢do do soro capaz de prevenir a replicagdo viral na técnica de
soroneutralizacdo utilizando uma concentragdo viral de 200 DICCsyy ;

“Nio testados;

4Excregdo viral intermitente;

¢ Titulos expressos como a reciproca da maior diluigdo do soro capaz de prevenir a replicagdo viral na técnica de
soroneutralizacdo utilizando uma concentragdo viral de 100 DICCsy;

" Titulos de anticorpos testados referentes ao dia 7 pos- Dx;
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Quadro 2- Deteccio do DNA viral por PCR durante a infec¢iao latente no encéfalo dos
bezerros inoculados com os recombinantes e a cepa parental do BoHV-5.

Secgdes do encéfalo®

Grupo Animal BO CA CVL TG PO TAL Positivos / Total
349 + + + + + + (6/6)
SV-507/99 381 + + + + - + (5/6)
4325 + + + - + (4/6)
42 - + - - - - (1/6)
99 - - - - - - (0/6)
gEA 363 - - - - - + (1/6)
3283 - - - - - - (0/6)
3294 - - - - + - (1/6)
95 - - - - - - (0/6)
327 - - - - - - (0/6)
TKA 372 - - - - - - (0/6)
4322 - - - - - - (0/6)
44 - - - - - - (0/6)
45 - - - - - - (0/6)
ETKA
& 3280 - - - .- - (0/6)
4324 - - - - - - (0/6)
*BO: bulbo olfatério; CA: cortex anterior; CVL: cortex ventro-lateral; TG: ginglio trigémeo; PO: ponte; TAL:
talamo.
® Presenca de DNA viral;

¢ Auséncia de DNA viral;
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Fig. 1. Excregdo viral nas secre¢des nasais durante os 14 dias pds-inoculacdo. As
médias diarias dos titulos virais estdo expressas em log ;o DICCsy/ml (doses infectantes
para 50% dos cultivos celulares).
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