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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ABLAQAO CIRURGICA DOS BULBOS OLFATORIOS EM COELHOS: MODELO
PARA ESTUDOS DE PATOGENIA DE INFECCOES POR VIRUS
NEUROTROPICOS
AUTORA: ERIKA TOLEDO DA FONSECA
ORIENTADOR: ALEXANDRE MAZZANTI

Santa Maria, 21 de dezembro de 2006.

Coelhos tém sido utilizados como modelo para odestla neuropatogenia da infec¢éo pelo
herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5), um importantemrig de doenca neuroldgica em bovinos.
O sistema olfatério tem sido apontado como a pradaiia de acesso do virus ao cérebro apos
replicacdo na cavidade nasal. Para investigar artdpcia da via olfatoria na patogenia da
infecc@o neurologica pelo BHV-5, foi elaborada al@da técnica operatoria de craniotomia
transfrontal para remocdo dos bulbos olfatérios BQlefinindo-se as 6&rbitas como
referéncia anatbmica&oram utilizados 45 coelhos com 30 a 40 dias ddeidaendo 23
submetidos a ablagéo cirargica dos BOs e postegiateninoculados pela via intranasal (IN)
ou no saco conjuntival (IC) com o BHV-5. Apos iri@s de pele, tecido subcutédneo e
periosteo, a craniotomia foi realizada em um pa@goidistante entre os cantos mediais dos
olhos, com uma broca sulcada de 3mm acoplada garhaatriz elétrica de baixa rotacéo. A
remocao dos BOs foi realizada com uma sonda ur&Bahcoplada a um aspirador. O estudo
macroscopico de trés animais ap0s a cirurgia covoprgue o procedimento foi eficiente na
remocao total dos BOs. Isso também foi comprovaaa ipterrupcéo do acesso do virus ao
cortex cerebral: apenas um animal (1/11 ou 9,1%ympo submetido a ablacdo dos BOs
com inoculagcéao IN desenvolveu enfermidade neurcigiontra 100% (10/10) dos coelhos
controle. Conclui-se que a técnica de craniotomaamstfrontal utilizando a orbita como
referéncia anatdomica permite o acesso adequaddqual&acao e remoc¢ao dos BOs e pode
ser utilizada em estudos de patogenia de infecpdesvirus neurotropicos que exijam a

interrupcdo completa da via olfatéria.

Palavras-chave: herpesvirus bovino tipo 5, BHV-5, bulbo olfatéricirurgia, modelo

experimental, coelhos.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
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Universidade Federal de Santa Maria

SURGICAL ABLATION OF THE OLFACTORY BULB IN RABBITS: A MODEL TO
STUDY THE PATHOGENISIS OF NEUROTROPIC VIRUS INFECTI ONS.
AUTHOR: ERIKA TOLEDO DA FONSECA
ADVISER: ALEXANDRE MAZZANTI
Santa Maria, December, 212006.

Rabbits have been used as animal models to stedgathogenesis of neurological infection
by bovine herpesvirus type 5 (BHV-5), an importagent of meningoencephalitis in cattle.
The olfactory system has been implicated as the pathway for the virus to reach the brain
after replication in the nasal mucosa. To investighe role of the olfactory route in the
pathogenesis of neurological infection, a technigbigansfrontal craniotomy for ablation of
the main olfactory bulbs (MOBS), using the eyethasanatomic reference was developed and
evaluated. Using this technique, twenty three 3@sadd rabbits were submitted to surgical
ablation of the MOBs and subsequently inoculateth ldHV-5. After skin, subcutaneous
tissue and periosteum incisions, the craniotomy pexformed in a point equidistant to the
medial corner of the eyes, with a 3 mm drill codpk® a low intensity elyptic drilling
machine. The removal of the MOB'’s tissue was pemtat by using a number 6 uretral probe
coupled to a surgical vaccum pump. The anatomiereetes used were appropriate in
allowing an adequate and easy access to the MOBstoNsy performed in three animals
after the surgery demonstrated that the surgicatqmure was efficient in completely
removing the MOB tissue. This was also demonstratethe interruption of the access of the
virus to the brain after intranasal inoculationiyoane animal (1/11) in the bulbectomized
group developed neurological infection and diseagminst 100% (10/10) of the control
group. The transfrontal craniotomy using the eyetha anatomical reference allowed for an
adequate access for localization and removal oMBs in rabbits. This techique may be
used in studies of viral pathogenesis requiring ¢henplete interruption of the olfactory

connection to the brain.

