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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

HERPESVIRUS BOVINO TIPOS 1,2 E 5: SENSIBILIDADE A ANTIVIRAIS IN
VITRO, PATOGENIA E TERAPEUTICA EXPERIMENTAL EM COELHOS
AUTOR: RENATA DEZENGRINI
ORIENTADOR: EDUARDO FURTADO FLORES
Santa Maria, 16 de dezembro de 2009.

Aspectos da patogenia da infec¢do neurologica pelo herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) e terapias
experimentais contra 0 BoHV-1 e BoHV-5 foram estudados in vitro e em coelhos inoculados. O
capitulo 1 relata a investigagdo do papel do 6xido nitrico (NO), um componente da imunidade inata
contra patogenos, na doenga neurologica produzida pelo BoHV-5 em coelhos. Espectrofotometria para
os produtos de degradacdo do NO revelou um aumento significativo nos seus niveis em varias regides
do encéfalo de coelhos infectados (F(4, 40)=3.33; P<0,02). A quantificacdo do NO no encéfalo nos
dias seguintes a inoculacdo viral revelou um aumento gradativo (F(12, 128)=2.82; P<0,003),
correlacionado temporal e espacialmente com a invasdo e disseminagdo viral, e precedendo o
desenvolvimento de sinais neurologicos. Sugere-se, assim, que a producdo aumentada de NO em
resposta a infecgdo possa participar da patogenia dessa doenga neurologica. No capitulo 2, investigou-
se a atividade de trés farmacos antivirais frente a0 BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5 in vitro pelo teste de
reducdo do nimero de placas. O Aciclovir foi moderadamente ativo frente aos trés virus; o
Ganciclovir apresentou atividade moderada frente ao BoHV-2 e, em menor grau, contra o BoHV-5,
sendo ineficaz frente ao BoHV-1. O Foscarnet (PFA) apresentou a atividade antiviral mais
pronunciada, sendo o tinico farmaco que, na concentracdo de 100 pg/mL, inibiu completamente a
produgdo de placas pelos trés herpesvirus bovinos. No capitulo 3, investigou-se a atividade do PFA
em coelhos inoculados com o BoHV-1 ou BoHV-5. Coelhos inoculados com o BoHV-5 e tratados
com 100 mg/kg do PFA apresentaram indices de mortalidade (11/22; 50%) estatisticamente inferiores
aos controles ndo-tratados (21/22; 93,7%) (P<0,0008). Uma redugdo significativa no titulo médio de
virus foi observada no dia 3 pi, pico da excre¢ao viral [F(9,108) = 2,23; P<0,03]. Em coelhos
inoculados no saco conjuntival com o BoHV-1 e tratados com o PFA, foram observadas redugdes na
excrecdo viral, na frequéncia, severidade comparando-se com o grupo controle. O periodo de
incubagdo prolongado e a redugdo na duragdo do curso clinico no grupo tratado foi significante
(P<0,005 e P<0,04, respectivamente). A atividade antiviral do PFA in vivo contra o BoHV-1 e BoHV-
5 abre a perspectiva para outras terapias experimentais. No capitulo 4, investigou-se o efeito da
inibi¢ao da isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS), associada ou ndo ao tratamento
com o PFA, na infec¢do neuroldgica pelo BoHV-5 em coelhos. Grupos de coelhos inoculados com o
BoHV-5 foram tratados com o inibidor da iNOS aminoguanidina (AG); com PFA; com ambos os
farmacos; ou ndo receberam tratamento. Os indices de morbidade e mortalidade foram de 100% (6/6)
nos grupos AG e controle; 66,7% (4/6) no grupo PFA e 83,3% (5/6) no grupo AG+PFA. O periodo de
incubagdo foi significativamente menor (P<0,05) e os sinais neuroldgicos foram mais precoces ¢
severos nos animais do grupo AG. Portanto, o tratamento com PFA reduziu a morbidade e mortalidade
associadas com a infeccdo pelo BoHV-5; o tratamento com AG resultou no agravamento € na
antecipacdo do quadro neurologico e no grupo tratado com ambos os farmacos observou-se um
desenvolvimento mais tardio dos sinais neurologicos. Esses resultados contribuem para o
conhecimento da patogenia da doenca neurologica pelo BoHV-5 e abrem perspectivas para estudos
adicionais de patogenia e terap€utica anti-herpesvirus.

Palavras-chave: oxido nitrico; iNOS; nNOS; BoHV-5; BoHV-1; coelhos; patogenia; antiviral;
Foscarnet; Ganciclovir; Aciclovir.
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Aspects of bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) pathogenesis and experimental therapies against BoHV-1
and BoHV-5 were investigated in vitro and in inoculated rabbits. In chapter 1, we investigated the role
of nitric oxide (NO), a component of innate immunity against pathogens, in the neurological disease
by BoHV-5 in rabbits. Spectrophotometry for NO products revealed that NO levels were significantly
increased in several regions of the brain of rabbits with neurological disease [F(4, 40)=3.33; P<0.02].
Quantification of NO levels in the brain at different time points after virus inoculation revealed a
gradual increase [F(12, 128)=2.82; P<0,003], correlated spatially and temporally with virus
dissemination within the brain and preceding the development of neurological signs. Thus, we propose
that the overproduction of NO in the brain of BoHV-5-infected rabbits may participate in the
pathogenesis of neurological disease. In chapter 2, the activity of three anti-herpetic drugs was tested
against BoHV-1, BoHV-2 and BoHV-5 in vitro by plaque reduction assay. Acyclovir was moderately
active against the three viruses; Gancyclovir was moderately effective against BoHV-2, and to a lesser
extent against BoHV-5, being poorly active against BoHV-1. Foscarnet (PFA) exhibited the most
pronounced antiviral activity, being the only drug that, at the concentration of 100 ig/mL, completely
inhibited plaque formation by all three viruses. In chapter 3, we report the activity of PFA in rabbits
inoculated with BoHV-1 or BoHV-5. Rabbits inoculated with BoHV-5 and treated with 100 mg/kg of
PFA presented mortality rates (11/22 or 50%) statistically lower than non-treated controls (21/22 ou
95.4%) (P<0.0008). A significant reduction in the mean virus titers was observed at day 3 pi, the peak
of virus shedding [F(9,108) = 2,23; P<0.03]. Reduction in virus shedding, frequency, severity and
duration of ocular signs were also observed in rabbits inoculated with BoHV-1 into the conjunctival
sac, comparing to the controls. The prolonged incubation period and the reduction in the duration of
the clinical course of the PFA-treated group was significant (P<0.005 and P<0.04, respectively).
Therefore, the activity of PFA in vivo against BoHV-1 and BoHV-5 may be exploited in further
experimental therapies. In chapter 4, we investigated the effect of the inhibition of the inducible
isoform of nitric oxide synthase (iNOS), associated or not with PFA treatment, on neurological
infection by BoHV-5 in rabbits. Groups of BoHV-5-inoculated rabbits were treated with the iNOS
inhibitor aminoguanidine (AG); with PFA; with both drugs; or maintained as virus controls. Morbidity
and mortality rates were 100% (6/6) in the groups AG and CV, 66.7% (4/6) in the group PFA and
83.3% (5/6) in the group AG+PFA. The incubation period was significantly lower (P<0.05) and the
onset of neurological disease occurred earlier and was more severe in the group AG. These results
demonstrate that treatment with PFA reduced morbidity and mortality rates associated to BoHV-5
infection, that AG treatment anticipated the development of neurological signs, and that the
development of neurolocial disease was delayed in the group treated with both drugs. Taken together,
these results contribute to the knowledge of the pathogenesis of BoHV-5 neurological disease and
pave the way for other experimental pathogenesis and therapy studies.

Keywords: nitric oxide; iNOS; nNOS; BHV-5; rabbits; pathogenesis; antiviral activity; Foscarnet;
Gancyclovir; Acyclovir.
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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2) e 5 (BoHV-5) sdo classificados na
subfamilia Alphaherpesvirinae, e produzem perdas econdmicas em rebanhos atingidos por
diminuir os indices produtivos e reprodutivos e causar mortalidade de animais (ROIZMAN et al.,
1992; FRANCO; ROEHE, 2007). Essas infeccdes ocorrem com frequéncia em rebanhos
brasileiros (WEIBLEN et al., 1989; SALVADOR et al., 1998; COLODEL et al., 2002; RISSI et
al., 2006; SILVA et al., 2007). O BoHV-1 ¢ associado a varias manifesta¢des clinicas, incluindo
aborto, doenga respiratoria, genital e eventualmente neurologica (SILVA et al., 2007). Ja o
BoHV-2 produz mamilite herpética e o BoHV-5 ¢ associado a enfermidade neurologica de curso
geralmente fatal em bovinos jovens (VOGEL et al., 2003; FRANCO; ROEHE, 2007). Esses virus
tém sido alvo de estudos de patogenia, pela importancia sanitaria e econdmica das infecgdes para
rebanhos bovinos. Nesses estudos, coelhos tém sido utilizados como modelo experimental, pois
quando inoculados pela via intranasal com o BoHV-5 apresentam doenga neurologica, e pela via
conjuntival com o BoHV-1 desenvolvem sinais oculares semelhantes aos observados em bovinos
(ROCK; REED, 1982; SILVA et al., 1999; CARON et al., 2002).

A doenca neurologica produzida pelo BoHV-5 em coelhos e em bovinos nem sempre ¢
acompanhada de deteccdo abundante de antigenos no encéfalo e lesdes histopatologicas, que
justificassem a severidade das manifestagdes clinicas (RISSI et al., 2006). Por isso, acredita-se
que outros mecanismos possam estar envolvidos na producdo de sinais neurologicos durante a
infec¢do por esse virus (FLORES et al., 2009).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ sintetizado por trés isoformas da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), e regula fungdes fisiologicas, como a condugdo de estimulos nervosos e vasodilatacao,
além da imunidade inata contra patogenos (PACHER et al,, 2007). Embora a atividade
antimicrobiana do NO contra fungos e bactérias seja bem documentada e a atividade antiviral
dessa molécula in vitro seja comprovada para o herpes simplex humano tipo 1 (HSV-1)
(AKAIKE; MAEDA, 2000), a ocorréncia de toxicidade durante a infeccdo por virus
neurotropicos tem sido relatada (KOPROWSKI et al., 1993; ZHENG et al., 1993; FUJII et al.,
1999; AKAIKE; MAEDA, 2000; UBOL et al., 2001; MEYDING-LAMADE et al., 2002).
Quando sintetizado em excesso, o0 NO pode produzir neurotoxicidade e disfungdo neuronal,

sendo associado a diversas patologias (SPARROW, 1994; PACHER et al., 2007). Durante a
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infeccdo pelo HSV-1, a resposta inflamatéria intensa ¢ implicada no desenvolvimento da
encefalite fatal em camundongos (LUNDBERG et al., 2008). Essa resposta inflamatoria nao ¢
suficiente para impedir a progressdo da encefalite, e a presenca de estresse oxidativo, relacionada
a expressao de iNOS, também tem sido demonstrada no encéfalo de camundongos infectados
(MARQUES et al., 2006; 2008). A toxicidade e participacdo do NO na patogenia de encefalites
virais ¢ atribuida a diminui¢ao da sintese de ATP e interferéncia com a sintese de DNA nas
células, S-nitrosilacdo de proteinas, além da modulacdo da resposta imune celular (AKAIKE;
MAEDA, 2000). Por esse motivo, o NO, produzido apods a estimulagdo da imunidade inata, ¢
uma molécula candidata & participagdo na neuropatogenia do BoHV-5. Nesse sentido, o
tratamento com inibidores da NOS, aliado a terapia antiviral, poderia elucidar a participagdao do
NO na patogenia dessa infecgao.

Dentre os farmacos que possuem acdo inibitéria sobre a replicacdo dos herpesvirus,
destacam-se os analogos de nucleosideos, como o Aciclovir (ACV) e Ganciclovir (GCV). Esses
farmacos sao ativados por fosfoproteinas virais - a timidina kinase (TK) ou a fosfotransferase
(UL97) - e inibem a replicagdo da cadeia nascente de DNA por impedir a adicdo de outros
deoxinucleotideos trifosfatos (REID et al., 1988; WHITLEY; ROIZMAN, 2001; COEN;
RICHMAN, 2007; HUSSEIN et al., 2008). O Foscarnet (PFA) ¢ um analogo sintético do
pirofosfato, e impede a conversao de nucleosideos a nucleotideos, consequentemente impedindo
que a DNA polimerase complete o seu ciclo catalitico (ERIKSSON et al., 1982; DE CLERCQ,
2001). O PFA se constitui em uma alternativa terapéutica para o tratamento de infecgdes por
mutantes do HSV-1, virus da varicela zoster (VZV) e citomegalovirus humano (HCMV)
resistentes ao ACV e/ou GCV (FIELD; BIRON, 1994).

Testes in vitro demonstraram resultados contraditorios sobre a atividade do ACV frente ao
BoHV-1 (THIRY et al., 1983; GLOTOV et al., 2004). O PFA inibiu a replicagdo do BoHV-1 em
células primarias (SCHWERS et al., 1980) e em células do cumulus co-cultivadas com embrides
bovinos (MARLEY et al., 2006). No entanto, a atividade desses antivirais frente ao BoHV-2 e ao
BoHV-5 in vitro ndo foi demonstrada. Além disso, ndo sdo relatados na literatura estudos in vitro
com o GCV ou ainda in vivo com o ACV, GCV e/ou PFA frente aos herpesvirus de bovinos.

Portanto, nesta tese ¢ relatada a investigacdo da participagdo do NO na patogenia do
BoHV-5 em coelhos inoculados; da atividade antiviral do ACV, GCV e PFA frente ao BoHV-1,
BoHV-2 e BoHV-5 in vitro; além de terapias experimentais contra 0 BoHV-1 e BoHV-5.
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2. CAPITULO1

Revisdo de literatura

A familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, abriga varios patogenos de
humanos e animais. Os membros dessa subfamilia apresentam virions com uma fita dupla e linear
de DNA com 135-138kb, nucleocapsideo icosaédrico envolto por envelope lipoprotéico, onde sdo
inseridas as glicoproteinas virais (ROIZMAN et al., 1992). Entre o envelope e o nucleocapsideo
encontra-se o tegumento, uma substancia amorfa que possui proteinas com fungdes regulatorias
importantes, e que serve como diferencial para os membros dessa familia (ROIZMAN et al.,
1992; COEN; RICHMAN, 2007). Os herpesvirus codificam diversas enzimas, como a timidina
quinasse (TK) e a DNA polimerase, que sdo alvos para farmacos antivirais (COEN; RICHMAN,
2007). Uma caracteristica importante dos membros dessa familia ¢ a capacidade de estabelecer e
reativar infecgdes latentes em seus hospedeiros, propriedade mais importante do ponto de vista de
controle da doenga (ROCK et al., 1994).

No género Simplexvirus, sio classificados os virus do herpes simplex humano (HSV-1 e
HSV-2), e o herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Este ¢ o agente da mamilite herpética, doenca
importante em rebanhos leiteiros (FRANCO; ROEHE, 2007). O HSV-1 e HSV-2 sdo associados
a lesdes nos labios e na boca (herpes simplex), conjuntivite, infec¢des genitais e, eventualmente,
o HSV-1 pode produzir encefalite (ROIZMAN et al., 1992; KENNEDY; CHAUDHURI, 2002).

Os herpesvirus bovino tipos 1 e 5 (BoHV-1 e BoHV-5), envolvidos em doenga
respiratoria, neuroldgica, sistémica e genital, sdo classificados no género Varicellovirus,
juntamente com o virus da varicela zoster (VZV) (ROIZMAN et al., 1992). O BoHV-5 produz
meningoencefalite ndo-supurativa geralmente fatal em bovinos jovens. Esse virus possui
semelhancas genéticas e bioldgicas com o0 BoHV-1.1 e BoHV-1.2, e foi anteriormente designado
BoHV-1.3 (ROIZMAN et al., 1992; BELKNAP et al.,, 1994). O BoHV-1 ¢ associado com
diversas manifestacdes clinicas, incluindo aborto, doenca sist€émica em bezerros, enfermidade
respiratoria (rinotraqueite infecciosa bovina, IBR) e genital (vulvovaginite e balanopostite

infecciosa, IPV ¢ IPB) (BAGUST; CLARK, 1972; BELKNAP et al., 1994).
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2.1 Herpesvirus bovino

A rinotraqueite viral bovina (IBR), produzida pelo BoHV-1.1, ¢ uma enfermidade
importante para rebanhos bovinos no mundo inteiro. Além de doenga respiratoria, esse agente ¢
responsavel aborto, conjuntivite e infecgdes sistémicas em neonatos. As infec¢des respiratorias
podem ser subclinicas ou ainda caracterizadas por febre, depressdo, anorexia, dispnéia,
taquicardia, tosse e descarga nasal, apresentando morbidade de até 100% e indices de mortalidade
frequentemente baixos (<5%). O BoHV-1.2 ¢ associado a doenca genital, produzindo a
vulvovaginite m fémeas e a balanopostite pustular infecciosa em machos infectados (IPV/IBV).
Essa doenca ¢ caracterizada por lesdes vesiculares que ulceram e sdo recobertas por material
fibrinoso, localizadas na vulva, pénis e prepucio de bovinos. Ambos os agentes apresentam-se
amplamente distribuidos no Brasil, com variacdes de prevaléncia entre 8§ e 82% (FRANCO;
ROEHE, 2007).

O BoHV-2 apresenta distribuicdo mundial, e no Brasil a infeccdo ¢ relatada desde a
década de 70 (ALICE, 1977). A prevaléncia de anticorpos de 24,5% indica a ampla distribuicao
deste agente em rebanhos bovinos de diferentes aptiddes no Estado do Rio Grande do Sul. Esse
agente ¢ associado a duas formas clinicas, a pseudo-lumpy skin disease e a mamilite herpética
bovina (BHM). A BHM ¢ caracterizada por lesdes vesiculares e erosivas nos tetos e uberes,
predispondo a mastites e reduzindo a producdo leiteira (GIBBS; RWEYEMAMU, 1977;
TORRES et al., 2009).

O BoHV-5 produz meningoencefalite geralmente fatal em bovinos jovens. Embora o
BoHV-1 também tenha sido implicado em doenga neuroldgica em bovinos, a grande maioria dos
casos da doenca ¢ associada ao BoHV-5 (SILVA et al., 2007). No Brasil existem relatos da
ocorréncia de surtos da infec¢do pelo BOHV-5 em vérios Estados, incluindo o Rio Grande do Sul
(RIET-CORREA et al., 1989; WEIBLEN et al., 1989), Mato Grosso (COLODEL et al., 2002),
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo (SALVADOR et al., 1998), Parana (CLAUS et al., 2000), Rio de
Janeiro (SOUZA et al., 2002) e Minas Gerais (GOMES et al., 2002). Acredita-se que esse virus
esteja amplamente distribuido entre os rebanhos bovinos do pais. Contudo, informagdes sobre
prevaléncia e distribuicdo geografica sdo escassas pela reatividade soroldgica cruzada com o
BoHV-1 (SOUZA et al., 2002).

O BoHV-5 possui a capacidade de infectar e replicar em células epiteliais e invadir o

sistema nervoso central (SNC) de bovinos, onde a infec¢do aguda produz a lise de neurénios e
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outras células (CHOWDHURY et al., 1997; LEE et al., 1999). O neurotropismo ¢ a
neuroinvasividade constituem-se em importantes propriedades desse virus, que utiliza as
terminagdes nervosas regionais para, via axonios, atingir os niicleos dos neuronios bipolares do
bulbo olfatério (via olfatéria) (LEE et al., 1999). Do bulbo olfatorio, o BoHV-5 se dissemina para
o SNC, onde o virus pode replicar e produzir lise ou estabelecer infec¢do latente (LEE et al.,
1999; CARON et al., 2002; PEREZ et al., 2002; VOGEL et al., 2003). Essa via ¢
preferencialmente utilizada pelo BoHV-5 durante a infec¢ao aguda (CHOWDHURY et al., 1997;
LEE et al., 1999). A via trigeminal também pode ser utilizada, pela qual o virus se dissemina para
os nucleos sensoriais da ponte, do bulbo e cerebelo; esta via parece ser mais importante para o
estabelecimento de infecgdes latentes (LEE et al., 1999; SILVA et al., 1999; BELTRAO et al.,
2000).

Em estudos de patogenia pelo BoHV-5 (MEYER et al., 2001) ou em surtos de infec¢do
natural em bovinos (RISSI et al., 2006) sdo relatadas lesdes como meningoencefalite necrosante
nao-supurativa, hemorragia e maldcia no SNC, hiperemia e edema nas meninges, ruptura da
neurdpila, infiltrado perivascular de células inflamatorias, corpusculos de inclusdo intranucleares
basofilicos em astrécitos e neurdnios, gliose focal ou difusa, necrose neuronal além de outras
alteracdes. O cortex anterior apresenta lesdes com maior frequéncia, seguido pelos nucleos da
base, talamo, mesencéfalo, ponte, bulbo, cortex parietal, cortex occipital, hipocampo e cerebelo
(RISSI et al., 2006).

Coelhos jovens tém constituido um modelo adequado para o estudo da infec¢do pelo
BoHV-5, podendo apresentar doenga neuroldgica aguda e fatal, ou ainda estabelecer infecgdo
latente ap6s a inoculacao experimental (SILVA et al., 1999; CARON et al., 2002; FLORES et al.,
2009). Durante a infeccdo aguda ou apods a reativagdo da infec¢do latente pela aplicagdo de
dexametasona pode-se observar sinais neurologicos semelhantes aos apresentados por bovinos,
caracterizados por depressao ou excitabilidade, tremores, incoordenagao, opistétono, convulsoes,
bruxismo, andar em circulos, dectbito lateral, e o dbito ocorre geralmente 24 a 72 horas apds o
inicio das manifestagdes clinicas (CARON et al., 2002; FLORES et al., 2009). A cinética de
replicacdo e distribui¢do do virus e a rapida manifestacdo de sinais sugerem que o virus atinge o
encéfalo principalmente pela via olfatéoria (LEE et al., 1999). No entanto, as alteragdes
histolégicas encontradas no encéfalo em casos agudos da doenga sdo geralmente leves,

caracterizadas por focos raros de meningite ndo-supurativa, infiltrado perivascular e gliose focal
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no cortex anterior ¢ hemisfério ventral (CHOWDHURY et al., 1997). Essas lesoes, associadas
com a detec¢do de antigenos do virus por imunoistoquimica, sdo pouco evidentes e nao sao
correlacionadas com a severidade da doenga aguda nessa espécie. Portanto, acredita-se que outros
mecanismos podem estar envolvidos no desenvolvimento dos sinais neurologicos agudos na
encefalite produzida pelo BoHV-5 em coelhos (FLORES et al., 2009).

A replicagdo litica dos virus no organismo ativa a resposta imune inata, com o objetivo de
prevenir que o ciclo replicativo seja completado e limitar a disseminagdo da infec¢do, até que a
imunidade especifica seja montada (BABIUK et al., 1996; BREDER et al., 1988). A resposta
inflamatoria contra virus no SNC ¢ mediada por macréfagos e células da glia, que liberam
citocinas como interferon (IFN) a e B, interleucinas (IL) 1 e 6 e fator de necrose tumoral o (TNF-
a), além de IFNy, constituindo a primeira linha de defesa do organismo. Os neurdnios também
podem sintetizar TNF-a e IL-1 (BREDER et al., 1988). As citocinas sdo fundamentais para a
diferenciagdo, amplificacdo e regulagdo da resposta imune. Os interferons estimulam linfocitos T
CD8+ (citotoxicos) e células natural killer (NK), que lisam células infectadas, enquanto que
outras citocinas ativam linfocitos T CD4+ (auxiliares), que liberam IFNy e promovem a sintese

de anticorpos pelos linfocitos B (BABIUK et al., 1996).

2.2 Oxido nitrico

Células eucariotas sintetizam 6xido nitrico (NO), uma molécula intercelular que em niveis
basais regula processos vitais como o fluxo sanguineo e a atividade neural (PACHER et al.,
2007). O NO ¢ um radical livre reativo que modula varias fungdes fisiologicas e é formado como
um subproduto durante a conversdo do aminoacido L-arginina em citrulina pela enzima o6xido
nitrico sintase (NOS) (PERSICHINI et al., 2006). Essa molécula ativa a guanilato ciclase soltavel,
que forma o GMP ciclico (¢cGMP), um segundo mensageiro em células como neurénios, células
da musculatura lisa, monoécitos e plaquetas, promovendo o relaxamento muscular e a
vasodilatagdo (PERSICHINI et al., 2006; PACHER et al.,, 2007). O ¢cGMP regula diversas
fungdes intracelulares e a ativagdo da guanilato ciclase soluvel € a principal via de transdugao de
sinais nas células induzidas pelo NO (PACHER et al., 2007). O NO compartilha vérias
propriedades com o oxigénio, como a afinidade pelo heme e outros grupos de ferro-enxofre. Essa
propriedade ¢ importante para a ativagdo da guanilato ciclase e a inativagdo do NO pela

hemoglobina (FELDMAN et al., 1993). A inativagdo do NO pelo heme da hemoglobina e/ou pela
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oxidagdo a nitrito e nitrato resulta na excrecao desses metabolitos pela urina (FELDMAN et al.,
1993). No meio extracelular, essa molécula reage com o oxigénio € com a agua para formar
nitrito (NO,) e nitrato (NOs). Esse fator, aliado aos baixos niveis detectados em amostras
bioldgicas, dificulta a mensuracdo de oOxido nitrico, que ¢ quantificado pela dosagem de
metabolitos estaveis produzidos pela sua oxidacdo, o nitrito e nitrato (MIRANDA et al., 2001).

Existem trés isoformas da enzima NOS, que diferem em propriedades bioquimicas,
estruturais, quantidade de NO produzida, distribuicdo, regulacdo e fun¢do. As isoformas
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) sdo constitutivas e possuem funcdes fisiologicas
importantes (McCANN et al., 1998; PERSICHINI et al., 2006; PACHER et al., 2007). A eNOS ¢
encontrada em células endoteliais € o NO produzido por ela regula o tonus e a adesdo de células
sanguineas circulantes. A nNOS ¢é expressa em neurénios e possui fun¢do na neurotransmissao e
plasticidade sinaptica. Os niveis de NO em condig¢des fisiologicas sdo 20 vezes mais elevados no
SNC do que na vasculatura, demonstrando sua importancia na regula¢do da atividade neuronal
(PACHER et al., 2007). Estudos demonstraram que uma redugdo na expressao de nNOS em areas
do SNC previamente a inflamagdo promoveria um aumento nos niveis do transativador de genes
fator nuclear kB (NF-xB) e de citocinas, que ativam a produgdo da isoforma induzivel da NOS
(iNOS) (PERSICHINI et al., 2006). A iNOS ndo ¢ detectada em condigdes fisiologicas, sendo
expressa em inflamacgdes por estimulo de citocinas, como o TNFa, IFN-a, IFN-B, IFN-y e a IL-
1B, em macrofagos, neutrofilos, células da microglia e astrocitos ou diretamente por componentes
microbianos (AKAIKE; MAEDA, 2000; PERSICHINI et al., 2006). A quantidade de NO
sintetizado pela iNOS ¢ 10 a 100 vezes superior a produzida pelas outras isoformas, ¢ induz
citotoxicidade em células infectadas por bactérias, protozoarios, virus ou em cé¢lulas tumorais
(McCANN et al., 1998; AKAIKE; MAEDA, 2000).

O NO difunde-se facilmente entre células e interfere no metabolismo celular pela
diminui¢do na sintese de ATP, interferéncia com a sintese de DNA, ou ainda pela toxicidade
seletiva de células infectadas por S-nitrosilagdo de proteinas (AKAIKE; MAEDA, 2000;
PACHER et al., 2007). Embora a atividade antimicrobiana do NO contra fungos e bactérias seja
bem documentada, efeitos opostos sdo relatados em infecgdes virais, como pelo virus da
influenza e por virus neurotropicos (AKAIKE; MAEDA, 2000).

A sintese em niveis elevados de NO pela iNOS por longos periodos permite a geracao de

peroxinitrito, responsavel por injaria tecidual oxidativa e nitrosilagdo de biomoléculas. Acredita-
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se que os efeitos toxicos durante as infec¢des por virus neurotropicos ocorram pela reagdo do NO
com radicais superoxido (O;"), produzindo peroxinitrito (ONOQO"), um radical livre que fragmenta
DNA, promove oxidagdo de lipideos e proteinas, regula a acdo de proteinas por S-nitrosilacao,
inativa metaloproteinas e induz a morte celular por necrose ou apoptose (BOGDAN, 1998;
AKAIKE; MAEDA, 2000; GOODY et al., 2005). Outro mecanismo de toxicidade neuronal do
NO seria resultando alteragdes na expressao da nNOS, produzindo disfungdes elétricas no SNC e
convulsdes (ROYES et al., 2006). Portanto, a toxicidade do NO em encefalites poderia ser
resultante de um mecanismo imunomediado (expressdo da iNOS) de dano tecidual secundario
(MEYDING-LAMADE et al., 2002), agravado pela desregulagdo na sintese de nNOS durante
convulsoes (ROYES et al., 2006). A produgdao de NO em infecg¢des virais suprime a resposta por
linfocitos T auxiliares tipo 1 (Thl), modulando a resposta para Th2 (AKAIKE; MAEDA, 2000).
Linfécitos Thl sdo essenciais para a resposta imune em infecgdes virais, mediando a sintese de
[FNy, de anticorpos neutralizantes e a ativacdo de linfocitos T citotoxicos, importantes para
eliminacdo de células infectadas (BABIUK et al., 1996). Consequentemente, a troca de resposta
de Thl para Th2 em infecg¢des virais leva a falhas na eliminagdo do agente do organismo,
consistindo-se em um mecanismo de evasdo da resposta imune por virus (WEBER et al., 2001).
Alguns inibidores da iNOS s3o os corticosterdides, antioxidantes, as drogas anti-
inflamatérias nao-esterdides (AINES), as interleucinas 4 (IL-4) e 10 (IL-10) e o fator de
crescimento semelhante a insulina B (IGF-f) (NATHAN, 1992; SAHA; PAHAN, 2006).
Farmacos utilizados experimentalmente para a inibigdo da NOS incluem a N"-monomethyl-L-
arginina (L-NMMA), o L-nitro arginina metil-éster (L-NAME), L-nitroarginina (L-NA), 7-
nitroindazol (7-NI), N-nitro-L-arginina (NNLA), monometil-L-arginina (NMLA), 1400W, L-N°-
(1-iminoetil)lisina (L-NIL) e a aminoguanidina (AG), dentre outros. As doses destes inibidores
sdo variaveis, dependendo da isoforma alvo da inibicdo (NATHAN, 1992). Essas drogas tém sido
empregadas em estudos de terapias alternativas para doengas neurodegenerativas e circulatorias,
infeccdes e outras enfermidades que envolvem a sintese excessiva de NO (PACHER et al., 2007).
Componentes da resposta imune tém sido implicados na patogenia das encefalites virais.
Exitem evidéncias de que a indugdo da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) em células gliais
pode contribuir para dano neuronal (SPARROW, 1994). A sintese de NO mediada pela iNOS
durante as infec¢des pelos herpes simplex humano tipo 1 (FUJII et al., 1999), virus da

imunodeficiéncia humana (TORRE et al., 2002), reovirus (GOODY et al., 2005), virus da
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pseudoraiva (SERRANO et al., 2002), herpesvirus bovino tipo 1 (GUPTA et al., 1999) e virus da
raiva (HOOPER et al., 1995) tem sido relatada.

A resposta neuroinflamatéria no SNC de camundongos infectados com o HSV-1 ¢ intensa
e mediada por células da glia, porém nao ¢ suficiente para impedir a progressdo da encefalite
produzida por esse virus (MARQUES et al., 2006). Estudos recentes demonstram a presenca de
estresse oxidativo e a expressao de iNOS no encéfalo de camundongos infectados com o HSV-1
(MARQUES et al., 2008). A encefalite fatal produzida pelo HSV-1 em camundongos ¢ produzida
pela resposta inflamatoria intensa, observada no inicio da infec¢do, e relacionada a infiltracao
massiva de células da imunidade inata — neutréfilos e macrofagos - no SNC (LUNDBERG et al.,
2008).

A sintese excessiva de NO e peroxinitrito foi relatada em regides do SNC como o bulbo
olfatorio e tronco encefdlico de ratos infectados com o HSV-1. O tratamento de ratos com o
inibidor da NOS L-NMMA (100 mg/kg intraperitoneal) entre os dias trés e sete ap6s a inoculagio
com 10° PFU/mL do HSV-1 promoveu uma reducdo na gravidade dos sinais de paralisia e
convulsdes e nas taxas de morbidade e mortalidade (FUJII et al., 1999). Camundongos infectados
pelo HSV-1 e tratados com L-NA, um inibidor seletivo da iNOS, ou com combinagdes de terapia
de aciclovir e L-NA, ou metilprednisolona e aciclovir foram avaliados quanto aos niveis de
mRNA da iNOS e de DNA viral (MEYDING-LAMADE et al., 2002). A expressdo do mRNA da
iINOS foi menor no grupo tratado com L-NA e aciclovir, enquanto que o nimero de copias de
DNA do HSV-1 foi menor nos grupos de combinacdo de terapia aciclovir /L-NA e
aciclovir/metilprednisolona. Nos grupos nao-tratado e tratado somente com aciclovir, a expressao
de iNOS permaneceu elevada nas fases aguda e cronica da infecgio (MEYDING-LAMADE et
al., 2002).

O aumento na expressdo das isoformas nNOS e iINOS no sistema nervoso de ratos
inoculados com o virus da pseudoraiva (PRV) foi demonstrado em locais onde ocorreu
neuropatologia (SERRANO et al., 2002). O pico da expressao de nNOS ocorreu com o avango da
injuria celular e a perda da fung¢do de neurdnios em estagios mais avangados da doenga. Porém, o
pico da expressdo de iNOS foi detectado no inicio da infec¢do, em mondcitos e/ou macrofagos
que invadiram o SNC em resposta a infec¢ao pelo PRV (SERRANO et al., 2002). Inicialmente, é
provavel que a resposta inflamatéria seja estimulada para limitar a disseminagdo do PRV no

encéfalo. Nesse sentido, o NO possuiria fungdes neuroprotetoras no inicio da infec¢do, mas em
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estagios avancados da doenga, apds a disseminagdo do PRV para neurdnios sinapticamente
interligados, o aumento na concentracdo de NO promoveria neurotoxicidade (SERRANO et al.,
2002). Um aumento na expressdo da eNOS, nNOS e iNOS também foi demonstrado no SNC de
suinos infectados com o PRV, principalmente as 48 e 72 horas apos a inoculagdo viral
(MARCACCINTI et al., 2007).

O virus da raiva induz um aumento na expressao da iNOS e uma redugdo na expressao de
nNOS no encéfalo de camundongos infectados, relacionados com a gravidade da doenga. A
sintese de peroxinitrito durante a raiva estd associada a ruptura da barreira hematoencefalica e
neurotoxidade (UBOL et al., 2001). A aplicagdo de um inibidor da iNOS, a AG (400 mg/kg ou
800 mg/kg) resultou no retardo do pico de replicagdo viral no SNC em 24 a 48 horas, no aumento
do tempo de sobrevida e em uma progressdo mais lenta da morte neuronal por apoptose (UBOL
et al.,, 2001). Pacientes com deméncia associada a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-1) possuem niveis aumentados de iNOS, IL-1 e caspase-1 em células da microglia
e astrocitos. Nesta enfermidade, o NO contribui para a patogenia da infec¢do via citotoxicidade,
estresse oxidativo e principalmente por facilitar a lise de linfocitos T CD4+ infectados,
suprimindo suas fun¢des (ZHAO et al., 2001; TORRE et al., 2002).

Células mononucleares periféricas ¢ monocitos podem sintetizar NO in vitro em resposta
ao BoHV-1 (GUPTA et al., 1999). No entanto, o envolvimento dessa molécula na patogenia da
rinotraqueite infecciosa bovina ainda ndo ¢ conhecido. As semelhancas genéticas e bioldgicas do
BoHV-5 com o BoHV-1, HSV-1 e PRV indicam que, assim como nas infec¢des por esses
herpesvirus, a sintese excessiva de NO em regidoes do SNC de animais com infec¢do aguda pelo
BoHV-5 também possa ocorrer. Nesse sentido, a inibi¢ao dessa sintese excessiva de NO poderia,

juntamente com a aplicag@o de antivirais, se constituir em um alvo para a terapia dessa infecgao.