Key words: vaccines, bovine herpesvirus type 1, BoHV-1, bovim&al diarrhea virus,

(BVDV), experimental model, guinea pigs.
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1. INTRODUCAO

O sistema olfatorio localiza-se na parte mais abstio encéfalo e compreende os
Bulbos Olfatoérios (BOs) e os nervos olfatorios,cseresponsavel por proporcionar a sensacao
de odor (CHRISMAN, 1985). As terminacfes sensor@fatérias estdo distribuidas pelo
epitélio da membrana mucosa da concha nasal. Agaséblfatérias formam um plexo na
submucosa e sdo agrupadas em numerosos nervosiggarpatraves das aberturas na placa
crivosa do osso etmoide como nervos olfatériosagdiras nervosas terminam fazendo
sinapse com neurdnios dos bulbos olfatérios pmojietese dentro do hipotalamo e em outras
partes do sistema limbico para produzir uma reaposmportamental apropriada ao olfato
(regulacdo do consumo de alimentos, comportamentaterno, sexual e social)
(GANDELMAN et al., 1972; LEONARD, 1972; SEEGAL & INENBERG, 1974; GETTY,
1975; MEGUID et al., 1997; GONZALEZ-MARISCAL et aR003).

Varios virus animais se utilizam de fibras nervgsas se disseminar a partir dos sitios
de replicacéo primaria e atingir o Sistema Nerv@satral (SNC). Esse tipo de disseminacéo
viral foi inicialmente demonstrado por Pasteur parairus da raiva e, posteriormente para
outros virus. Dentre os virus animais que utilizamia nervosa para invadir o encéfalo e
causar doenca neuroldgica se incluem o herpedwiniso tipo 5 (BoHV-5), o virus da doenca
de Aujeszky (PRV), o herpesvirus equino (EHV), muyida raiva e os virus da encefalite
eguina venezuelana (VEEV). (STROOP et al., 1984BEKAet al., 1994; CARD et al., 1994;
LEE et al., 1999).

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) € um imporéartrus de bovinos e tem sido
associado a surtos de meningoencefalite de re@esiseconémicas significativas. A
patogenia da infeccdo neurolégica pelo BoHV-5 era replicacdo primaria na mucosa
respiratoria seguida pelo transporte do virus agdade fibras nervosas até o SNC. A partir
dai, o virus se dissemina, replica e produz infeegdurolégica (LEE et al., 1999). Duas vias
nervosas principais tém sido implicadas no trantspiw virus até o encéfalo: a via trigeminal,
através de ramos sensoriais do nervo trigémeoyia alfatoria, através das fibras dos nervos
olfatérios que inervam a mucosa olfatoria (CARDaét 1994; BABIC et al.,, 1994). A
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importancia de cada uma destas vias na patogeniafelecdo tem sido objeto de varios
estudos, pois pode fornecer importantes informaadesca da habilidade do virus em utilizar
diferentes vias nervosas para se disseminar nonigrga. Neste sentido, a interrupcao
cirdrgica se constitui em uma abordagem objetiva pa determinar a real importancia destas
vias no transporte do virus até o encéfalo.

A neurocirurgia tem sido muito utilizada para oudst da patogenia de virus
neurotropicos. A neurectomia de fibras supostament®lvidas no transporte de virus tem
auxiliado no entendimento dos mecanismos e das wtidzadas por estes virus para se
disseminar pelo organismo. Em especial, a patogkniafec¢cdo aguda e latente pelo virus do
herpes simplex humano (HSV-1) tem sido estudada ooauxilio da neurocirurgia em
modelos animais (WALZ et al.,, 1974; PRICE & SCHMITZ978; HILL et al., 1983;
SHIMEID et al., 1987; CLEMENTS & SUBAK-SHARPE, 198BENSER et al., 1988).