2.3 Antivirais

As quinases e as polimerases de DNA dos herpesvirus se constituem nos principais alvos
das terapias antivirais. Dentre os farmacos que possuem ag¢do inibitdria sobre a replicagdo dos
herpesvirus, os mais utilizados em medicina humana sdo os analogos de nucleosideos (COEN;
RICHMAN, 2007; HUSSEIN et al., 2008). A atividade da enzima timidina quinase (TK) dos
herpesvirus € a base molecular para a atividade seletiva dos nucleosideos aciclicos, pois as

quinases celulares sdo ativadoras fracas desses farmacos. Em consequéncia, células infectadas
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por herpesvirus apresentam concentragdes desses farmacos ativados 100 vezes superiores aquelas
encontradas em células nao-infectadas (HUSSEIN et al., 2008). Tendo em vista o
desenvolvimento de resisténcia viral contra os andlogos de nucleosideo, fez-se necessario o
desenvolvimento de antivirais que inibissem a extensdo da cadeia de DNA nascente pela DNA
polimerase por outros mecanismos, ou seja, dos antivirais nao-nucleosideos (WHITLEY;
ROIZMAN, 2001; COEN; RICHMAN, 2007).

O aciclovir (ACV) ¢ um analago de nucleosideo que consiste em uma guanina associada a
uma molécula semelhante a um agucar aciclico, desenvolvido inicialmente como um inibidor da
adenosina deaminase. As propriedades antivirais desse farmaco foram descobertas
posteriormente por ELION et al. (1977). Em células infectadas, o ACV ¢ fosforilado pela enzima
TK do HSV-1 ou do VZV, produzindo o monofosfato-ACV, que ¢ convertido a difosfato e
trifosfato por enzimas celulares. Este inibe por competicdo a incorporacdo de deoxiguanosina-
trifosfato (dGTP), sendo incorporado na cadeia nascente de DNA em oposicdo a residuos de
citosina. Esta incorporagdo impede a adi¢ao de outros deoxinucleotideos trifosfatos, pois o ACV-
trifosfato ndo possui um radical hidroxil livre na posi¢do 3’, necessario para a adi¢do de novas
bases pela DNA polimerase (COEN; RICHMAN, 2007). Esse antiviral atualmente ¢ licenciado
para o tratamento de infecgdes cutaneas e de mucosas pelo HSV-1 e VZV, além de infecgdes
neurologicas pelo HSV-1 (FIELD; BIRON, 1994). Cepas do HSV resistentes ao ACV possuem
mutacdes no gene da TK (COEN, 1994) ou ainda da DNA polimerase, que alteram a afinidade
dessas enzimas pelo substrato, o ACV (FIELD; BIRON, 1994).

Porém, o ACV ¢ pouco ativo na inibicdo da replicagdo do citomegalovirus humano
(HCMV). Provavelmente essa ineficacia resulta da auséncia de uma enzima do HCMV que
fosforile 0 ACV com a mesma eficiéncia da TK do HSV-1 e VZV (FIELD; BIRON, 1994). Desta
forma, surgiu a necessidade do desenvolvimento do ganciclovir (GCV), que ¢ mais eficiente do
que o ACV na inibigdo da replicagdo do genoma do HCMV. Esse farmaco é um analogo aciclico
da guanosina, e também necessita de fosforilagdo e ativacdo a trifosfato para competir com a
guanosina trifosfato pela sua incorporagdo na cadeia de DNA nascente (WHITLEY; ROIZMAN,
2001). O GCV possui uma hidroxila livre na posicao 3’, e sua fosforilagdo ¢ realizada por uma
enzima codificada pelo gene UL97. Portanto, ndo depende da presenga da TK. Apds
incorporagdo do GCV na cadeia de DNA, a DNA polimerase ainda pode adicionar mais um

nucleotideo, antes de promover a termina¢do da cadeia (REID et al., 1988). A terapéutica de
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infeccdes pelo HCMV ¢ realizada tanto com o GCV quanto com o ACV, embora a ativacdao do
ACYV para esse virus seja inferior aquela observada pelo HSV e VZV (FIELD; BIRON, 1994).
Mutacdes no gene da DNA polimerase viral (UL54) ou no gene da fosfotransferase (UL97)
conferem resisténcia a cepas do HCMV ao GCV (LURAIN et al., 1992; BALDANTI et al.,
2002). Atualmente, antivirais licenciados para tratar infecgoes pelo HCMV incluem o GCV,
Cidofovir e Foscarnet (BALDANTI et al., 2002).

O Foscarnet (PFA) ¢ um analogo ndo-nucleosideo sintético do pirofosfato, que ndo requer
ativacdo por quinases virais. Apos a ocupagao do sitio do pirofosfato, previne que a polimerase
complete o seu ciclo catalitico (ERIKSSON et al., 1982). Esse antiviral ¢ um fosfonato, que nao
pode ser clivado por esterases. Consequentemente, ndo ha conversao da forma de nucleosideo
para nucleotideo, terminando assim a elongagdo da cadeia de DNA nascente (DE CLERCQ,
2001). A seletividade de atuacdo do PFA em células infectadas por virus ocorre pelo fato de a
DNA polimerase viral ser muito mais sensivel a sua a¢do do que a DNA polimerase celular
(COEN; RICHMAN, 2007). O PFA se constitui em uma alternativa terapéutica para o tratamento
de infecc¢des por mutantes do HSV-1, VZV e HCMV resistentes ao ACV e/ou GCV, que ocorrem
com maior frequéncia em pacientes imunodeprimidos (FIELD; BIRON, 1994). Mutantes
resistentes ao ACV apresentam resisténcia cruzada a outros andlogos de nucleosideo, como o
Valaciclovir (forma oral do ACV), Penciclovir e sua forma oral, o Famciclovir. Portanto, o PFA
se constitui em uma alternativa terapéutica para essas infecgdes (FIELD; BIRON, 1994).
Terapias de associagdo também sdo descritas, e a resposta clinica positiva ao tratamento da
encefalomielite severa produzida pelo herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) em adultos
imunocompetentes com PFA e GCV ¢ descrita (TROY et al., 2008). J& os mutantes do HCMV
nos genes UL54 e UL97 sdo resistentes ao GCV, Cidofovir e PFA (JABS et al., 1998;
BALDANTI et al., 2002). Mutagdes pontuais no gene da DNA polimerase dos herpesvirus sdo
implicadas na resisténcia ao PFA e outros antivirais (FIELD; BIRON, 1994). Por essa razio,
novos antivirais andlogos da adenina (synadenol) e da guanina (synguanol) tém sido testados
frente a estes mutantes multi-resistentes, apresentando-se como inibidores potentes da replicagao
de isolados clinicos do HCMV (BALDANTI et al., 2002).

A atividade antiviral do ACV e GCV foi testada frente aos herpesvirus felino tipo 1
(FeHV-1) e equino tipo 1 (EqHV-1). O GCV ¢ considerado o fairmaco de escolha para tratar as

infecgdes por esses dois agentes. A concentragdo do ACV necessaria para inibir em 50% a
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replicagdo do EHV-1 in vitro (ECsp) € 20 vezes maior que a do GCV, e para o FeHV-1, 11 vezes
maior (MAGGS; CLARKE, 2004; MEULEN et al., 2006; GARRE et al., 2007). Acredita-se que
a baixa eficiéncia da TK do FeHV-1 na ativagdo do ACV seja responsavel pela necessidade de
elevadas concentragdes desse farmaco para que se evidencie atividade antiviral contra esse virus
(HUSSEIN et al., 2008). O ACV inibiu com maior eficiéncia a replicagdo do FeHV-1 em células
CRFK transfectadas com a TK do HSV-1 (HUSSEIN et al., 2008). O PFA apresenta atividade
intermediaria na redugdo do numero de placas do FeHV-1 in vitro, se comparado com o GCV ¢
com outros farmacos, como o Cidofovir. Frente ao EqQHV-1, a atividade do PFA na redugdo do
nimero de placas foi dependente do isolado testado, apresentando valor limitado para o
tratamento de infec¢des por esse virus (MEULEN et al., 2006; GARRE et al., 2007).

Poucos trabalhos relatam testes de drogas antivirais contra os herpesvirus de bovinos. A
maioria dos trabalhos disponiveis refere-se a extratos de plantas e 6leos essenciais, ainda ndo
disponiveis comercialmente, ou seja, ndo produzidos em larga escala. Testes in vitro frente ao
herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) demonstraram que o ACV reduz os titulos virais em 100 vezes
(GLOTOV et al., 2004). Porém, estudos prévios demonstraram que o ACV € pouco efetivo frente
ao BoHV-1 in vitro (THIRY et al., 1983). O PFA foi testado in vitro quanto a sua capacidade de
inibir a replicagdo do BoHV-1 em células primarias, apresentando inibi¢ao de 99,9% na presenca
de 500 uM do farmaco (SCHWERS et al., 1980). A inibi¢do da replicagdo do BoHV-1 em células
do cumulus co-cultivadas com embrides bovinos em quatro logaritmos frente a 200 pg/mL, e
completa a 400 pg/mL (1333 uM) do farmaco foi demonstrada por MARLEY et al. (2006).

Assim, neste trabalho pretendeu-se investigar a expressdo de iNOS e os niveis de NO no
encéfalo de coelhos infectados experimentalmente pelo BoHV-5, previamente e apos o
desenvolvimento de sinais neuroldgicos, bem como determinar se essa molécula estd relacionada
a patogenia da doenga neurologica nessa espécie. Nesse sentido, a inibicdo da sintese em niveis
elevados de NO, aliada a terapia antiviral, poderia se constituir em uma alternativa terapéutica,
além de elucidar mecanismos de patogenia relacionados a esta encefalite viral. Estudos que
demonstrem a eficacia de antivirais disponiveis comercialmente contra os herpesvirus de bovinos
sdo escassos, demonstrando a necessidade de testes in vitro e in vivo para a determinagao de
antivirais efetivos contra esses agentes. No capitulo 2, investigou-se os niveis de NO, expressao
da enzima iNOS e antigenos virais, além da infectividade viral no encéfalo de coelhos inoculados

com o BoHV-5; no capitulo 3 foram realizados testes in vitro com os antivirais ACV, GCV e
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PFA frente ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5. No capitulo 4, investigou-se a atividade do PFA na
reducdo da excregdo de virus e sinais clinicos produzidos pelo BoHV-1 ¢ BoHV-5 em coelhos
inoculados experimentalmente e por fim, no capitulo 5 foi investigada a atividade de um inibidor
da iNOS, a aminoguanidina, associada ou ndo a terapia antiviral com PFA, na doenga neurologica

aguda produzida pelo BoHV-5 em coelhos.
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3. CAPITULO 2

Bovine herpesvirus 5 induces an overproduction of nitric oxide in the brain of
rabbits that correlates with virus dissemination and precedes the development

of neurological signs
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Summary

We herein report an investigation of nitric oxide (NO) levels, a candidate molecule for
neuronal toxicity and dysfunction, in the brain of rabbits during experimental neurological
infection by bovine herpesvirus 5 (BoHV-5). Spectrophotometry for NO products (NO, and
NO3) revealed that NO levels were significantly increased (F(4, 40)=3.33; P<.02) in several
regions of the brain of rabbits with neurological disease, correlating with moderate to high
BoHV-5 titers. Immunohistochemistry of brain regions revealed a group of cells with
neuronal and astrocyte morphology expressing the enzyme inducible NO synthase (iNOS)
close to virus antigen-positive neurons. In addition, the investigation of nitric oxide levels
between 2 and 6 days post infection (d.p.i.) revealed an initial increase in NO levels in the
olfactory bulb and cortex (OB/OC) and anterior cortex (AC) at day 3 p.i., correlating with
the initial detection of virus. As the infection proceeded, increased NO levels - and
infectivity - were progressively being detected in the OB/OC and AC at day 4 p.i. (F(12,
128)=2.82; P<.003); at day 5 p.i. in several brain regions (P<.003 in the OB/OC); and at day
6 p.i. in all regions (P<.003) but the thalamus. These results show that BoHV-5 replication
in the brain of rabbits induces an overproduction of NO. The increase in NO levels in early
infection correlated spatially and temporally with virus dissemination within the brain and
preceded the development of neurological signs. Thus, the overproduction of NO in the
brain of BoHV-5-infected rabbits may be a component of the pathogenesis of BoHV-5-
induced neurological disease. Journal of NeuroVirology (2009) 15 (2):153-163.

Keywords: BoHV-5; rabbits; pathogenesis; nitric oxide

Introduction

Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) is an alphaherpesvirus associated with



30

meningoencephalitis, a disease generally fatal of cattle (Studdert, 1989). BoHV-5 is genetically
and antigenically related to another important alphaherpesvirus of cattle, i.e., BoHV-1, the agent
of infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and vulvovaginitis/balanoposthitis (IPV/IPB) (Kahrs,
2001). Neurological disease associated with BoHV-5 infection has been frequently reported in
several countries, especially in Brazil, Argentina, and Uruguay, where numerous outbreaks are
reported every year (Carrilo et al, 1983; Weiblen et al, 1989; Rissi et al, 2006).

Rabbits have been widely used to study several aspects of BoHV-5 neuropathogenesis,
because they develop neurological infection and disease resembling that occurring in cattle
(Meyer et al, 1996; Chowdhury et al, 1997; Silva et al, 1999). After intranasal inoculation,
BoHV-5 is transported by terminal regional nerves to the olfactory bulb (OB), where it replicates
and subsequently disseminates into other areas of the central nervous system (CNS) (Chowdhury
et al, 1997; Diel et al, 2005). Viral invasion of the brain is generally followed by spread and
massive replication in different areas, which is frequently accompanied by meningoencephalitis
and the development of neurological signs (Chowdhury et al, 1997). The neurological signs
developing upon BoHV-5 inoculation of weanling rabbits include depression, excitation, tremors,
incoordination, bruxism, and opisthotonus, and these signs inevitably progress to seizures and
death (Meyer et al, 1996; Chowdhury et al, 1997; Silva et al, 1999). Histologically, the
neurological disease is characterized by leptomeningitis, focal gliosis, perivascular cuffing, and
to a lesser extent, neuronal degeneration, mainly in the olfactory, parietal cortices, and
hippocampus (Chowdhury et al, 1997). The brain of many rabbits developing early onset of
neurological disease (6 to 9 days after virus inoculation), and also of cattle suffering from natural
disease, do not show either histological changes of inflammatory reaction or a significant number
of cells positive for BoHV-5 antigens (Silva et al, 1999; Rissi et al, 2006; E. F. Flores,

unpublished observations).
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Nitric oxide (NO), a signaling molecule involved in a wide range of physiologic activities,
has been also involved in early antiviral responses in the CNS, in cytotoxicity, and in neuronal
dysfunction (Harris et al, 1995; Chesler and Reiss, 2002; Serrano et al, 2002). Nitric oxide
synthase (NOS), the enzyme that converts l-arginine in NO, has been identified in three isoforms:
the endothelial (eNOS), neuronal (nNOS), and inducible (iNOS), encoded by different genes and
expressed in distinct cell types (Cerqueira and Yoshida, 2002; Persichini et al, 2006). The
isoforms eNOS and the nNOS are constitutive enzymes, expressed mainly in endothelial cells
and neurons, respectively, both regulated by intracellular influx of calcium and by calmodulin
(Cerqueira and Yoshida, 2002). The isoform iNOS is expressed in response to pathogens and
their components, by the signaling of cytokines such as interleukin-1p (IL-1p) and interferon-y
(IFN-y), through nuclear factor (NF)-kB activity (Persichini et al, 2006). NO synthesized by
iNOS plays an important role in the innate immune response against intracellular pathogens, and
is expressed mainly by activated macrophages, microglia cells, and astrocytes recruited to sites of
infection and inflammation in the CNS (Saha and Pahan, 2006). However, iNOS is responsible
for a large burst of NO synthesis that greatly exceeds the amount produced by the constitutive
eNOS and nNOS isoforms. This burst is likely responsible for the cytotoxic effects of NO during
inflammation and neuronal dysfunction leading to seizures (Kiechele and Malinski, 1993; Wong
and Marsden, 1996; Akaike and Maeda, 2000).

NO has been involved in the pathogenesis of many encephalitic viral infections, and
neurotoxic effects have been attributed to this molecule during viral encephalitis (Harris et al,
1995; Fuji et al, 1999; Hooper et al, 2001; Ubol et al, 2001). Virus or viral components such as
nucleic acids or proteins are strong inducers of iNOS in glial cells (Saha and Pahan, 2006).
Increased expression of iNOS correlates in timing, location, and magnitude with those of virus

propagation in the CNS of pigs infected with pseudorabies virus (PRV) (Serrano et al, 2002;
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Marcaccini et al, 2007). Expression of iNOS has also been correlated with the severity of
neurological signs and degree of inflammatory reaction during rabies virus infection in mice
(Ubol et al, 2001). An increased NO synthesis was also observed in CNS regions of rats
harboring active herpes simplex virus (HSV-1) replication (Fuji et al, 1999). Moreover, microglia
cells have been considered the major source of iNOS synthesis in the brain of mice with HSV-
induced brain oxidative stress (Marques et al, 2008).

In early phases of infection, NO is probably involved in limiting virus spread within the
brain (Serrano et al, 2002). However, in later stages of infection, NO likely contributes to
neurological dysfunction and neurotoxicity through the production of intermediary cytotoxic
products, apoptosis, and necrosis (Cerqueira and Yoshida, 2002; Serrano et al, 2002). The
formation of peroxinitrite (ONOQ"), for example, results in lipid peroxidation, protein oxidation,
and DNA damage, producing oxidation and nitration of several biomolecules (Bogdan, 1998;
Hooper et al, 2001; Zaki et al, 2005). NO has also been implicated in mitochondrial respiratory
chain inhibition, leading to mitochondrial damage (Stewart and Heales, 2003) and in the
induction of electrical dysfunction and seizures in rats (Royes et al, 2005).

The neurological disease accompanying BoHV-5 replication in the brain of
experimentally infected rabbits and occurring at early times after virus inoculation is not
frequently associated with pronounced histological changes and/or the presence of a significant
number of antigen-positive neurons. Thus, it is hypothesized that mechanisms other than a severe
inflammatory reaction and/or a massive infection and destruction of neurons may contribute for
the neurological signs observed during BoHV-5 infection in rabbits. Thus, the objective of this
study was to investigate whether the levels of NO - a candidate molecule for neuronal toxicity

and dysfunction - are increased in the brain of rabbits during neurological infection by BoHV-5.
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Results

Experiment 1

Clinical signs, virus isolation, and quantitation

All inoculated rabbits excreted virus in nasal secretions until the last day of clinical monitoring,
demonstrating active virus replication in the nasal mucosa. In all cases, the euthanasia for tissue
collection was performed approximately 12 h after the initial manifestations of neurological
disease (8 to 10 days p.i.). Three inoculated rabbits (1, 2, and 3) plus three mock infected controls
were euthanatized at day 8 p.i. Inoculated rabbits 4 and 5 plus two controls where submitted to
euthanasia at day 10 p.i. Brain regions collected individually were submitted to virus isolation
and quantitation. Table 1 presents the viral titers in different brain areas of rabbits presenting
neurological signs. Virus titers ranging from 10** to 10>® TCIDs/g were detected in all brain
areas collected from these rabbits. Higher titers were detected in the anterior cortex (AC),
parietal/ventrolateral cortices (DLC/VLC), and hippocampus/posterior cortex (HI/PC) of rabbits
1, 3, and 4. The thalamus (Th) of the animals 2 and 3 and HI/PC of animal 5 were positive for
infectious virus only in the second passage in cell culture.

NOX levels in the brain of rabbits with neurological disease

Colorimetric measurement of NO intermediary products (NO, and NO3) showed that NOx levels
were significantly increased (F(4,40) = 3.33; P<.02) in all examined regions of the brain collected
from rabbits presenting neurological disease (Figure 1). In these animals, the AC presented the
highest levels, followed by the olfactory bulb and cortex (OB/OC), DLC/VLC, HI/PC, and Th.
The baseline levels of NOx in the controls remained fairly steady, with minor variations among
the brain regions (Figure 1). As shown in Table 1, virus isolation and quantitation from tissues
revealed the presence of moderate virus titers in all these areas. These results showed that the

levels of NOx were significantly increased in several areas of the brain of rabbits presenting
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neurological signs associated with BoHV-5 infection, and the increased NOx levels correlated
spatially with virus replication.

Immunohistochemistry for BoHV-5 antigens and iNOS

Antigens of BoHV-5 where detected by immunohistochemistry (IHC) exclusively in cells with
characteristic neuronal morphology, predominantly of the OB/OC and AC of the brain of sick
rabbits (Figure 2A). Virus-positive neurons were also observed in the HI/PC, DLC/VLC, and Th,
although in a lower frequency. In general, cells positive for viral antigens were present in well-
defined clusters, typically of 4 to 10 neurons; usually one to three clusters per brain region. The
location of these clusters was roughly the same, probably corresponding to areas of anatomically
and functionally related neurons (not shown). A few, scattered, antigen-positive neurons were
also observed across some sections, outside the clusters (not shown). As expected, brain regions
of control animals were negative for BoHV-5 antigens. Clusters of cells showing strong iNOS
signal - with astrocyte, microglia, and neuronal characteristic morphology - were observed in the
same areas that were positive for BoHV-5 antigens (Figure 2B). The brain regions of control
animals also showed some scattered cells weakly stained for iNOS. These results suggest that low
levels of iNOS are expressed by cells of the brain even in the absence of inflammatory stimuli.
Increased levels and well defined clusters of cells expressing high levels of iNOS, however, were
present exclusively in the brain of inoculated rabbits, demonstrating the induction of iNOS
expression after BoHV-5 infection.

Histopathology

All brain regions collected from sick animals (Experiment 1) for NOx determinations were
submitted to histological examination. A summary of the histological changes and the clinical
signs presented by sick rabbits is presented in Table 2. Histological/inflammatory changes were

more pronounced in rabbits 3 and 4. At the day of euthanasia, these rabbits presented a profound
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depression, nasal discharge, and rabbit 3 also had bruxism. In contrast, rabbits 1, 2, and 5
presented classical, severe signs of neurological infection such as circling, opisthotonus, and
seizures. Interestingly, mild, restricted or none histological changes were observed in the brain of
these animals. A consistent finding among the infected rabbits (exception rabbit 2) was the
presence of histological/inflammatory changes mainly in the anterior structures (OC, AC).
Experiment 2

As the NOx measurements in Experiment 1 were performed in the brain of rabbits with overt
neurological signs, a question remained whether the increase in NOx levels preceded or followed
the development of neurological signs, especially seizures. To answer this question, another
experiment was conducted, in which the measurements of NOx levels and search for virus
replication were performed concomitantly and sequentially, prior to the development of
neurological signs, in the brain of rabbits euthanized at different time points after virus
inoculation (Experiment 2).

Virus isolation and quantitation

Infectious virus was demonstrated in nasal secretions of the inoculated rabbits between day 1 p.i.
and the respective day of euthanasia. No infectious virus was recovered from brain regions of
rabbits euthanized at day 2 p.i. and from controls. The progression of virus detection in each
particular day and brain region is presented in Table 3. Probably, the HI/PC and Th are the last
areas to be infected during viral dissemination within the brain, because some of these sections
were still negative for virus at day 6 p.i., yet positive in Experiment 1 (examined at days 8 to 10
p.i.). The virus titers detected at late stages (5 and 6 d.p.i.) were higher than those detected at
early times; and the distribution of the virus resembled that observed in Experiment 1, with the
exception of Th (Tables 1 and 3). The kinetics of viral detection in different brain regions

supports the findings that the main pathway of BoHV-5 transport into the brain of rabbits after
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intranasal inoculation is the olfactory tract (Chowdhury et al, 1997; Diel et al, 2005).

NOX levels in the brain of rabbits at different time points after virus inoculation

At day 2 p.i., the levels of NOx in different areas of the brain of infected rabbits did not differ
significantly from those of control rabbits (not shown). At day 3 p.i., a slight increase in NOx
levels was observed in the OB/OC and AC (Figure 3A). This increase correlated with the initial
detection of virus in these structures (Table 3). No changes in NOx levels were detected in the
other structures at day 3 p.i., correlating with the lack of virus detection. At day 4 p.i., high NOx
levels were detected in several examined sections. The increase was more pronounced in the AC
(statistically significant; F(12, 128) = 2.82, P<.003), followed by OB/OC. The other structures
also showed a slight, yet not statistically significant increase (Figure 3B). Again, the increased
levels of NOx were correlated with the detection of virus in these areas (Table 3). At day 5 p.i.,
NOx levels were increased in all examined sections, yet a statistically significant difference
between inoculated and control animals (F(12, 128) = 2.82; P<.003) was observed only in the
OB/OC (Figure 3C). At this day, infectious virus was detected in several examined sections
(Table 3, rabbits 18, 19, 20, and 21). In the last day of examination (day 6 p.i.), all sections but
the Th presented a significant increase in the NOx levels (F(12, 128) = 3.33; P<.003; Figure 3D).
These findings also correlated with the widespread distribution of the virus across these sections
at day 6 p.i., and the lack of virus detection in the Th (Table 3, rabbits 22, 23, 24, and 25). These
results showed that NOx levels increased progressively in most brain regions between days 3 and
6 p.i. and this increase correlated spatially and temporally with virus dissemination within the

brain. In all cases, overproduction of NOx preceded the development of neurological disease.

Discussion

The results shown herein demonstrate that BoHV-5 replication in the brain of
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experimentally infected rabbits induces an increase in the levels of NOx. The high NOx levels
correlated with the areas harboring active virus replication and were not necessarily accompanied
by histological inflammatory changes. Furthermore, sequential measurements of NOx at different
time points after virus inoculation revealed that the increased levels correlated temporally and
spatially with virus invasion into and spread within the brain; and preceded the development of
neurological signs. Thus, it is reasonable to speculate that the increased synthesis of NO that
starts at early stages of virus replication in the brain - likely a component of the innate immune
response to the virus - may be followed by an overproduction of NO, leading to neuronal toxicity
and dysfunction and contributing for the development of neurological disease.

In our experience, the brains of many rabbits developing early onset neurological disease
upon BoHV-5 inoculation (days 6 to 9 p.i.), and some cattle developing natural disease as well,
do not present marked histological changes of encephalitis (Silva et al, 1999; Rissi et al, 2006; E.
F. Flores, unpublished observations). Likewise, virus positive neurons (as ascertained by IHC), or
necrotic neurons, are not usually present in abundant numbers in many brains from sick animals.
The lack of correlation between severity of neurological disease and the degree of histological
changes was also observed in the present experiment. Rabbits 1 and 5 (Experiment 1) developed
severe neurological signs (seizures, opisthotonus) albeit presented only mild and/or restricted
inflammatory changes. Rabbit 2 did not present any histological change in spite of the severe
neurological disease (Table 2). The absence or mildness of inflammatory histological changes
and the relatively low number of infected/ affected neurons contrast with the severity of
neurological signs, which inevitably lead to death. These observations prompted us to investigate
whether the levels of NO - a candidate molecule for neuronal toxicity and dysfunction - are
increased in the brain of rabbits during neurological infection by BoHV-5.

NO produced by inflammatory cells, e.g., activated macrophages and glial cells through
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induction of the enzyme inducible NO synthase (iNOS) has been involved in the pathogenesis of
neurotropic virus infections, and both protective and neurotoxic effects have been attributed to
this molecule (Harris et al, 1995; Fuji et al, 1999; Ubol et al, 2001; Serrano et al, 2002). The NO
synthesized by iNOS is believed to play an important role in the innate immune response against
viruses (Chesler and Reiss, 2002). In initial stages of neurological infection, NO may be
important to limit the virus spread to different areas of the CNS, acting as part of an antiviral
strategy during innate immune response, along with IFN-y, TNF-a, IL-1f, and other cytokines
expressed mainly by macrophages, microglia cells, astrocytes, and neurons (Minc-Golomb et al,
1994, 1996; Moro et al, 1998; Saha and Pahan, 2006; Marcaccini et al, 2007). These responses
lead to an inflammatory reaction, necessary to control early stages of infection and activate
specific immune responses (Karupiah and Harris, 1995; Kodukula et al, 1999; Akaike and
Maeda, 2000; Chesler and Reiss, 2002). Although there is a strong neuroinflammatory response,
induced by microglia cells early into the brain of HSV-infected mice, this response seems not to
be enough to avoid the progression of the disease (Marques et al, 2006).

On the other hand, it is widely accepted that high NO levels lead to oxidative injury
through oxidation and nitration reaction of biomolecules (Akaike and Maeda, 2000). Increased
levels of iNOS correlates with PRV propagation in the CNS of infected pigs (Serrano et al, 2002;
Marcaccini et al, 2007), correlates with the severity of neurological signs during rabies virus
infection in mice (Ubol et al, 2001), and were also observed in CNS regions of HSV-1
experimentally infected rats (Fuji et al, 1999). Recent studies demonstrate the presence of
oxidative damage in the brain of mice with neurological infection by HSV. In this study,
microglia cells are considered the major source of iNOS (Marques et al., 2008). Treatment of
HSV-1-infected rats with an iNOS inhibitor (I-NMMA) resulted in reduction of morbidity and

mortality, with amelioration and/or reduction of neurological signs, reinforcing the role of NO in
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the pathogenesis of the disease (Fuji et al, 1999). Taken together, these findings suggest that NO
produced in early infection might be involved in limiting virus spread within the brain, yet in
later stages (and in high levels) may contribute to neurological neurotoxicity and dysfunction
through the production of cytotoxic products (Fuji et al, 1999; Serrano et al, 2002). These
observations are not exclusive to neurological disease by herpesviruses, because NO
overproduction has also been demonstrated during rabies virus, borna disease virus, and reovirus
neurological infections (Koprowsky et al, 1993; Ubol et al, 2001; Goody et al, 2005).

In our first experiment, spectrophotometry for NO, and NO; demonstrated that NOx
levels were significantly increased in all examined brain regions, and that high NOx levels
correlated spatially with virus replication (Figure 1, Table 1). Although the cell source of the NO
burst detected by spectrophotometry could not be unequivocally determined by our IHC, it was
likely derived from iNOS induction. Both nNOS and eNOS are constitutively expressed in low
levels in neurons and endothelial cells, respectively, and do not contribute to the burst of NO
observed in inflammatory reactions. Rather, this burst has been mainly attributed to iNOS
induction and NO synthesis by inflammatory cells (Akaike and Maeda, 2000; Marcaccini et al,
2007). Regardless the cell source, our NOx measurements detected high NO levels in several
areas of the brain of rabbits developing neurological disease upon BoHV-5 infection.

As the levels of NOx were first determined in rabbits with overt neurological disease and
undergoing episodes of seizures, it was not clear whether the increased levels preceded,
accompanied, or followed these neurological events. NO has been shown to act as proconvulsing
agent and abnormal expression of nNOS and NO synthesis can trigger seizures in rats (Bagetta et
al, 2002; Royes et al, 2005). Likewise, seizures may act as a trigger for the induction of iNOS
and overproduction of NO, because seizures may induce IL-1B expression (Vezzani, 2005) and

electrical impulses. Then we investigated the timing and spatial relationship between virus
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invasion and replication in the brain and NO synthesis. Results from Experiment 2 demonstrated
that the increase in NO levels correlated spatially and temporally with viral dissemination within
the brain. High NOx levels were first detected in anterior structures (OB/OC, AC) at day 3 p.i.,
coinciding with the first detection of virus in these areas. Following intranasal inoculation,
BoHV-5 invades the brain mainly through the olfactory route, reaching first the OB and AC,
where it replicates and disseminates further into the brain (Chowdhury et al, 1997; Diel et al,
2005). Indeed, both infectivity and high NO levels were first (and consistently) detected in these
anterior structures (OC, AC). In the following days, high NOx levels were being progressively
detected in additional areas, always correlating with infectivity. Thus, NO overproduction
seemed to accompany virus dissemination within the brain and clearly preceded the development
of neurological signs.

Seizures are consistently observed during neurological disease associated with BoHV-5
infection in rabbits (Meyer et al, 1996; Chowdhury et al, 1997; Silva et al, 1999). In our study,
NOx levels were higher in the brain of rabbits with overt neurological disease (Experiment 1)
than those observed early in infection, prior to the development of neurological signs
(Experiment 2). Thus, as suggested in other viral systems (Fuji et al, 1999) it is possible that
overproduction of NO during early infection may contribute to neuronal toxicity and dysfunction,
leading to the production of neurological signs, including seizures. The production of seizures, in
its turn, might provide stimuli for additional iNOS and nNOS activation, leading to further
increase in NO levels and neuropathology (Serrano et al, 2002; Royes et al, 2005). Taken
together with previous data, our results suggest that overproduction of NO and its toxic effects to
neurons may be a component of the neuropathogenesis of BoHV-5 infection in rabbits.
Experiments may also be performed in the future to determine whether NO levels are increased in

the brain of BoHV-5 experimentally infected calves.
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In summary, our results showed that NO levels are up-regulated in the brain of rabbits
during BoHV-5-induced neurological disease. The increase in NO synthesis correlated spatially
and temporally with the dissemination of the virus within the brain and preceded the development
of clinical disease. The correlation between NO overproduction and the development of
neurological signs suggests a potential role for NO in the neuropathology associated with BoHV-
5 infection. In this context, a better understanding of the mechanisms leading to neuronal toxicity
and/or dysfunction may help in understanding the neuropathogenesis of BoHV-5 infection in
cattle. Currently, we are focusing on the investigation on the role of NO in the neuropathogenesis

of BoHV-5 by means of inhibiting nitric oxide overproduction in the rabbit model.

Material and methods
Experimental design

Two independent experiments were performed to determine whether replication of
BoHV-5 in the brain of experimentally infected rabbits was accompanied by increase in NO
levels. In Experiment 1, five rabbits were inoculated intranasally with the virus and other five
served as mock-infected controls (inoculated with minimal essential medium [MEM]). The
inoculated rabbits were monitored clinically on a daily basis and submitted to euthanasia
approximately 12 h after the onset of neurological signs (between days 8 and 10 post infection
[p.i.]). Brain regions obtained from sick (inoculated) and healthy (control) rabbits were collected
for quantitation of NO products (NOx), virus isolation and quantitation, immunohistochemistry
(IHC) for viral antigens and iNOS, and for histopathological examination. In Experiment 2, five
groups of four rabbits were inoculated with the virus and together with five groups of controls
(four mock-infected rabbits) were submitted to euthanasia for tissue collection and examination

at days 2, 3, 4, 5, and 6 p.i. This experiment was conducted to determine whether the increase in
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nitric oxide levels occurred before or after the onset of neurological signs.
Cells and virus

Virus amplification, quantitation, and isolation from tissues were performed in CRIB cells
(Flores and Donis, 1995), derived from Madin-Darby bovine kidney cells (American Type
Culture Collection, CCL-22). Cells were routinely maintained in minimal essential medium
(MEM; Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brazil) containing penicillin (1.6 mg/L), streptomycin
(0.4 mg/L), nistatin (0.02 mg/L), and 5% fetal calf serum (Cultilab). The BoHV-5 SV-507/99
strain was isolated from an outbreak of meningoencephalitis in southern Brazil, submitted to
nucleotide sequencing of the entire genome (Delhon et al, 2003), and its biological properties
have been extensively characterized (Vogel et al, 2003; Diel et al, 2005).
Animals, virus inoculation, monitoring, and sampling

Thirty-day-old, weanling New Zealand rabbits were used throughout the experiments. The
rabbits were inoculated by the intranasal route with 1 ml of a viral suspension containing
approximately 10" TCIDs, (50% tissue culture infectious dose) of SV-507/99, or received 1 ml
of MEM (control groups) by the same route. Previously to virus or MEM administration, the
animals were anesthetized with Zoletil 50, 200 uLL SC (Virbac do Brasil Ind. E Com. LTDA, Sao
Paulo, SP, Brazil). After virus inoculation, the rabbits were monitored clinically on a daily basis.
Virus replication was monitored by submitting nasal swabs to viral isolation in CRIB cells. For
tissue collection, animals were submitted to euthanasia after ventilation with halothane and
oxygen. Different sections of the brain (Figure 4) were collected for quantification of degradation
products of NO, virus isolation (stored at -70°C until testing), IHC (fixed in methacarn), and
histopathology. All procedures during the animal experiments were conducted under veterinary
supervision and according to COBEA’s recommendations (Brazilian Committee on Animal

Experimentation). The animal experiments were approved by the Institutional Committee on
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Ethics in Research (approval 23081.012136/2007-90, August, 27", 2007).
Virus isolation and quantitation

Nasal secretions collected on a daily basis were submitted to virus isolation in CRIB cells
according to standard protocols. The material was considered negative for virus after three
passages of five days each without the appearance of cytophatic effect (CPE). For virus isolation
from brain regions, a 1:10 (w/v) tissues homogenates were prepared, centrifuged, and the
supernatant was inoculated onto CRIB cells and monitored as described above. The infectivity of
positive tissues was subsequently quantitated by limiting dilution in CRIB cells and the virus
titers were calculated according to Reed and Muench (1938) and expressed as log10 TCIDsy/g of
tissue. Samples positive only in the second or third passages were considered to harbor a titer of
<10*¥ TCIDso/g.
Assay of NOx as a marker of NO levels

As NO is unstable in the environment, NO levels are generally quantified by
spectrophotometry, measuring nitrite (NO;) and nitrate (NOs), the stable products of NO
degradation. In this study, NO, and NO; levels (NOx) were colorimetrically determined
according to a protocol described by Miranda et al (2001). All assays for NOx and protein
determination were performed immediately after euthanasia and removal of the brain. A piece of
50 to 100 mg of each brain region (Figure 4) was homogenized in zinc sulphate and acetonitrile,
centrifuged at 1600 x g for 30 min at 4°C, and the supernatant was collected for analysis in
triplicate. Briefly, 200 ml of supernatants was added to tubes containing 200 ml of sulfanilamide
(2%), 200 ml of N-(1 naphthyl)-ethylene diamine diHCl (NEDD) (0.1%), and 400 ml of
vanadium chloride 2%. After incubation under agitation at 37°C for 1 h, colorimetrical changes
were evaluated spectrophotometrically at 540 nm wavelength.