A ablacéo cirurgica dos BOs (bulbectomia) tem tyidandes aplicabilidades no estudo
de aspectos fisiolégicos e comportamentais de shegerespécies animais. Ratos
bulbectomizados tém sido utilizados como modelo dipressdo psiquica (SONG &
LEONARD, 2005), em estudos comparativos dos efddfoguimicos e comportamentais da
depressao entre animais jovens e adultos (SLOTKI&l.£1999) e também na regulacéo do
consumo alimentar (MEGUID et al.,, 1997). A habildae comportamento materno em
coelhas e camundongas (GANDELMAN et al., 1972; GANZZ-MARISCAL et al., 2003)
além de ovelhas e cabras (BALDWIN & SHILLITO, 19ROMEYER et al., 1994) também
tem sido objeto de estudo com auxilio desta técarirceigica além do estudo da regeneracdo
axonal e sindptica em camundongos (GRAZIADEI et 40978), e canibalismo em
camundongos e hamsters (LEONARD, 1972; SEEGAL & BEBERG, 1974).

A via trigeminal de conexdo entre a mucosa nasakecefalo € composta pelas fibras
dos neurdnios pseudounipolares (ou bipolares) ¢ajasinacdes se distribuem sob a mucosa
respiratoria e cujos corpos neuronais se situangamglio trigémeo (GT). Além destas, as
fibras sensoriais do ramo oftalmico do nervo trigeigue se distribuem na mucosa do saco
conjuntival podem servir de via de transporte pavérus atingir o GT e dai se disseminar pelo
encéfalo (BABIC et al., 1994; CARD et al., 1994)aBordagem cirlrgica com o objetivo de

interromper esta via (nervo trigémeo) seria complexdificilmente resultaria na interrupcao
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completa das conexdes neurais que interligam egtaa ao encéfalo. Por isto optou-se, nesta
pesquisa, pela interrupgéo cirdrgica da via olfatfivulbectomia).

Embora a remocdo dos bulbos olfatérios (bulbectprmenha sendo largamente
utilizada, ndo h4, na literatura consultada, dedoriminuciosa desta técnica operatria em
coelhos. Logo, este estudo teve como objetivo dedesr e avaliar uma técnica de
bulbectomia total bilateral em coelhos medianteraniotomia transfrontal, tendo como

referéncia as Orbitas oculares.



2. CAPITULO 1

Ablacéo cirdrgica dos bulbos olfatdrios em coelhodvlodelo para estudos de patogenia de

infeccdes por virus neurotropicos.

Surgical ablation of the olfactory bulb in rabbiésmodel to study the pathogenesis of neurotropic

virus infections.

Erika Toledo da Fonsecd, Alexandre Mazzant?

'Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterindniagrsidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Santa Maria, RS, Brasil.
’Departamento de Clinica de Pequenos Animais (DCBB$M, Santa Maria, RS, Brasil. * Autor para

correspondéncia: E-mail: mazzal@smail.ufsm.br
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Ablacéo cirdrgica dos bulbos olfatorios em coelhodvlodelo para estudos de patogenia de
infeccdes por virus neurotropicos.
Surgical ablation of the olfactory bulb in rabbigsmodel to study the pathogenesis of neurotropic
virus infections.
Erika Toledo da Fonsetalexandre Mazzarfti.
RESUMO
Coelhos tém sido utilizados como modelo para odestla neuropatogenia da infeccéo pelo

herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5), um importantersg de doenca neurologica em bovinos. O sistema
olfatério tem sido apontado como a principal viaagesso do virus ao cérebro apos replicacdo na
cavidade nasal. Para investigar a importanciaaalfatoria na patogenia da infeccéo neuroldgita pe
BHV-5, foi elaborada e avaliada técnica operatdei@raniotomia transfrontal para remocao dos bulbos
olfatérios (BOs), definindo-se as érbitas comon&ieia anatbmicdoram utilizadog5 coelhos com
30 a 40 dias de idade, sendo 23 submetidos a aldmgégica dos BOs e posteriormente inoculados pel
via intranasal (IN) ou no saco conjuntival (IChto BHV-5. Apds incisdes de pele, tecido subcutaneo
e periésteo, a craniotomia foi realizada em umgeqtiidistante entre os cantos mediais dos olbas, ¢

uma broca sulcada de 3mm acoplada a uma perfuelitica de baixa rotacéo. A remocao dos BOs foi

! Programa de Pés-graduacédo em Medicina Veterifdnizersidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

Departamento de Clinica de Pequenos Animais (DCBAEM.

* Autor para correspondéncia: DCPA/CCR/UFSM. 97908 Santa Maria, RS. E-mail:
mazzal@smail.ufsm.br
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realizada com uma sonda uretral n°6 acoplada aspirador. O estudo macroscopico de trés animais
apos a cirurgia comprovou que o procedimento foiegfte na remocéao total dos BOs. Isso também foi
comprovado pela interrupcéo do acesso do virugexccerebral: apenas um animal (1/11 ou 9,1%)
no grupo submetido a ablacdo dos BOs com inoculdéesenvolveu enfermidade neurolégica, contra
100% (10/10) dos coelhos controle. Conclui-se qtéxmica de craniotomia transfrontal utilizando a
orbita como referéncia anatdbmica permite o acedsguado para localizacao e remocao dos BOs e pode
ser utilizada em estudos de patogenia de infeqodlesirus neurotropicos que exijam a interrupcao
completa da via olfatoria.

Palavras-chave:herpesvirus bovino tipo 5, BHV-5, bulbo olfator@rurgia, modelo experimental,

coelhos.

ABSTRACT

Rabbits have been used as animal models to stagyathogenesis of neurological infection by
bovine herpesvirus type 5 (BHV-5), an importantragd meningoencephalitis in cattle. The olfactory
system has been implicated as the main pathwahdovirus to reach the brain after replicationha t
nasal mucosa. To investigate the role of the afggbute in the pathogenesis of neurological itdec
a technique of transfrontal craniotomy for ablatidrthe main olfactory bulbs (MOBS), using the eyes
as the anatomic reference was developed and esdluasing this technique, twenty three 30 days-old
rabbits were submitted to surgical ablation ofM@Bs and subsequently inoculated with BHV-5. After
skin, subcutaneous tissue and periosteum incisibagraniotomy was performed in a point equidistan
to the medial corner of the eyes, with a 3 mm dollipled to a low intensity elyptic drilling mackin
The removal of the MOB'’s tissue was performed bggia number 6 uretral probe coupled to a surgical

vaccum pump. The anatomic references used were@mde in allowing an adequate and easy access
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to the MOBs. Necropsy performed in three animalsrahe surgery demonstrated that the surgical
procedure was efficient in completely removing @B tissue. This was also demonstrated by the
interruption of the access of the virus to therbedter intranasal inoculation: only one animal {/in

the bulbectomized group developed neurologicalctida and disease, against 100% (10/10) of the
control group. The transfrontal craniotomy using #yes as the anatomical reference allowed for an
adequate access for localization and removal oM@#s in rabbits. This techique may be used in

studies of viral pathogenesis requiring the conegletierruption of the olfactory connection to thiaib.

Key words: bovine herpesvirus 5, BHV-5, olfactory bulbs, smg experimental model, rabbits.

INTRODUCAO

O sistema olfatorio desempenha funcbes importangedisiologia e comportamento dos
mamiferos. Além da importancia da sensacao de adifacdo também exerce influéncia na regulacao
do consumo de alimentos e interfere no comportarsdial, sexual e materno (GANDELMAN et al.,
1972; LEONARD, 1972; SEEGAL & DENENBERG, 1974; ME@Wet al., 1997; GONZALEZ-
MARISCAL et al., 2003). Os neurbnios receptoresidtema olfatorio localizam-se no epitélio olfabori
da mucosa nasal, onde seus dendritos estdo entocoota 0 meio externo. Esses neurénios emitem
numerosos filamentos, que em conjunto formam omelfatorio, e passam atraves de perfuracdes na
lamina cribriforme do osso etmoide convergindo meardulbos olfatorios (BOs) onde fazem sinapse
(FRISCH, 1967; LOHMAN & LAMMERS, 1967). Os axonidss neurdnios dos BOs conectam-se ao
coOrtex através do trato olfatorio, de onde projesgnpara varias regides do cérebro onde as sessacde
olfatorias sao processadas (JENKINS, 1978; BROADWHERB75; FRISCH, 1967). Os BOs de coelhos