Serial dilutions of NO, 100 mM were tested in triplicate for calculation of the mean
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correction factor (MCF1). The mean of the three spectrophotometry values for each tissue was
corrected by MCF1 and converted to nanomoles (nmol) of nitric oxide products, according to
Miranda et al (2001).
Protein determination

The protein content of each brain region submitted to determination of NOx levels was
measured colorimetrically by the method described by Bradford (1976). Each sample was tested
in duplicate and the absorbance was measured in 595 nm wavelenght. Dilutions of bovine serum
albumin at 1 mg/ml were tested in triplicate for mean correction factor (MCF2) calculation.
Colorimetric values of the brain regions were then corrected by standard albumin MCF2, by the
dilution of the samples (x20), by the volume - to the same used in NOx measure - (x4). The result
represents the amount of protein in each section, in milligrams.

The NOx content of each brain region was divided by the protein content of its respective
pellet, resulting in the amount of NOx in nanomoles of NOx per milligram of protein (nmol
NOx/mg protein).

Data analysis

The data obtained by quantitation of NO products (nmol NOx/mg of protein) were
submitted to analysis of variance, comparing the means of controls with the means of infected
animals, for each particular section (Experiments 1 and 2), and for each day (Experiment 2).
Two-way analysis of variance (ANOVA) was carried out using SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA).
Post hoc analysis was carried out by the Duncan test when appropriate. P<.05 was considered
significant.

Immunohistochemistry (IHC) and histological examination
Brain regions of rabbits collected after euthanasia (Figure 4) were fixed in methacarn for

12 to 16 h, embedded in paraffin and sectioned at 5 mm. Two consecutive sections of each brain
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region were submitted to IHC to detect BoHV-5 antigens and iNOS expression, respectively. IHC
was performed essentially as described by Oldoni et al (2004), using the monoclonal antibody
2F9 specific for BoHV-5 glycoprotein C (2F9; 1:500); or with the polyclonal antibody NOS2 C-
19s¢649 for iNOS (NOS2; 1:100), from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). The
presence of viral antigens was revealed by using a streptavidin-biotin-peroxidase kit (LSAB Plus,
Dako, Glostrup, Denmark), followed by addition of the substrate diaminobenzidine (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Finally, the sections were stained with hematoxylin, dehydrated, and mounted
for microscopic examination.

For histological examination, slides containing one section (5 mm) of each brain region

were stained with hematoxilin and eosin (H&E).
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Table 1. Infectivity in different areas of the brain of rabbits inoculated intranasally with bovine
herpesvirus 5 and euthanized approximately 12 h after the onset of neurological signs, between

days 8 and 10 p.i. (Experiment # 1).

Rabbit # Brain region
OB/OC” AC DLC/VLC HI/PC Th
1 ++f — ++ ++ +
2 + e ++ + (+)*
3 ++ ++ +++ AeE +)
4 —t -+ -+ ot -
5 ++ ++ + (+) ++

*OB/OC: olfactory bulb/olfactory cortex; AC: anterior cortex; DLC/VLC parietal and
ventrolateral cortices; HI/CP: hippocampus and posterior cortex; Th: thalamus.

T +: virus titer <10° '97TCID50/g; ++: virus titer between 10* and 10° TCIDso/g; +++: virus titer
between 10° and 10° TCIDs/g.

}(+) virus detected only in the second passage in cultured cells.
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Table 2. Clinical signs and histological findings in the brain of rabbits inoculated intranasally

with bovine herpesvirus 5 and euthanized approximately 12 h after the onset of neurological

signs (Experiment # 1).

Rabbit# Clinical signs Euthanasia Histopathology
(day) _

1 Depression, nasal  8p.i.T OB/OC : mild endothelial swelling, mild
discharge, perivascular cuffing;
opisthotonus, AC: edema, neuronal necrosis;
bruxism, DLC/VLC and HI/CP: none;
seizures. Th: neuronal necrosis.

2 Depression, nasal ~ 8p.i. None.
discharge,
circling, seizures.

3 Depression, nasal  8p.i. OB/OC, AC and Th: mild endothelial edema,
discharge, mild perivascular cuffing; gliosis;
bruxism. OB/OC: some necrotic neurons;

DLC/VLC: none.

4 Profound 10p.i. OB/OC, AC, DLC/VLC, HI/PC, Th: mild
depression, nasal endothelial swelling, perivascular cuffing, focal
discharge. and diffuse gliosis;

HI/PC: edema.

5 Depression, nasal  10p.1. OC: neuronal necrosis;
discharge, ataxia, OB, AC, DLC/VLC, HI/PC and Th: none.
incoordination,
seizures.

Controls None. 10p.i. None.

(n=5)

"OB/OC: olfactory bulb/olfactory cortex; AC: anterior cortex; DLC/VLC parietal and

ventrolateral cortices; HI/CP: hippocampus and posterior cortex; Th: thalamus.

T p.1.: post-infection.
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Table 3. Infectivity in different areas of the brain of rabbits inoculated intranasally with bovine

herpesvirus 5 and euthanized at different intervals after virus inoculation (Experiment # 2).

Euthanasia Rabbit # Brain region
OB/OC’ AC DLC/VLC HI/PC
Day 2 p.i. T 6-9 - - - -
Day 3 p.i. 10 A - - -
11 - - - -
12 +)° () - -
13 (+) - - -
Day 4 p.i. 14 - - - -
15 - - - -
16 + - ++ -
17 + + - -
Day 5 p.1. 18 ++ (+) = =
19 ++ e - -
20 ++ + ++ +
21 + + = -
Day 6 p.i. 22 ++ (+) - -
23 (+) + - -
24 ++ ++ ++ +
25 ++ ++ + (+)
Controls 26-50 - - - -

E3

OB/OC: olfactory bulb/olfactory cortex; AC: anterior cortex; DLC/VLC parietal and
ventrolateral cortices; HI/CP: hippocampus and posterior cortex.

" p.i.: post-infection.

} Considered negative after three passages in cell culture. Virus has not been detected in any of
the thalamus (not shown).

(+) virus detected only in the second passage of the material in cultured cells; +: virus titer

<10*"TCIDsy/ g; ++: virus titer between 10*and 10° TCIDs,/ g.
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Figure 1. Nitric oxide (NOx) levels in brain regions of rabbits with neurological disease
associated with bovine herpesvirus 5 infection. *statisticaly significant F (4, 40) = 3.33; P < 0.02.
OB/OC: olfactory bulb and cortex; AC: anterior cortex; DLC/VLC: parietal and ventrolateral
cortices; HI/PC: hippocampus and posterior cortex; Th: thalamus. The bars represent the mean of

NOx levels in the respective brain regions of the groups, composed by five animals each.
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Figure 2. Immunohistochemistry for bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) antigens and iNOS in
sequential sections of the brain of rabbits with neurological disease associated with BoHV-5
infection. A) Anterior cortex of rabbit # 1: BoHV-5 antigens in cells with neuronal morphology
(A); B) Olfactory bulb of rabbit # 5: iNOS reactivity in cells with astrocyte morphology (V) and
neuronal morphology (A); C) Anterior cortex of a control rabbit stained for BoHV-5 antigens

and D) For iNOS.
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Figure 3. Nitric oxide (NOx) levels in brain regions of rabbits at different time points after
intranasal inoculation of bovine herpesvirus 5. D.p.i.: day post-infection. OB/OC: olfactory bulb
and cortex; AC: anterior cortex; DLC/VLC: parietal and ventrolateral cortices; HI/PC:
hippocampus and posterior cortex; Th: thalamus. * statisticaly significant F(12, 128) =2.82; P <
0.003. The bars represent the means of NOx measurements in the respective brain region of each

group. The groups were composed by four infected and four mock-infected rabbits.
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Figure 4. Sections of the brain of rabbits used for nitric oxide quantitation, bovine herpesvirus 5
isolation and immunohistochemistry for viral antigens and iNOS. 1) Olfactory bulb and cortex; 2)
Anterior cortex; 3) Thalamus; 4) Hippocampus and posterior cortex and 5) Parietal and
ventrolateral cortices. The top image represents a mediolateral view of a cross section, and the

bottom shows a lateromedial view.



57

4. CAPITULO 3

Atividade do Aciclovir, Ganciclovir e Foscarnet frente aos herpesvirus bovino

tipos 1, 2 e 5 em células de cultivo

Activity of Acyclovir, Gancyclovir and Foscarnet against bovine herpesviruses

1, 2 and 5 in culture cells

Renata Dezengrini', Sara Campos da Silva', Marcelo Weiss""', Rudi Weiblen'", Eduardo Furtado

k
Flores'

(artigo a ser submetido ao perioddico Ciéncia Rural)

" Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria (PPGMV), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Santa Maria, RS, Brasil.

"Endereco atual: Plum Island Animal Disease Center (PIADC), United States Department of Agriculture (USDA),
Orient Point, NY, EUA.

" Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncia Rurais (CCR), Setor de Virologia
(SV), UFSM, Santa Maria, 97105-900, RS, Brasil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com, Fone/fax: 55-

32208034. “Autor para correspondéncia.



58

RESUMO

A atividade de trés farmacos antivirais (Aciclovir [ACV], Ganciclovir [GCV] e Foscarnet
[PFA]) foi testada in vitro frente aos herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2) e 5
(BoHV-5). Para isso, utilizou-se o teste de reducdo de placas virais em cultivo celular, testando-
se diferentes concentragdes dos farmacos frente a 100 doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares (DICCsg) dos respectivos virus. Pelo teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), verificou-se que concentragdes inferiores a 200 pg.mL™" dos trés
antivirais resultaram em indices de viabilidade de células MDBK e Hep2 superiores a 80%. Com
base na concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsp) e na concentragdo dos farmacos
efetiva para inibir em 50% a replicacao viral (ECsy), calculou-se o indice de seletividade (IS) dos
antivirais para os trés herpesvirus. O ACV foi moderadamente ativo frente ao BoHV-1 (ECs:
112,9 ugmL™” e IS: 4,5), a0 BoHV-2 (ECso: 114,2 pgmL™" e IS: 4,5) e BoHV-5 (ECsp: 96,9
pg.mL™" e IS: 5,3). O GCV apresentou atividade moderada frente a0 BoHV-2 (ECso: 33,5 pg.mL™
e IS: 16,6) e, em menor grau, contra 0 BoHV-5 (ECsy: 123,2 ].Lg.mL'1 e IS: 4,5), sendo ineficaz
frente a0 BoHV-1 (ECso: 335,8 pg.mL™ e IS: 1,7). O PFA apresentou atividade antiviral mais
pronunciada, sendo o tnico fArmaco que, na concentragio de 100 pg.mL™, inibiu completamente
a producdo de placas pelos trés virus testados. O PFA foi o mais efetivo in vitro frente ao BoHV-
1 (ECsp: 29,5 ].Lg.rnL'1 e IS: 42,2), ao BoHV-2 (ECsg: 45,2 ug.mL'1 e IS: 27,6) e ao BoHV-5
(ECso: 7,8 pg.mL™ e IS: 160,6). Portanto, o PFA ¢ um candidato para testes de terapia
experimental de infec¢des pelos herpesvirus de bovinos in vivo.

Palavras-chave: antivirais, BoHV-1, BoHV-2, BoHV-5, Foscarnet, Ganciclovir, Aciclovir.

ABSTRACT
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The activity of three anti-herpetic drugs (Acyclovir [ACV], Gancyclovir [GCV] and
Foscarnet [PFA]) was tested against bovine herpesvirus 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2) and 5 (BoHV-
5) in vitro. To this, we used the plaque reduction assay, testing different drug concentrations
against 100 50% tissue infectious dose (TCIDsg) of the respective viruses. We verified that drug
concentrations lower than 200 pg.mL™ resulted in viability rates of more than 80% for MDBK
and Hep2 cells in the MTT test (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
The selectivity index (IS) of the drugs was calculated by the concentration of the drug that is
cytotoxic for 50% of the cells (CCsy) divided by the concentration of the antivirals effective in
the inhibition of 50% of the viral replication (ECsg) for the three herpesviruses. ACV was
moderately active against BoHV-1 (ECs: 112.9 png.mL™; IS: 4.5), BoHV-2 (ECso: 114.2 pg.mL’
' 1S: 4.5) and BoHV-5 (ECso: 96.9 ug.mL™; IS: 5.3). GCV was effective against BoHV-2 (ECso:
33.5 pg.mL™; IS: 16.6), moderately effective against BoOHV-5 (ECso: 123.2 ug.mL™; IS: 4.5) and
poorly active against BoHV-1 (ECso: 335.8 pg.mL™"; IS: 1.7). PFA exhibited the highest antiviral
activity, being the only drug that, at concentration of 100 pg.mL™, completely inhibited plaque
formation by all three viruses. PFA was the most effective in vitro against BoHV-1 (ECsp: 29.5
pg.mL™; IS: 42.2), BoHV-2 (ECso: 45.2 pg.mL™"; IS: 27.6) and BoHV-5 (ECso: 7.8 pg.mL™; IS:
160.6). Thus, we conclude that PFA is a promising drug candidate for experimental therapeutic
testing in vivo against bovine herpesviruses.

Key words: antiviral, BoHV-1, BoHV-2, BoHV-5, Foscarnet, Gancyclovir, Acyclovir.

INTRODUCAO
Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2) e 5 (BoHV-5) sao virus DNA de
cadeia dupla linear, que possuem um capsideo de simetria icosaédrica e envelope lipoprotéico,

classificados na familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae. Esses virus estabelecem
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e reativam infecgdes latentes em seus hospedeiros, capacidade que permite a sua manutencao na
natureza (ROCK et al.,, 1992; ROIZMAN, 1992). O BoHV-1 e 5 pertencem ao género
Varicellovirus, e o BoHV-2 ¢ classificado no género Simplexvirus (ROIZMAN, 1992). O
BoHV-1 ¢ associado com doenga respiratéria (rinotraqueite infecciosa bovina, IBR), conjuntivite,
vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa (IPV/IBP), infertilidade transitéria e abortos
(ROIZMAN, 1992; KAHRS, 2001). O BoHV-2 ¢ associado @ mamilite herpética bovina (BHM),
doenga vesicular e erosiva do ubere e tetos, que acomete vacas leiteiras com frequéncia (KAHRS,
2001). O BoHV-5 é o agente da meningoencefalite herpética, doenga geralmente fatal em
bovinos jovens e que ocorre com frequéncia na Argentina e no Brasil (CARRILLO et al., 1983;
RISSI et al., 2006).

Historicamente, os herpesvirus humanos tém sido alvo para o desenvolvimento e teste de
farmacos antivirais. O Aciclovir (ACV) e o Ganciclovir (GCV) sdo andlogos de nucleosideos,
consistindo de uma guanina associada a uma molécula semelhante a um actcar aciclico (COEN
& RICHMAN, 2007). Ambos sdo fosforilados por quinases virais a monofosfato (timidina
quinase — TK - e a fosfotransferase UL97, respectivamente), € em seguida, por quinases celulares
a trifosfato (COEN & RICHMAN, 2007). A agdo desses antivirais ¢ mediada pela sua
incorporagdo na cadeia nascente de DNA viral, impedindo que a DNA polimerase dos
herpesvirus complete seu ciclo catalitico (WHITLEY & ROIZMAN, 2001; COEN &
RICHMAN, 2007). O Foscarnet (PFA) é um analogo sintético do pirofosfato, incorporado na
cadeia de DNA pela polimerase, ¢ também impede que essa enzima complete seu ciclo catalitico
(ERIKSSON et al., 1982; COEN & RICHMAN, 2007).

Estudos de atividade antiviral com herpesvirus de animais tém sido ocasionalmente
conduzidos (SCHWERS et al., 1980; THIRY et al.,, 1983; MAGGS & CLARKE, 2004;

MARLEY et al., 2006; MEULEN et al., 2006; GARRE et al., 2007). Assim, foi demonstrado que
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o ACV ¢ pouco ativo frente ao BoHV-1 (THIRY et al., 1983) e ao herpesvirus felino 1 — FeHV-1
(MAGGS & CLARKE, 2004; MEULEN et al., 2006). Foi demonstrado também que o ACV ¢ 10
vezes menos efetivo do que o GCV frente ao herpesvirus equino 1 (EqHV-1) in vitro (GARRE et
al., 2007). Outros estudos demonstraram que o GCV inibe a replicagdo do FeHV-1 em células de
linhagem felina (MAGGS & CLARKE, 2004; MEULEN et al., 2006). A eficacia deste antiviral
in vitro frente ao FeHV-1, juntamente com a Idoxuridina, foi superior a de outros quatro
farmacos (MAGGS & CLARKE, 2004). Dentre seis antivirais testados frente ao EQHV-1, o GCV
foi o mais ativo in vitro, sendo considerado o farmaco de escolha para testes de eficacia em
equinos (GARRE et al., 2007).

GARRE et al. (2007) observaram que a redugdo do numero de placas produzidas pelo
EqHV-1 in vitro pelo PFA varia de acordo com a cepa ou isolado. Esse antiviral foi ainda
associado com redug¢do do numero e tamanho de placas produzidas pelo BoHV-1 in vitro,
sugerindo-se que o farmaco possa ser utilizado in vivo (SCHWERS et al., 1980). A atividade do
PFA contra o0 BoHV-1 também foi testada em embrides bovinos in Vvitro, nos quais inibiu a
replicagdo viral na concentracio de 400 pg.mL"' (MARLEY et al., 2006).