possuem uma forma eliptica e localizam-se rostratienao encéfalo, em recessos do 0sso etmoide
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situados em cada lado da linha mediana (BROADWHBIZ5).

Virus neurotropicos como o do herpes simplex (H8")raiva (RV) e da pseudoraiva (PRV)
utilizam fibras nervosas que se distribuem na maoasal para invadir e replicar no sistema nervoso
central (SNC) causando doenca neurolégica (STRQ@P, €984; LAFAY et al., 1991; BABIC et al.,
1994). O herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) é unalaérpesvirus associado com meningoencefalite de
curso geralmente fatal em bovinos (ROIZMAN, 1992)exemplo de outros virus neurotropicos, o
BHV-5 parece utilizar as vias olfatoria e/ou trigeah para invadir o encéfalo a partir da cavidaaksah
Em coelhos utilizados como modelo, o BHV-5 ating®NC mais precoce e massivamente através da
via olfatéria, porém a via trigeminal também parementribuir para o transporte do virus
(CHOWDHURY et al., 1997; LEE et al., 1999; BELTRA@ al., 2000; DIEL et al., 2005). A
determinacé&o das vias de invasao viral do SNC dafmental para o entendimento da patogenia e para
a elaboracéo de estratégias de controle e/ou watande infeccdes herpéticas humanas e de animais.

A ablacao cirurgica dos BOs (bulbectomia) tem sitiizada para se estudar varios aspectos
fisioldgicos e comportamentais de animais, derdee® a habilidade e comportamento materno em
coelhas e camundongas (GANDELMAN et al.,, 1972; GABNZZ-MARISCAL et al., 2003),
regeneracdo axonal e sinaptica em camundongos {(3R¥kI et al., 1978), regulacdo do consumo
alimentar em ratos (MEGUID et al., 1997) e candgrmab em hamsters e camundongos (LEONARD,
1972; SEEGAL & DENENBERG, 1974). A cirurgia tambgen foi utilizada para se estudar o
comportamento materno de ovelhas e cabras (BALD&SHILLITO, 1974; ROMEYER et al., 1994).

Apesar das diversas aplicabilidades desta inte@geaicirgica, ndo ha padronizacéo ou pontos
anatémicos de referéncia para realizacdo da téopemtoria. O presente estudo teve como objetivo

desenvolver uma técnica de craniotomia transfrquatied remocéo dos BOs de coelhos, utilizando-se as
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orbitas como referéncia anatdmica, avaliando o otz estudo da patogenia de infecgéo viral quanto
ao desenvolvimento de sinais clinicos neuroldgicos.

MATERIAL E METODOS

Animais e desenho experimental

O estudo foi desenvolvido no laboratério de Cirafgkperimental e no Setor de Virologia da
Universidade Federal de Santa Maria. Foram utitigabelhos da raca Nova Zelandia, machos e fémeas,
recém- desmamados, com idade entre 30 e 40 disange entre 700g e 1,1kg. De um total de 45
coelhos, 23 foram submetidos a bulbectomia; os epeamaneceram como controles (22). Seis dias
apos a intervencdo cirdrgica, os animais bulbedadus e os controles foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos cada e inoculadood®HiV-5 pela via intranasal (IN) ou conjuntival
(1C).
Pré-operatdrio e procedimento cirdrgico

O pré-operatério constou de jejum alimentar de Beias. Como medicacdo pré-anestésica
utilizou-se cloridrato de cetamihg25mg/kg) associado ao cloridrato de xilaZin®mg/kg),
administrados pela via intramuscular. A tricotofolarealizada na regido frontal da cabeca, estatwen
se caudalmente desde o focinho até a base daasrelh