A importancia de se testar antivirais inicialmente pelo teste de redu¢cdo no nimero de
placas virais reside no fato de se selecionar os farmacos que inibem a replicagdo viral in vitro
para entdo testa-los in vivo. Testes in vivo contra 0 BoHV-1 néo foram conduzidos com o ACV,
apos a verificacdo da baixa eficiéncia in vitro do ACV contra esse virus (THIRY et al., 1983). Da
mesma forma, ndo existem estudos publicados de testes com antivirais comerciais, como o GCV
e o PFA, in vivo com os herpesvirus de bovinos.

A terapia antiviral € uma pratica comum em humanos, porém pouco relatada em infecgoes
por herpesvirus em animais. A maioria dos estudos, conduzidos in vitro, investigam a eficiéncia

de antivirais comerciais frente ao FeHV-1 (MAGGS & CLARKE, 2004; MEULEN et al., 2006;
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HUSSEIN et al., 2008a) e com menor frequéncia frente ao BoHV-1 (SCHWERS et al., 1980;
THIRY et al., 1983, MARLEY et al., 2006). Apesar de alguns estudos demonstrarem atividade
antiviral de farmacos de uso humano contra herpesvirus bovino in Vitro, pouco se sabe sobre a
eficacia de antivirais frente a esses virus, nao existindo formulagdes disponiveis para tratamento
de infec¢des herpéticas nesta espécie. Provavelmente, isso se deve ao custo elevado do
tratamento, principalmente para grandes animais. Neste sentido, coelhos tém sido utilizados
como modelo para estudos de patogenia do BoHV-1 e BoHV-5 (FLORES et al., 2009) e cobaias
para estudos com o BoHV-2 (TORRES et al., in press). Para estas espécies, existe a possibilidade
de se realizar estudos com antivirais, associados ou ndo a outros farmacos. Assim, o
conhecimento acerca da atividade in vitro de antivirais contra esses agentes pode permitir a
realizacdo de estudos de patogenia e terapéutica adicionais frente ao BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-
5, bem como para o tratamento de animais de alto valor zootécnico (DEZENGRINI et al., 2009;
FLORES et al., 2009). Por esta razdo, inicialmente testou-se in vitro a atividade de trés antivirais
utilizados para o tratamento de infecgdes herpéticas humanas, o ACV, GCV e PFA frente ao

BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5 em células de cultivo.

MATERIAL E METODOS

A atividade in vitro do Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV) e Foscarnet (PFA) foi
testada frente ao BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5 em células de cultivo, pelo teste de redugdo do
numero de placas. Inicialmente, investigou-se a toxicidade de doses crescentes desses farmacos
para células MDBK e Hep-2, com o objetivo de selecionar doses que representassem atividade
antiviral especifica dos farmacos nos testes de redugao do nimero de placas.
Ceélulas e virus

Células de linhagem de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) e da linhagem Hep-2
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(ATCC, CCL-23), cultivadas em meio essencial minimo (MEM)® e suplementadas com 5% de
soro equino (SE) ou soro fetal bovino (SFB)®, respectivamente, 100 U.mL™" de penicilina e 100
pg.mL™ de estreptomicina® foram utilizadas para amplificagdo e quantificagdo dos virus, ensaios
de placa e testes de citotoxicidade. As cepas de BoHV-5 SV-507/99 (DELHON et al., 2003),
BoHV-2 (cedida pelo Dr. Fernando Osorio, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska, EUA), e
BoHV-1 SV-56/90 (WEIBLEN et al., 1992) foram testadas quanto a sua sensibilidade in vitro
aos trés farmacos. A cepa Singer do BVDV (Dr. Ruben Donis, University of Nebraska, Lincoln,
Nebraska, EUA) e a cepa KOS do HSV-1 (Dr. Paulo Michel Roehe, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil) foram utilizadas como controles negativos e positivos,
respectivamente, da sensibilidade viral aos farmacos.
Farmacos

Trés farmacos antivirais comerciais indicados para o tratamento de infec¢des por
herpesvirus humanos foram selecionados para os testes in vitro: o ACV! (peso molecular — PM -
225), GCV® (PM 255.2) e PFA" (PM 300.1). Os farmacos foram diluidos na concentragio de
Img.mL™" em solucdo salina (ACV); solugdo salina com 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO)
(GCV), ou em agua ultrapura (PFA) imediatamente antes do uso.
Teste de viabilidade celular

O teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) foi
utilizado para investigar a toxicidade dos trés antivirais para as células de cultivo. Células MDBK
ou Hep-2 (1,6 x 10° células/cavidade de placas de poliestireno com 96 cavidades) foram
incubadas por 24 h a 37°C em estufa de CO, a 5% com dilui¢des seriadas dos trés antivirais (1,
10, 100, 200 e 500 ug.mL'l), ou mantidas como controles, em triplicata, ¢ submetidas ao teste de
MTT adaptado de GARRE et al. (2007). Apds 24 h de incubagdo com o farmaco, removeu-se o

sobrenadante e adicionou-se 50 pL de MTT (Img.mL" em MEM) por cavidade, ¢ as células e
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foram incubadas (MDBK por 2 h e Hep-2 por 4 h) a 37°C em estufa de CO; a 5%. Em seguida,
removeu-se 0 MTT e adicionou-se 100 uL. DMSO por cavidade, incubando-se por 15 min. a 37°C
sob agitacdo constante. O sobrenadante foi passado para uma nova placa de 96 cavidades e a
absorbancia (em densidade optica - OD) foi medida a um comprimento de onda de 550nm em um
leitor de ELISA. Foram conduzidos dois testes independentes, e a viabilidade de células foi
calculada para cada concentragdo de antiviral testada pela seguinte formula: % células viaveis =
media OD (antiviral) x 100/média OD (controles).

As porcentagens de células viaveis para cada concentracdo do farmaco foram utilizadas
para o calculo da concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsy), por andlise de regressao
linear. No teste de MTT, considerou-se toxica a concentragdo de antiviral em que a viabilidade
das células foi inferior a 80%, em comparagdo com os controles (GARRE et al., 2007).

Atividade antiviral in vitro

O teste de redu¢do do nimero de placas virais (MEULEN et al., 2006; GARRE et al.,
2007) foi utilizado para investigagdo da atividade antiviral in vitro dos trés farmacos frente ao
BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5. No teste utilizou-se o HSV-1 ¢ o BVDV Singer como controles
positivo e negativo, respectivamente. Para isso, foram utilizadas células MDBK ou Hep 2 (HSV-
1) cultivadas em placas de poliestireno de seis cavidades (aproximadamente 2 x 10°
células/cavidade). Previamente ao ensaio, trés cavidades contendo células receberam 1 mL de
MEM com a concentragdo do antiviral a ser testada (0,1; 1; 10; 25; 75 ¢ 100 ug.mL'l) e trés
cavidades foram mantidas como controles, e incubadas por 1 h a 37°C em estufa de CO, a 5%.
Em seguida, o sobrenadante foi removido e os tapetes celulares foram lavados, adicionando-se 1
mL de inoculo contendo aproximadamente 100 DICCs, (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares) do respectivo virus, por cavidade. Apos 2 h de adsorgao, o indculo foi removido e os

tapetes celulares foram recobertos com 2 mL de MEM contendo 5% de SE ou SFB, 0,95% de
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carboximetilcelulose’ ¢ a respectiva concentragio de antiviral em pg.mL’. Apos 48 h de
incubacdo a 37°C em estufa de CO, a 5%, foi realizada a contagem do niimero de placas virais
nas cavidades, com o auxilio de uma lamina milimetrada adaptada a superficie inferior da placa.
Foram realizados pelo menos dois testes independentes, em triplicata, com cada concentragdo dos
antivirais.

A inibigdo da replicacdo viral foi calculada a partir da formula: % inibi¢do da replicacéo
viral = 1-(nimero médio de placas virais nas cavidades com antiviral/ nimero medio de placas
virais nas cavidades sem antiviral)x100. A concentracdo de cada farmaco efetiva para inibir em
50% o nimero de placas virais (ECsg) e o indice de seletividade (IS) foram calculados por analise
de regressio linear, considerando-se a equagdo da reta adequada quando o valor de R* foi igual
ou superior a 0,9. O IS ¢ a relagdo entre a CCsy do farmaco (obtido pelo MTT) e a ECs. Este
valor ¢ utilizado para estimar a seguranga de medicamentos, tanto para a utilizagdo em humanos,
quanto para animais e, quanto maior o valor deste (acima de 1), maior a diferenca entre a dose de
antiviral que reduz em 50% a replicagdo viral (ECsg) e a dose citotoxica (CCsg). Portanto maior a

seguranga do farmaco para uso nas respectivas células (COEN & RICHMAN, 2007).

RESULTADOS
Citotoxicidade dos antivirais para os cultivos celulares

No teste de MTT, verificou-se que todas as concentracdes dos trés antivirais testadas,
exceto a de 500 pg.mL’, resultaram em viabilidade celular acima de 80% (dados ndo
apresentados). Assim, pdde-se utilizar concentracdes de até 200 pg.mL™ nos testes com os trés
farmacos em células MDBK e Hep-2. Os valores de concentragdo citotoxica para 50% das células
(CCsp) dos farmacos estdo apresentados na tabela 1.

Atividade antiviral in vitro do ACV, GCV e PFA frente aos herpesvirus de bovinos
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A concentracdo de antiviral que inibiu 50% da replicacdo dos virus (ECsg) e o indice de
seletividade (IS) do ACV, GCV e PFA frente a 100 DICCsy do BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5
estdo apresentados na tabela 1. Esses valores foram calculados a partir das porcentagens de
reducdo do numero de placas, que sdo apresentados na figura 1. O PFA inibiu completamente a
formacio de placas pelos trés virus testados na concentragdo de 100 ug.mL™. Frente ao HSV-1,
todas as concentragdes testadas do ACV e GCV, ¢ as concentragdes de 75 ¢ 100 pg.mL" do PFA,
inibiram completamente a formacao de placas virais, demonstrando a atividade desses farmacos
nos testes realizados. Nenhuma das concentracdes dos trés antivirais testadas inibiu a replicago
do BVDV, demonstrando a especificidade da atividade anti-herpética desses farmacos no teste de

reducdo do niumero de placas (dados ndo apresentados).

DISCUSSAO

Dentre os antivirais com eficdcia anti-herpética comprovada, foram selecionados trés
farmacos disponiveis comercialmente, que sdo utilizados para o tratamento de infecgdes
herpéticas humanas: Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV) e Foscarnet (PFA). O ACV e GCV
sdo andlogos do nucleosideo guanosina, com atividade citotoxica especifica para células
infectadas por herpesvirus. A atividade antiviral ¢ dependente da fosforilagdo por uma enzima
quinase viral, a timidina quinase — TK — ou na auséncia desta, pela fosfotransferase UL97,
seguida de duas fosforilagdes por quinases celulares. O ACV promove o término da extensio da
molécula de DNA viral nascente apds a sua incorporacao na cadeia, ja o0 GCV ¢ incorporado sem
necessariamente interromper a extensdo da cadeia (CLERCQ, 2001; COEN & RICHMAN,
2007). O PFA ¢ um anélogo do pirofosfato e, ao contrario dos outros dois fairmacos, ndo requer
ativacao prévia por fatores celulares ou virais, ligando-se no sitio ocupado pelo pirofosfato e

impedindo que a polimerase complete o seu ciclo catalitico (NAESENS & CLERCQ, 2001;
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COEN & RICHMAN, 2007). Por esta razao, o PFA ¢ utilizado para o tratamento de infec¢des
herpéticas por mutantes na TK, UL97 e/ou DNA polimerase do HSV-1, virus da varicela zoster
(VZV) ou citomegalovirus humano (HCMV) resistentes ao ACV e/ou ao GCV e outros analogos
de nucleosideo (COEN & RICHMAN, 2007).

No teste de reducdo do nimero de placas, o ACV apresentou-se pouco a moderadamente
ativo (Figura 1), com uma ECsy comparativamente elevada e IS baixo para os trés herpesvirus
testados (Tabela 1). Estes achados sdo compativeis aos relatos de atividade in vitro do ACV
frente a outros herpesvirus animais, como o FeHV-1 e EqHV-1, contra os quais a ECsy desse
antiviral é 11 e 20 vezes maior que a do GCV, respectivamente (MEULEN et al., 2006; GARRE
et al., 2007). Estudos anteriores realizados in vitro também demonstraram atividade controversa
do ACV frente ao BoHV-1, sendo necessarias concentracdes elevadas do farmaco para que a
atividade antiviral fosse evidenciada (THIRY et al., 1983; GLOTOV et al., 2004).

Enzimas de outros herpesvirus nao fosforilam o ACV de forma eficiente como a TK do
HSV e VZV (COEN & RICHMAN, 2007), o que poderia explicar a baixa atividade deste
antiviral contra os herpesvirus animais. Estudos tém demonstrado que a TK de herpesvirus
animais possuem alta similaridade de nucleotideos com a TK do HSV-1, porém a especificidade
por substratos e as propriedades cinéticas dessa enzima frente a firmacos sdo diferentes entre as
espécies de herpesvirus humanos e animais (SOLAROLI et al., 2008). Foi demonstrado ainda
que a baixa eficiéncia do ACV frente ao FeHV-1 ¢ devida a fosforilagao pouco eficiente pela TK
desse virus, uma vez que, na presenga da TK do HSV-1, a DNA polimerase do FeHV-1 apresenta
alta afinidade pelo ACV (HUSSEIN et al., 2008a). Portanto, a baixa ativagdo do ACV pelo
FeHV-1 ¢ atribuida a diferencas da sequéncia de aminoacidos e estruturais na TK, que resultam
na ligacdo desse farmaco a TK em um sitio diferente para fosforilar o ACV. Quando esses dois

residuos sdo substituidos na TK do FeHV-1 para mimetizar a ligagdo do ACV a TK do HSV-1, a



68

ativacdo desse antiviral aumenta em 3vezes (HUSSEIN et al., 2008Db).

O GCV foi comparativamente eficaz na redu¢do do nimero de placas do BoHV-2,
apresentando um baixo valor de ECs e elevado IS (Tabela 1). O BoHV-2, dentre os trés virus
testados, ¢ o que possui maiores semelhancas com o HSV-1. Contra esse virus, o GCV também
apresentou-se eficaz, inibindo a sua replicagdo completamente em todas as concentragdes
testadas (Figura 1). A atividade do GCV frente ao HSV-1 ja foi demonstrada anteriormente
(DUAN et al., 2008). Porém, foram necessarias concentracoes maiores desse farmaco para se
observar efeito antiviral frente ao BoHV-5, e frente ao BoHV-1 o GCV foi ineficaz. O GCV é
considerado o antiviral de escolha para inibir a replicagdo ou limitar a dissemina¢ao do FeHV-1
in vitro, juntamente com o Cidofovir e 0 PMEDAP; e seguido pelo PMEDAP ¢ ACV para o
EqHV-1 (MEULEN et al., 2006; GARRE et al., 2007).

O PFA foi o farmaco que apresentou os melhores resultados frente ao BoHV-1, BoHV-2 e
BoHV-5, sendo o unico que, na concentragio de 100 pg.mL™, inibiu completamente a formagao
de placas pelos trés herpesvirus de bovinos testados (Figura 1). Além disso, os valores de ECs
foram mais baixos do que aqueles do ACV e GCV para o BoHV-1 e BoHV-5, apresentando IS
superiores para os trés virus (Tabela 1). A atividade antiviral do PFA ja havia sido demonstrada
frente ao BoHV-1, em células do cumulus co-cultivadas com embrides bovinos. Os titulos do
virus foram reduzidos em quatro logaritmos na concentragdo de 200 pg.mL", e a replicagdo viral
foi inibida completamente frente a 400 pg.mL"' (MARLEY et al., 2006). Por outro lado, o PFA
apresenta atividade intermedidria frente ao FeHV-1 in vitro se comparado a outros farmacos
como o GCV e o Cidofovir. Testes com o EQHV-1 demonstraram que o PFA reduz o numero de
placas virais, porém essa a¢do varia de acordo com o isolado viral, apresentando, por isso, valor
limitado para o tratamento de infec¢des por esse virus (MEULEN et al., 2006; GARRE et al.,

2007).
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Para o BoHV-2, o0 GCV apresentou um valor de ECsy mais baixo que o PFA. O valor de
IS no entanto foi superior para o PFA, indicando que este seria mais seguro para estudos in vivo
com este virus. Além disso, o GCV somente pode ser utilizado por infusdo intravenosa, o que
dificultaria a formulagdo de pomadas de uso topico na glandula mamaria de fémeas bovinas.
Embora a mamilite herpética bovina seja uma doenca auto-limitante, possui importancia em
rebanhos leiteiros, pois pode produzir reducdo na produgdo de leite e predispor a infeccgdes
bacterianas, responsaveis por mastites (WELLENBERG et al., 2002). Pela semelhanga com o
HSV-1 e o HSV-2, acredita-se que farmacos disponiveis para o tratamento das infeccoes
herpéticas humanas possam se constituir em alternativas para o tratamento das lesdes vesiculares
e erosivas produzidas pelo BoHV-2 (FIELD et al., 2006). Esse virus também tem sido indicado
como modelo para estudos com o HSV-1, pela sua semelhanga genética e antigénica (EHLERS et
al., 1999). A aplicabilidade de farmacos antivirais para o tratamento destas infecgdes em bovinos
¢ questionavel, pelo seu alto custo. Contudo, o conhecimento de antivirais efetivos contra o
BoHV-1 e BoHV-5 possui aplicabilidade em estudos de patogenia e terapéutica antiviral em

modelos animais, especialmente camundongos e coelhos.

CONCLUSOES

Os trés farmacos testados apresentaram atividade antiviral, em niveis variaveis, frente aos
trés herpesvirus de bovinos in vitro. O GCV apresentou-se ativo contra o BoHV-2 in vitro, e ¢ um
candidato para testes in vivo. O PFA apresentou os melhores resultados frente aos trés

herpesvirus, constituindo-se no candidato de elei¢do para testes terap€uticos in vivo.

FONTES DE AQUISICAO

“Invitrogen Brasil LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil.



70

°Cultilab Materiais para Cultura de Células LTDA, Campinas, SP, Brasil.
‘Nutricell nutrientes celulares LTDA, Campinas, SP, Brasil.

GlGalena, Campinas, SP, Brasil.

“Brasvit, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

'Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos a colega do Setor de Virologia Marciele Ribas Pilau, pelo auxilio na realizacdo dos

ensaios de citotoxicidade pelo MTT.

REFERENCIAS

CARRILLO, B.J. et al. Pathology of a bovine viral necrotizing encephalitis in Argentina.
Zentralblatt fur Veterindrmedizin Reihe B, v. 30, n. 3, p. 161-168, 1983.