Canulou-se a veia marginal de uma das orelhas atetec n°® 24 e por esta via administrou-se
ampicilina s6dica(20mg/kg) como terapia antibiética profilaticawedyfanof como terapia analgésica
(0,2mg/kg). A anestesia foi mantida com cloridrdéocetamina (10mg/kg) associado ao cloridrato de
xilazina (3mg/kg) por esta via. Apds o posicionatoem decubito esternal, procedeu-se a antissepsia
da regido tricotomizada, observando-se a sequé&bcim-iodo-alcool. Em seguida a pele, tecido
subcutaneo e peridsteo sofreram duas incisde®f@mahiciadas a aproximadamente 0,5cm dorsal ao

canto lateral dos olhos e estendidas ventralmtartainando a 0,5cm do canto medial. Em seguida, as
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incisbes foram unidas ventralmente por outra trawrss, tornando-a em forma de “U”. A craniotomia
foi realizada na linha mediana, em ponto equidistantre os cantos mediais dos olhos, com a gfii@za
de uma broca sulcada de 3mm, acoplada a uma pedweketrica de baixa rotacdo. Posteriormente
procedeu-se a remocédo dos BOs por aspiracao.d2atautilizou-se uma sonda uretral n°6 acoplada a
um aspirador, inserida na abertura em angulo dat8G@ingir o assoalho da cavidade craniana edaovi
rostralmente até atingir o limite caudal da caveladsal. Apos a aspiracdo completa dos BOs, o
periosteo e a pele foram aproximados individualeeaim sutura isolada simples, empregando fio
mononailon 5-0. No periodo pés-operatorio foi adstiada dexametason@mg/kg), via intravenosa

e em dose Unica, e procedeu-se a limpeza diafexida cirdrgica até a retirada dos pontos de gels,
dias apds a intervencao cirdrgica. Os animais faramsferidos para o Setor de Virologia no dia
seguinte, onde foram mantidos em alojamentos woket{quatro a seis animais) recebendo racéo
comercial balanceada e agadilibitum.

Virus, inoculacdo e monitoramento clinico.

Seis dias apés o0 ato operatoério, 0s animais bullmezados (n=23) e os controles (n=22) foram
distribuidos em dois grupos cada e inoculados c&id\é-5, de acordo com a tabela 1. Grupo A (n=11):
bulbectomizados, inoculados pela via intranasat @iupo B (n=12): bulbectomizados, inoculados pela
via conjuntival (IC); grupo C (n=10): controlesithsubmetidos ao procedimento), inoculados pela via
IN; grupo D (n=12): controles, inoculados pela #@aOs animais foram inoculados com 1ml do
sobrenadante de cultivos celulares infectados comaepa brasileira do BHV-5 (SV-507; DELHON
et al., 2003), contendo 4®loses infectantes para 50% dos cultivos (QiP). Apds a inoculacéo, os
coelhos foram monitorados clinicamente com trésmbgdes diarias de uma hora cada, durante 20 dias.
As taxas de morbidade, mortalidade e o curso olidgécenfermidade neuroldgica (depresséo, bruxismo,

opistotono, andar em circulos e convulsdes) nasasidos diferentes grupos foram registrados e
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comparados. Em um experimento piloto, trés anifeazén submetidos a intervencéo cirdrgica e dois
dias apos foram submetidos a eutanasia e necrgpsaaverificar se o procedimento fora eficaz na
remocao total dos BOs. Todos os procedimentos soanimais foram realizados estritamente de acordo
com as normas do COBEA (lei nimero 6.638 de 8 de deal1979).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacao das 6rbitas como referéncia anatorpara a craniotomia transfrontal demonstrou
ser adequada para a localizacdo e acesso aos blfitdsios (BOs) (Figura 1). A técnica operatoria
mostrou-se efetiva e de facil execu¢cdo, com um ¢eomairgico que variou de 15 a 35 minutos por
animal. A realizac&o datervencdao cirurgica preliminarmente em trés aoglipara a padronizacao da
técnica, com necropsias realizadas posteriormeetapnstrou que o tecido dos BOs foi totalmente
removido pelo procedimento. A remoc¢ao dos BOs tes@m cavidades bilaterais, alongadas, situadas
entre a lamina crivosa do 0sso etmoide e o encéfalo