CLERCQ, E.D. Molecular targets for antiviral agents. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v. 297, n. 1, p. 1-10, 2001.

COEN, D.M.; RICHMAN, D.D. Antiviral agents. In: KNIPE, D.M.; HOWLEY, P.M. Fields
virology. 5.ed. Philadelphia: Williams & Wilkins, 2007. Cap. 14, p. 447-485.

DELHON, G.A. et al. Genome of bovine herpesvirus 5. Journal of Virology, v. 77, n. 19, p.
10339-10347, 2003. Doi: 10.1128/JV1.77.19.10339-10347.2003.

DEZENGRINI, R. et al. Bovine herpesvirus 5 induces an overproduction of nitric oxide in the
brain of rabbits that correlates with virus dissemination and precedes the development of
neurological signs. Journal of Neurovirology, v. 15, n. 2, p. 153-163, 2009. Doi:
10.1080/13550280802578067.

DUAN, R. et al. Acyclovir-resistant corneal HSV-1 isolates from patients with herpetic keratitis.



71

Journal of Infectious Disease, v. 198, p. 659-663, 2008. Doi: 10.1086/590668.

EHLERS, B. et al. Bovine herpesvirus type 2 is closely related to the primate alphaherpesviruses.
Virus Genes, v. 19, n. 3, p. 197-203, 1999. Doi: 10.1023/A:1008184630066.

ERIKSSON, B. et al. Pyrophosphate analogs as inhibitors of DNA polymerases of
cytomegalovirus, herpes simplex virus and cellular origin. Biochimica et Biophysica Acta, v.
696, n. 2, p. 115-123, 1982.

FIELD, H.J. et al. Herpesvirus latency and therapy — from a veterinary perspective. Antiviral
Research, v. 71, n. 2-3, p. 127-133, 2006. Doi: 10.1016/j.antiviral.2006.03.018.

FLORES, E.F. et al. Neuropatogénese experimental da infec¢do pelo herpesvirus bovino tipo 5
em coelhos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 29, n. 1, p. 1-16, 2009. Doi: 10.1590/S0100-
736X2009000100001.

GARRE, B. et al. In vitro susceptibility of six isolates of equine herpesvirus 1 to acyclovir,
ganciclovir, cidofovir, adefovir, PMEDAP and foscarnet. Veterinary Microbiology, v. 122, n. 1-
2, p. 43-51,2007. Doi: 10.1016/j.vetmic.2007.01.004.

GLOTOV, A.G. et al. Study of antiviral activity of different drugs against bovine herpes virus
and pestivirus. Antibiotiki i Khimioterapiia, v. 49, n. 6, p. 06-09, 2004.

HUSSEIN, LT.M. et al. Penciclovir is a potent inhibitor of feline herpesvirus-1 with
susceptibility determined at the level of virus-encoded thymidine kinase. Antiviral Research,
n.78, n. 3, p.268-274, 2008a. Doi: 10.1016/j.antiviral.2007.10.015.

HUSSEIN, I.T.M. et al. Substrate specificity and molecular modelling of the feline herpesvirus-1
thymidine kinase. Archives of Virology, v. 153, p. 495-505, 2008b. Doi:
10.1016/j.antiviral.2007.01.152.

KAHRS, R.F. Viral diseases of cattle. 2.ed. lowa: lowa State University Press, 2001.

MAGGS, D.J.; CLARKE, H.E. In vitro efficacy of ganciclovir, cidofovir, penciclovir, foscarnet,



72

idoxuridine and acyclovir against feline herpesvirus type-1. American Journal of Veterinary
Research, v. 65, n. 4, p. 399-403, 2004.

MARLEY, M.S. et al. Effect of phosphonoformic acid in the development of bovine embryos in
vitro. Veterinary Therapeutics, v. 7, n. 2, p. 156-166, 2006.

MEULEN, K.V.D. et al. In vitro comparision of antiviral drugs against feline herpesvirus 1.
BMC Veterinary Research, v. 2, n. 13, p. 1-7, 2006. Doi: 10.1186/1746-6148-2-13.

NAESENS, L.; CLERCQ, E.D. Recent developments in herpesvirus therapy. Herpes, v. 8, n. 1,
p. 12-16, 2001.

RISSI, D.R. et al. Epidemiology, clinical signs and distribution of the encephalic lesions in cattle
affected by meningoencephalitis caused by bovine herpesvirus-5. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 26, n. 2, p. 123-132, 2006. Doi: 10.1590/S0100-736X2006000200010.

ROCK, D.L. et al. Characterization of dexamethasone-induced reactivation of latent bovine
herpesvirus 1. Journal of Virology, v. 66, n. 4, p. 2484-2490, 1992.

ROIZMAN, B. The family Herpesviridae: an update. Archives of Virology, v. 123, n. 3-4,
p.432-445, 1992.

SCHWERS, A. et al. Comparision of the effect of trisodium phosphonoformate on the mean
plaque size of pseudorabies virus, infectious bovine rhinotraqueitis virus and pigeon herpesvirus.
Journal of Comparative Pathology, v. 90, n. 4, p. 625-633, 1980.

SOLAROLI, N. et al. Substrate specificity of feline and canine herpesvirus thymidine kinase.
Antiviral Research, v. 79, p. 128-132, 2008. Doi: 10.1016/j.antiviral.2008.03.003.

THIRY, E. et al. In vivo and in vitro effect of acyclovir on pseudorabies virus, infectious bovine
rhinotracheitis virus and pigeon herpesvirus. Annales Recherches Vétérinaries, v. 14, n. 3, p.
233-245, 1983.

TORRES, F.D. et al. Acute and latent infection by bovine herpesvirus type 2 in a guinea pig



73

model. Microbial Pathogenesis, in press, 2010.

WEIBLEN, R. et al. Isolation of bovine herpesvirus 1 from preputial swabs and semen of bulls
with balanoposthitis. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v. 4, n. 3, p. 341-343,
1992.

WELLENBERG, G.J. et al. Viral infections and bovine mastitis: a review. Veterinary
Microbiology, v. 88, n. 1, p. 27-45, 2002. Doi: 10.1016/S0378-1135(02)00098-6.

WHITLEY, R.J.; ROIZMANN, B. Herpes simplex virus infections. Lancet, n. 357, n. 9257, p.
1513-1518, 2001. Doi: 10.1016/S0140-6736(00)04638-9.

YOSHIDA, M. et al. Comparison of antiviral compounds against human herpesvirus 6 and 7.

Antiviral Research, v. 40, n. 1-2, p. 73-84, 1998.



74

Tabela 1. Susceptibilidade in vitro dos herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), tipo 2 (BoHV-2) e

tipo 5 (BoHV-5) ao Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV) e Foscarnet (PFA).

Herpesvirus Antiviral
de bovinos
ACV GCV PFA

ECso” IS ECso IS ECso IS
BoHV-1 112,9¢ 4,5 335,8 1,7 29.5 422
BoHV-2 114,2 4,5 33,5 16,6 452 27,6
BoHV-5 96,9 5,3 123,2 4,5 7.8 160,6
CC50d 508,3/130,3 556,2/111,4 1.245,1/4869,9

“ECso: concentra¢do de cada farmaco efetiva para inibir em 50% o numero de placas virais, em
ug.mL'l.

°[S: indice de seletividade; relacao entre a CCsg e a ECso.

°Os valores se referem a concentragdo do antiviral em pg.mL™".

dCC50: concentragdo do farmaco em ug.mL'1 citotoxica para 50% das células MDBK/Hep 2.
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Figura 1. Porcentagem de inibigdo da replicagdo viral in vitro pelo Aciclovir, Ganciclovir e
Foscarnet frente aos herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2), 5 (BoHV-5) e herpes
simplex tipo 1 (HSV-1). Os dados representam a média de dois experimentos independentes

realizados em triplicata.
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5. CAPITULO 4

Atividade do Foscarnet sobre os herpesvirus bovino tipos 1 e 5 em coelhos

Foscarnet activity against bovine herpesvirus types 1 and 5 in rabbits
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ABSTRACT. — Dezengrini, R., Silva, S.C., Traesel, C.K., Weiss, M., Oliveira, M.S., Weiblen,
R. & Flores, E.F. 2010. [Foscarnet activity against bovine herpesvirus types 1 and 5 in
experimentally infected rabbits] Atividade do Foscarnet sobre os herpesvirus bovino tipos 1 ¢ 5
em coelhos infectados experimentalmente. Pesquisa Veterindria Brasileira xx(x):xx-xx. Setor de
Virologia, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, e Departamento de Microbiologia
e Parasitologia, Centro de Ciéncias Rurais. Universidade Federal de Santa Maria, Av, Roraima,

1000, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com

The antiviral activity of Foscarnet (PFA) was previously demonstrated in vitro against three
bovine herpesviruses (BoHVs). Herein we report the activity of PFA in rabbits inoculated
intranasally (IN) or in the conjunctival sac (IC) with BoHV-1 or BoHV-5 and treated with 100
mg/kg of PFA on a daily basis. Rabbits inoculated with BoHV-5 by the IC route and treated with
PFA presented a reduction in virus titers between days 2 and 6 post inoculation (pi) comparing to
untreated controls; this difference was significant at day 3 pi [F(9,108) = 2,23; P<0.03].
Morbidity and mortality rates of rabbits inoculated with BoHV-5 and treated with PFA were
significantly reduced (50%; 11/22) when compared to untreated controls (95.4%; 21/22)
(P<0.0008). A reduction in virus shedding was also observed in rabbits inoculated with BoHV-1
by the IC route, between days 1 and 4 pi; 6 and 7 pi. The frequency, severity and duration of
ocular signs (hyperemia, edema, ocular secretion) were also reduced in the PFA-treated group. In
this group, 6/9 animals developed only mild, mainly unilateral, and transient ocular signs. In
contrast, 8/9 controls developed severe ocular signs. The difference in the incubation period and
in the duration of the clinical course was significant between the groups (P<0.005 and P<0.04,
respectively). The PFA antiviral activity in vivo against BoHV-1 and BoHV-5 is promising
towards future studies to evaluate its aplicability for treatment of herpetic infections in domestic

animals.
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INDEX TERMS: Antivirals, BoHV-1, BoHV-5, Foscarnet, rabbits.

RESUMO. - A atividade antiviral do Foscarnet (PFA) foi previamente demonstrada in vitro
frente a trés herpesvirus bovino (BoHV). Neste estudo, a atividade do PFA foi avaliada in vivo
em coelhos inoculados pela via intranasal (IN) ou no saco conjuntival (IC) com o BoHV-1 ou
BoHV-5, e tratados ou ndo com 100 mg/kg do farmaco por dia. Coelhos inoculados com o
BoHV-5 pela via IC e tratados com o PFA apresentaram uma redugdo nos titulos de virus
excretado entre os dias 2 e 6 pi; essa diferenca foi significativa no dia 3 pi [F(9,108) = 2,23;
P<0,03)]. Coelhos inoculados com o BoHV-5 apresentaram uma redugdo significativa
(P<0,0008) nos indices de morbidade e mortalidade: 95,4% (21/22) nos controles para 50%
(11/22) nos tratados. Redugdo na excre¢do de virus também foi observada em coelhos inoculados
com o0 BoHV-1 pela via IC, entre os dias 1 ¢ 4, ¢ 6 ¢ 7 pi. A frequéncia, severidade e dura¢ao dos
sinais oculares (hiperemia, edema, secrecao ocular) também foram reduzidas no grupo PFA.
Nesse grupo, 6/9 animais desenvolveram apenas sinais oculares leves unilaterais e transitorios.
Em contraste, 8/9 animais do grupo controle desenvolveram sinais oculares severos. A diferenca
no periodo de incubagdo e na duragdo do curso clinico foi significativa entre os grupos (P<0,005
e P<0,04, respectivamente). A atividade antiviral do PFA in vivo contra o BoHV-1 ¢ BoHV-5 ¢
promissora para estudos futuros que avaliem sua aplicabilidade no tratamento de infecg¢des
herpéticas em animais domésticos.

TERMOS DE INDEXACAO: Antivirais, BoHV-1, BoHV-5, Foscarnet, coelhos.

INTRODUCAO
Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sdo classificados na familia

Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. Esses agentes apresentam
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uma cadeia dupla linear de DNA como genoma, sdo envelopados e possuem uma substancia
amorfa denominada tegumento entre o capsideo e o envelope viral (Roizman 1992). O BoHV-1 ¢
associado principalmente com doenga respiratoria, a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), lesdes
genitais, denominadas vulvovaginite e balanopostite pustular infecciosa (IPV/IBP), além de
produzir infertilidade transitoria, abortos e infecgdes sistémicas em neonatos (Roizman 1992). O
BoHV-5 produz meningoencefalite de curso geralmente fatal em bovinos jovens, doenga relatada
com frequéncia na Argentina e no Brasil (Carrillo et al. 1983, Rissi et al. 2006). Uma importante
caracteristica dos virus dessa subfamilia ¢ a capacidade de estabelecer e reativar infecg¢des
latentes em ganglios nervosos, o que permite a sua perpetuacdo na natureza (Rock et al. 1992).
Devido a sua importancia clinica, os herpesvirus humanos tém sido alvo do
desenvolvimento de farmacos antivirais. Dentre os farmacos testados, incluem-se os analogos de
nucleosideo, de pirofosfato e outros farmacos inibidores da DNA polimerase (Coen & Richman
2007). O Foscarnet (PFA) ¢ um analogo sintético do pirofosfato que impede que a DNA
polimerase complete seu ciclo catalitico (Coen & Richman 2007). Esse farmaco ¢ utilizado em
humanos para o tratamento de infec¢des herpéticas por isolados resistentes aos andlogos de
nucleosideo (Eriksson et al. 1982, Coen & Richman 2007). Estudos de atividade antiviral do PFA
com o EqHV-1, FeHV-1 e BoHV-1 tém sido conduzidos in vitro (Schwers et al. 1980, Maggs &
Clarke 2004, Marley et al. 2006, Garré et al. 2007). Garré et al. (2007) observaram que a reducao
do numero de placas produzidas do EQHV-1 in vitro pelo PFA varia de acordo com a cepa ou
isolado. Esse antiviral foi ainda associado com a redugdo do numero e tamanho de placas
produzidas pelo BoHV-1 in vitro, sugerindo-se que o farmaco possa ser utilizado in Vvivo
(Schwers et al. 1980). A atividade do PFA contra o BoHV-1 também foi testada em embrides
bovinos in Vvitro, nos quais inibiu completamente a replicagdo viral, em concentra¢des de 200 ¢

400 pg/mL (Marley et al. 2006).
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Poucos estudos foram realizados para testar farmacos antivirais in vivo contra herpesvirus
animais. A maioria deles relata estudos com o ACV em camundongos ou em coelhos inoculados
com o HSV-1, que servem como modelo para uso de farmacos antivirais em humanos (Sicher et
al. 1981, Kern et al.1986). Em estudos clinicos, a atividade do PFA ja foi demonstrada frente ao
citomegalovirus murino (MCMYV), quando reduziu a mortalidade e os titulos de virus nos
pulmdes de ratos infectados (Debs et al. 1986). Em macacos, o PFA reduziu o periodo de viremia
e a severidade das lesdes produzidas pelo VZV (Oberg et al. 1989). Em cobaias, este fArmaco
preveniu o desenvolvimento de lesdes cutaneas e genitais apds a inoculagdo com o HSV-1
(Spruance et al. 1986, Oberg et al. 1989). O PFA também foi testado em camundongos infectados
com o HSV-1, nos quais reduziu a mortalidade (Kern et al. 1978; Oberg et al. 1989).

A atividade in vitro do ACV, GCV e PFA foi demonstrada frente ao BoHV-1, BoHV-2 e
BoHV-5 (Dezengrini et al. 2009, submetido). Apesar de alguns estudos demonstrarem a atividade
antiviral de farmacos de uso humano contra o BoHV-1 in vitro, ndo existem formula¢oes
disponiveis para tratamento de infeccdes herpéticas nesta espécie. Nao obstante, a atividade
antiviral de farmacos contra 0 BoHV-1 ¢ BoHV-5 pode possuir aplicabilidade em estudos de
patogenia e de terapéutica antiviral em modelos animais, especialmente em camundongos e
coelhos. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do PFA sobre a replicacao e as

doengas produzidas pelo BoHV-1 e BoHV-5 em coelhos infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS
O Foscarnet (PFA) foi testado in vivo em coelhos inoculados pelas vias intranasal (IN) ou
no saco conjuntival (IC) com o BoHV-1 ou BoHV-5. Foram comparadas a replicacdo e excre¢ao
viral, bem como o desenvolvimento de sinais clinicos (periodo de incubac¢do, morbidade,

mortalidade, severidade dos sinais) nos grupos tratados e controles. Os procedimentos com
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animais foram conduzidos sob supervisao veterinaria e conforme as recomendagdes do COBEA
(Colégio Brazileiro de Experimentagio Animal), ¢ aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade (aprovagdo 23081.012136/2007-90, em 27 de agosto de 2007).

Células, virus e farmacos

Células da linhagem MDBK (ATCC, CCL-22) cultivadas em meio essencial minimo
(MEM; Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) e suplementadas com 5% de soro equino (SE), 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) foram
utilizadas para amplifica¢do, quantificacdo e isolamento viral. As cepas de BoHV-5 SV-507/99
(Delhon et al. 2003), e BoHV-1 SV-56/90 (Weiblen et al. 1992) foram utilizadas para a
inoculacdo dos coelhos. O antiviral Foscarnet (PFA; PM 300.1) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) foi aliquotado, mantido a temperatura ambiente e diluido em dgua ultrapura imediatamente
antes da aplicagdo nos animais.

Atividade do PFA frente ao BoHV-5 em coelhos

Experimento I: 20 coelhos da raga Nova Zelandia, com 23 dias de idade, foram
inoculados pela via IN com 10”° DICCso do BoHV-5, sob anestesia com 30 mg/kg de tiletamina e
zolazepan (Zoletil 50; Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Silva et al. 1999). Destes, 10
coelhos receberam 100 mg/kg por dia de PFA em trés aplicacdes intraperitoneais (IP) com
intervalos de 8 horas (h), entre os dias 1 e 6 pos-inoculagdo (pi), constituindo o grupo PFA. Os
demais coelhos inoculados (n=10) receberam agua ultrapura (200 pL) sob o mesmo protocolo,
constituindo o grupo controle de virus (CV). Os animais foram monitorados clinicamente a cada
8 h e suabes nasais foram coletados a cada 48 h (dias 1 a 15 pi) para isolamento viral Os animais
que apresentaram sinais neuroldgicos foram submetidos a eutanasia apos anestesia com 30 mg/kg
de cloridrato de quetamina e Smg/kg de cloridrato de xilazina (Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP,

Brasil), pela administragdo intracardiaca de tiopental sodico (Cristalia Produtos Quimicos e
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Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil). Sec¢des do encéfalo desses animais foram coletadas e
submetidas a isolamento de virus.