Os BOs de coelhos possuem forma eliptica (defipédia cavidade onde se encontram alojados)
e séo constituidos de tecido mole que fragmentaei#enente ao ser manipulado ou contido por pincas
ou outros instrumentais cirurgicos. Por isso oepela aspiracéo do tecido, utilizando-se umaasond
uretral acoplada a um aspirador. Pela utilizac&modda também evitou-se de efetuar uma abertuca mai
na caixa craniana, como relatada anteriormente TBO et al., 2000). Além de resultar em trauma
menor, a abertura limitada realizada com a brotmda de 3mm de diametro, foi suficiente para a
introducéo da sonda e aspiracao dos BOs (Figurspdps a remocao/aspiracdo da massa principal dos
BOs, procedeu-se a aspiracdo cuidadosa do assalbavitlade, para remover restos teciduais que
eventualmente tenham ficado aderidos a lamina 68seaedimento semelhante, porém utilizando

pipetas depasteur foi utilizado para estudar o efeito da remocéao lldbos olfatérios acessorios no
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comportamento materno em coelhas primiparas. Adgariilizada, no entanto, ndo foi descrita em
detalhes (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003).

O periodg0s-operatério decorreu sem maiores ocorrénciascddgtho removeu a sutura de pele
no terceiro dia de pos-operatorio, tendo a cicatép ocorrida por segunda intencdo. Nos animais
restantes, a sutura de pele foi removida entread@e sexto dia de pés-operatério. Durante ovater
de seis dias antes da inoculacéo do virus, nenhimakevidenciou sinal de dor ou desconforto como
apatia, inapeténcia ou hipersensibilidade na fecid@rgica; o consumo de racéo ficou levemente
aumentado, o0 mesmo sendo observado com relacdonsonco de agua. Nao foram observadas
alteracbes de comportamento (ex:canibalismo) atalsiente observadas em outras espécies submetidas
a bulbectomia (LEONARD, 1972; SEEGAL & DENENBERG&)74). No trabalho realizado por
BELTRAO et al. (2000), foi observada alteracdo dtetsidade alimentar, com alguns animais
bulbecomizados alimentando-se de pedacos de p#zeldos para forrar as gaiolas. Por essa razao no
presente experimento evitou-se deixar qualquerriaka® acesso dos animais, com excecao do alimento
e agua.

Pelo numero limitado de animais que se dispunha feidpossivel reservar-se um grupo de
coelhos bulbectomizados sem inoculacéo do virge §sIpo serviria para se avaliar possiveis atiesac
clinicas causadas por complicacbes (infeccdes/gsocenflamatorio) neuroldgicas derivadas do
procedimento cirdrgico e complicacfes pos-cirugicaom o decorrer do experimento esse grupo
controle demonstrou ser desnecessario, pois osenim grupo A (bulbectomizados e inoculados) ndo
apresentaram quaisquer complicacdes pos-cirurgi@asnico animal desse grupo que apresentou
alteracbes foi o que desenvolveu enfermidade n@gioal caracteristica da infeccao pelo BHV-5,
confirmada pelo isolamento do virus do cérebro (dEal., 2005). Portanto, o procedimento cirurgico

e remocao dos BOs em si ndo resultaram em com@éstajteracoes clinico-patoldgicas detectaveis.
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A remocao total do tecido dos BOs e a consequeteeupcao da via olfatoria constituem-se em
pontos criticos para a utilizacdo desses animaigestodos virologicos dessa natureza. Em trabalho
anterior, varios coelhos submetidos a ablacédo das &inoculados com o BHV-5 desenvolveram
infeccdo neuroldgica com periodo de incubacgéo socdlinico compativel com a invasao pela via
olfatoria (BELTRAO et al., 2000). Como a técnicélizada naquele estudo n&o foi posteriormente
avaliada para assegurar-se da remocéao total doseBidgvavel que a remocéao tenha sido parcial, sem
interrupcdo da conexdao olfatoria entre o epitélfatdrio e o encéfalo (BROADWELL, 1975). A
integridade, pelo menos parcial dessa conexaoapetmente tenha servido para o BHV-5 invadir o
cérebro e causar doenca neurolégica nos animalsT@&&O et al., 2000; DIEL et al., 2005). Da mesma
forma, tem sido demonstrado que interrupcdes daN@oria através de neurectomia podem ser
seguidas de regeneracao neuronal e reconstitug@macervosa em camundongos recém-nascidos
(GRAZIADEI et al., 1978). Essas observacdes tamjostificam a estratégia para a interrupcéo da via
olfatdria utilizada no presente experimento, oa,s&eyemocao completa dos BOs. A regeneracao da via
olfatéria a partir das extremidades neurais prokardistal produzidas pelo procedimento utilizaglo,
em curto espaco de tempo, seria altamente imprbvave

No presente estudo, os resultados da inoculac&HY65 indicam que a interrupcao da via
olfatéria foi completa, impedindo o virus de invaalicérebro por essa via (DIEL et al., 2005). Gani
animal bulbectomizado que desenvolveu doenca ragical (1/11) apresentou sinais clinicos tardios
(17 dias pos-inoculacéo), ao contrario dos coegroBo-bulbectomizados que apresentaram periodo de
incubacédo meédio de 7,5 dias. O longo periodo débangdo da infec¢do neuroldgica nesse animal indica
que o virus invadiu o cérebro por outra via, queanalfatoria. Para assegurar-se disso, realizaumse
experimento adicional, no qual coelhos bulbectodozggrupo B) ou ndo (grupo D) foram inoculados

com o BHV-5 pela via conjuntival (Tabela 1). A fieptao do virus na mucosa conjuntival é seguida de
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transporte do BHV-5 pelo ramo oftdlmico do nervigémeo ao cérebro, resultando em doenca
neuroldgica de curso tardio (CHOWDHURY et al., T9BELTRAO et al., 2000). Corroborando esse
achado, os animais inoculados pela via conjungraipos B e D) apresentaram periodo de incubacgéo
e curso semelhantes ao animal do grupo A (Tabel&rh)resumo, tanto os achados da necropsia
realizada em alguns animais bulbectomizados, carazibados viroldgicos indicam que a técnica foi
efetiva na interrupgéo completa da via olfatoresds resultados permitem a recomendacdo dessatéecni
para estudos que necessitem a interrupcéo dafatare para estudos de patogenia de infeccbes por
virus neurotrépicos. Estudos em andamento visarteeriipcdo das duas vias principais de acesso ao
cérebro (olfatéria e trigeminal), a fim de inveatige vias alternativas de acesso (e.g. outras vias
nervosas ou via hematogena).
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Tabela 1. Tratamentos e resumo do curso clinicoaathos submetidos ou nao a bulbectomia e

inoculados com o herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5).

Grupo Tratamento Viade Numero  Doenca neuroldgica Inicio dos sinais
inoculacad N (%) dp® (média)
A Bulbectomia IN 11 1(9,1%) 17
B Bulbectomia IC 12 10 (83,3%) 9-15 (12,7)
Controle IN 10 10 (100%) 5-10 (7,5)
D Controle IC 12 10 (83,3%) 11-20 (15,3)

4N:intranasal; IC:conjuntival.

® Dias p6s-inoculagéo.
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Figura 1: Vista frontal da cabec¢a de um coelho randb o local da inciséo de pele (linha) e o local

da craniotomia (ponto)
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Figura 2a: Corte sagital da cabeca de um coelhmatito & ablacdo cirtrgica dos bulbos olfatorios.
Observa-se o local da craniotomia e da cavidadss arupada pelos bulbos olfatorios
(seta).

Figura 2b: Desenho esquemético do corte sagitehldaca de um coelho submetido a ablacdo
cirdrgica dos bulbos olfatérios. Observa-se o loe@atraniotomia e da cavidade antes

ocupada pelos bulbos olfatorios (seta).
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