Experimento Il: 12 coelhos da raca Nova Zelandia com 21 dias de idade foram
inoculados pela via IN com 107 DICCs, do BoHV-5, conforme descrito acima. Seis animais
receberam PFA entre 8 hpi e 10 dpi pela via IP (100 mg/kg por dia), constituindo o grupo PFA; 6
animais receberam agua ultrapura (200 pL) nos mesmos intervalos (grupo CV). Suabes nasais
foram colhidos a cada 48 h entre os dias 2 ¢ 14 pi para isolamento e quantificagdo de virus. Os
animais que apresentaram sinais neuroldgicos foram submetidos a eutanasia conforme descrito no
Experimento I; sec¢des do encéfalo foram coletadas para isolamento viral.

Experimento 111: 12 coelhos foram inoculados pela via IC sob anestesia com 10"
DICCsp do BoHV-5. Apo6s a inoculagdo, os animais foram alocados em dois grupos: um grupo
recebeu aplicagdes de PFA (grupo PFA) entre 8 hpi e 17 dpi (100 mg/kg por dia, IP), e no grupo
controle (CV; n=6) foi administrada agua ultrapura (200 pL). Suabes conjuntivais foram
coletados diariamente entre os dias 1 e 14 pi e submetidos a isolamento e quantificagdo de virus.
Os animais que apresentaram sinais neurologicos foram submetidos a eutandsia conforme
descrito acima, coletando-se por¢des do encéfalo para isolamento viral.

Atividade do PFA frente ao BoHV-1 em coelhos

Dezoito coelhos da raga Nova Zelandia, com 21 dias de idade, foram inoculados pela via
IC, sob anestesia, com 107°® DICCs, do BoHV-1, e a seguir distribuidos aleatoriamente em dois
grupos. O grupo PFA (n=9) recebeu aplicagdes de PFA IP (100 mg/kg por dia) entre 8 hpi e 10
dpi, enquanto que o grupo CV (n=9) recebeu agua ultrapura IP (200 uL) nos mesmos intervalos.
Os animais foram monitorados clinicamente 3 vezes ao dia. Suabes conjuntivais foram coletados
entre os dias 1 e 11 pi para isolamento e quantificagdo de virus.

Durante o monitoramento clinico, observaram-se os sinais clinicos oculares, os quais
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foram registrados em fichas individuais. Para tornar a avaliagcdo clinica mais objetiva, atribuiram-
se valores de zero (0) a quatro (4), de acordo com a severidade dos sinais (Quadro 1). Dessa
forma, a cada dia, os animais apresentaram doenga de severidade quantificavel de 0 a 4.
Posteriormente, utilizou-se um escore clinico, onde foi calculada a média e o somatorio desses
valores para cada grupo, entre os dias 1 e 12 pi.

Isolamento e quantificacdo de virus

Apbs a coleta, os suabes nasais ou oculares foram drenados, centrifugados a baixa rotagao
(2000 x g por 10 min.) e uma aliquota de 200 puL inoculada em monocamadas de células MDBK.
Apods 2 h de incubagdo a 37°C em estufa de CO, a 5%, o indculo foi removido € o meio de
cultivo adicionado. Foram realizadas 3 passagens de 5 dias cada, considerando-se negativas as
amostras que ndo apresentaram efeito citopatico (ECP) ao final da terceira passagem. Regides do
encéfalo de coelhos que apresentaram sinais neuroldgicos (experimentos I, II e III) além do TG
(experimento III) foram macerados em areia estéril, homogenizadas em MEM 2X 1:5 (peso x
volume) e centrifugados a 2000 x g a 4°C por 10 min. Uma aliquota de 200 uL foi inoculada em
monocamadas de células MDBK, seguido de monitoramento conforme descrito acima.

Para a quantificagdo de virus nas secre¢des oculares, os suabes foram drenados e
submetidos a quantificacdo pela técnica de diluigdo limitante em células MDBK. Os titulos virais
foram calculados de acordo com Reed & Muench (1938) e expressos como log;o DICCso/mL.

Anélise estatistica

Os periodos de incubagao dos animais inoculados com os virus, além da duragao do curso
clinico nos animais inoculados com o BoHV-1 foram comparados entre os grupos PFA e CV pelo
teste ndo-paramétrico U de Mann Whithey, considerando-se significativo P<0,05, com auxilio do
SPSS (SPSS, Chicago, IL, EUA). Os valores referentes ao nimero de animais que apresentaram

sinais neurologicos (morbidade) e mortalidade dos grupos PFA ¢ CV foram sumetidos ao Teste
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Exato de Fisher de probabilidade (Zar et al., 1999). Os titulos médios do BoHV-1 ¢ BoHV-5
excretados nas secre¢des oculares dos coelhos dos grupos PFA e CV foram submetidos a analise
de variancia de duas vias (MANOVA) com medida repetida. O teste post hoc Student Newman

Keuls (SNK) foi aplicado quando apropriado, considerando-se significativo P<0,05, com auxilio

do SPSS.

RESULTADOS

Efeitos do PFA sobre a infeccdo e doenca neurologica pelo BoHV-5 em coelhos

No experimento I, todos os animais inoculados com o BoHV-5 pela via IN (grupos PFA e
CV) excretaram o virus em secre¢des nasais por um periodo de 5 a 15 dias. Quatro entre dez
animais do grupo PFA (40%) apresentaram sinais neurologicos entre os dias 6 ¢ 9 pi; e 9/10
animais do grupo CV (90%) apresentaram sinais neurologicos entre os dias 7 ¢ 15 pi (Quadro 2).
Os sinais ndo diferiram entre os grupos, e foram caracterizados por depressao, descarga nasal,
bruxismo, opistdétono, andar em circulos e convulsdes. Animais doentes foram submetidos a
eutanasia in extremis.

No experimento II, coelhos inoculados com 0 BoHV-5 pela via IN excretaram o virus nas
secre¢des nasais por 6 a 10 dias. Nao foram observadas diferencas nos titulos médios de virus
excretados entre os grupos PFA e CV (dados ndo apresentados). Os sinais neuroldgicos foram
evidenciados entre os dias 6 ¢ 15 pi (grupo CV) e 7 a 12 pi (grupo PFA). Os indices de
morbidade e mortalidade foram de 66,7% (4/6) no grupo PFA e de 100% (6/6) no grupo CV
(Quadro 2).

Nos dois experimentos conduzidos com animais inoculados pela via IN (Exp. I e II),
observaram-se sinais neuroldgicos em 50% (8/16) dos animais tratados com PFA, contra 93,7%

(15/16) dos controles. A mediana do periodo de incubagdo foi relativamente menor no grupo
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PFA, porém essa diferenga ndo foi significativa, pela variagao entre os animais dentro dos grupos
(Quadro 2).

Como nos dois primeiros experimentos ndo foi possivel quantificar a excre¢do de virus,
realizou-se o terceiro experimento, no qual coelhos foram inoculados pela via IC com o BoHV-5.
No experimento III os animais tratados com PFA excretaram o virus em titulos inferiores aos
controles, entre os dias 2 e 6 pi. No dia 3 pi essa diferenca foi significativa [F(9,108) = 2,23;
P<0,03)] (Fig 1). Neste dia, verificou-se um pico na excre¢do viral, e o titulo médio de virus foi
4,8 vezes inferior no grupo PFA (Fig 1). Além disso, o periodo médio de excre¢do de virus nesse
grupo foi menor, de 11 dias (10-13) no grupo PFA contra 12,7 dias (10-14) no grupo CV. No dia
11 pi, todos os animais do grupo CV e somente 3 do grupo PFA ainda excretavam virus nas
secrecdes oculares. A diferenca na mediana do periodo de incubagdo entre esses grupos nao foi
significativa (Quadro 2). O curso clinico dos animais nesse experimento foi, em geral, mais tardio
do que nos animais inoculados pela via IN, e os coelhos apresentaram doenca neuroldgica entre
os dias 11 e 18 pi (grupo CV) e entre 12 e 20 dpi (grupo PFA). A andlise estatistica do periodo de
incubac¢dao médio e do curso clinico médio nao revelou diferengas entre os grupos PFA e grupos
CV nos trés experimentos com o BoHV-5. A diferenca das taxas de morbidade e mortalidade
entre os grupos CV e PFA foi de 50%, confirmando os resultados dos primeiros experimentos.
Apesar da inoculagdo ter sido IC, os animais ndo apresentaram sinais oculares/conjuntivais.

Portanto, considerando-se os trés experimentos realizados com o BoHV-5, os indices de
morbidade e mortalidade foram de 95,7% (21/22) nos grupos CV e de 50% (11/22) nos grupos
PFA. Essa diferenga foi significativa (P<0,0008). Isso demonstra a eficacia do PFA, ndo somente
na redugdo dos titulos de virus excretados, mas também na reducdo da morbidade e mortalidade.

Efeitos do PFA sobre a infec¢do conjuntival pelo BoHV-1 em coelhos

No experimento realizado com o BoHV-1, o PFA reduziu a excrecdo de virus nas
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secrecOes oculares entre os dias 1 e 4; 6 ¢ 7 pi (Fig 2). Embora essa redu¢ao ndo tenha sido
significativa, nos dias 1, 2 e 4 pi os titulos médios de virus excretados foram respectivamente 2,3,
4,1 e 4,9 vezes menores no grupo PFA, No dia 10 pi, 3 animais do grupo PFA e 6 do grupo CV
ainda excretavam virus nas secregdes oculares.

Os sinais clinicos oculares foram mais frequentes nos animais controles (8/9) do que nos
tratados (6/9), e de maior intensidade e duracdo no grupo CV (Fig 3). Nos animais tratados, os
sinais foram de hiperemia e secrecdo serosa leve, unilateral, apresentando recuperagdo em 2 a 7
dias. A oclusdo parcial e unilateral da palpebra foi observada em dois animais, por um periodo
transitorio. Por outro lado, os animais do grupo CV apresentaram sinais oculares mais precoces €
severos, com curso clinico de maior duragdo. Esses sinais foram caracterizados por hiperemia,
edema e secrecdo serosa moderada a severa bilateral e oclusdo parcial ou total das palpebras. A
oclusdo total e bilateral das palpebras foi observada em todos os animais que desenvolveram
sinais oculares do grupo CV entre os dias 4 ¢ 9 pi. Além destes sinais, vesiculas e crostas foram
observadas entre os dias 5 ¢ 9 pi em 4 dos 9 animais desse grupo. Os sinais iniciaram-se a partir
do dia 1 pi e regrediram apo6s 4 a 13 dias, com um periodo de incubacdo médio mais curto e curso
clinico de maior duragdo nos animais controles. As médias do periodo de incubagdo foram de 7,1
(4-7) dpi no grupo PFA e 3,5 (1-4) dpi no grupo CV. Esses valores foram convertidos a mediana
[5 (4-12) para o grupo PFA e 3 (2-3,5) para o grupo CV] e submetidos a analise estatistica. Dessa
forma, observou-se que o aumento do periodo de incubagdo no grupo PFA foi significativo
(P<0,005). Da mesma forma, a redugao na duragdo do curso clinico de 7,3 (4-13) para 3,1 (2-7),
analisada apos a conversdao desses dados a mediana [4 (0-5) no grupo PFA e 9 (4-9,5) no grupo
CV], foi significativa (P<0,04) (Quadro 3). Na figura 4 ¢ apresentada a evolugdo do escore

clinico médio e total dos grupos tratados com o PFA ou mantidos como controle de virus.
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DISCUSSAO

O presente estudo relata os efeitos do Foscarnet (PFA) em coelhos inoculados com o
BoHV-1 ou BoHV-5. Nos coelhos inoculados pela via IC, o tratamento com esse farmaco
resultou na redugdo da excregao desses virus. Em coelhos inoculados com o BoHV-5, observou-
se uma reducdo da morbidade e mortalidade nos grupos tratados. Nos coelhos inoculados com o
BoHV-1, o tratamento retardou o inicio da doenga, reduziu a frequéncia, a severidade e a duragao
do curso clinico. Esses resultados abrem perspectivas para experimentos envolvendo terapias
experimentais e estudos de patogenia envolvendo drogas antivirais contra esses agentes.

A partir dos resultados obtidos em um experimento anterior, quando investigou-se a
atividade in vitro de trés antivirais (Aciclovir, Ganciclovir ¢ Foscarnet) frente a trés herpesvirus
de bovinos, selecionou-se o PFA para estudos in vivo (Dezengrini et al. 2009, submetido). Para
esses testes, utilizou-se o modelo experimental de coelhos, ja bem caracterizado (Silva et al.
1999, Flores et al. 2009). Coelhos recém-desmamados foram inoculados com o BoHV-5 pela via
intranasal (IN) e tratados com PFA entre os dias 1 e 6 pi (Exp. I) ou entre 8 h e 10 dpi (Exp. 1), e
avaliados quanto ao desenvolvimento de doenca neurologica. Nesses experimentos, a
quantificagdo viral nas secregdes nasais — indicativos da eficiéncia de replica¢dao primdria - pode
ndo fornecer indicativos precisos dos niveis de replicacao (Flores et al. 2009). Portanto, realizou-
se o terceiro experimento, com o objetivo principal de quantificar e comparar a replicagdo e
excrecgdo viral nas secre¢des oculares de coelhos inoculados.

Os titulos médios de virus nas secre¢des oculares de coelhos inoculados com o BoHV-5
(Exp. III) foram significativamente inferiores no dia 3 pi [F(9,108) = 2,23; P<0,03)] (Fig 1),
embora diferengas nos titulos também tivessem sido observadas em outros dias (2, 4-6pi). Esses
resultados demonstram que o PFA reduziu a replicacdo e a excre¢do viral. Considerando-se os

trés experimentos com o BoHV-5, o tratamento resultou em indices de morbidade e mortalidade
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inferiores (P<0,0008) nos grupos tratados [50% (11/22) nos grupos PFA contra 95,7 (21/22) nos
grupos CV]. A atividade antiviral no sitio de replicagdo primaria, reduzindo os titulos virais
produzidos e excretados, pode explicar em parte a reducdo nos indices de morbidade e
mortalidade. E provavel que a invasdo viral do encéfalo seja influenciada pela quantidade de
particulas infecciosas produzidas nos ciclos iniciais de replicagdo (Chowdhury et al. 1997, Lee et
al. 1999). Assim, a redu¢do na replicagdo primaria, resultaria em reducdo na carga viral que
estaria disponivel para invadir o encéfalo. Embora nao tenha sido possivel quantificar os titulos
de virus excretados nos Exp. I e II, é possivel que também tenha ocorrido uma reducao da
replicagdo na mucosa nasal dos animais tratados com PFA.

Hipotetiza-se que a reducdo nos indices de morbidade e mortalidade pelo tratamento com
PFA de coelhos inoculados com o BoHV-5 possa também ser devida, parcialmente, a
interferéncia do farmaco com a replicacao viral no encéfalo. Nesse sentido, tem sido demonstrado
que o PFA apresenta uma boa penetragdo no liquor e no humor vitreo, atingindo concentragdes
consideraveis na retina e no SNC de coelhos (Lopez-Cortés et al. 2000). Portanto, além de inibir
a replicacdo no sitio de entrada, ¢ possivel que o PFA tenha reduzido os niveis da replicagdao do
BoHV-5 no encéfalo, ap6s a passagem pela barreira hematoencefalica. Isso poderia ter reduzido a
disseminagdo viral no encéfalo e prevenido ou retardado o desenvolvimento de doenca
neuroldgica nos animais tratados.

Nos animais inoculados IC com o BoHV-5, além da reducao na excre¢ao de virus € nos
indices de morbidade e mortalidade, observou-se um curso clinico mais tardio nos animais de
ambos os grupos. Esse achado era esperado, pois a inoculagdo IC resulta na invasdo do SNC
preferencialmente pela via trigeminal, que apresenta cinética mais lenta em relagao a via olfatoria
(Lee et al. 1999, Diel et al. 2005).

A agdo do PFA frente ao BoHV-1 in vitro havia sido demonstrada em estudos anteriores
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(Schwers et al. 1980, Marley et al. 2006, Dezengrini et al. 2009, submetido). No entanto, existem
poucos estudos in vivo com este antiviral, provavelmente pelo seu custo elevado. O tratamento
com o PFA de coelhos infectados com o BoHV-1 pela via IC resultou na redugdo dos titulos
médios de virus excretados nas secrecdes oculares entre os dias 1 e 4; 6 ¢ 7 pi (Fig 2). No dia 10
pi, 3/9 animais do grupo tratado e 6/9 do grupo controle ainda estavam excretando virus. Os
sinais clinicos apresentados pelo grupo PFA foram observados em 66,7% (6/9) dos animais
tratados e em 88,9% (8/9) animais do grupo CV. Além da excrecao reduzida de virus, a redugdo
marcante no escore clinico ¢ um importante pardmetro de avaliacdo, para demonstrar a eficacia
do PFA frente ao BoHV-1. Entre os dias 5 e 8 pi, o escore clinico foi aproximadamente 5 vezes
inferior no grupo PFA, demonstrando a redug@o da intensidade dos sinais oculares associados a
infeccdo (Fig. 3 e 4). Nesse sentido, o PFA também tem sido utilizado com sucesso no tratamento
de infec¢des oculares pelo HSV-1, principalmente naquelas produzidas por mutantes na TK
resistentes ao ACV, que na maioria das vezes também sao refratarios ao GCV (Duan et al. 2008).

O inicio do tratamento com o PFA nas primeiras horas apo6s a inoculagdo provavelmente
limita os titulos de virus que atingem o SNC (BoHV-5), ou ainda reduz a replicacdo local do
virus (BoHV-1 e BoHV-5). Com isso, reduz a morbidade e severidade clinica associadas a essas
infecgdes. O inicio precoce do tratamento (8 hpi a 1 dpi) foi realizado com o intuito de
demonstrar a eficacia do PFA na inibi¢do da replicagdo do virus. Embora este procedimento nao
reflita o que se utiliza na rotina - inicio da terapia ap6s o inicio dos sinais clinicos — esta € uma
pratica comum em estudos com antivirais in vivo (Sicher et al. 1981, Thiry et al. 1983, Kern et al.
1986, Oberg et al. 1989). O retardo no inicio do tratamento topico com PFA de camundongos
infectados com o HSV-1 para 5 dpi resultou no aumento do escore clinico ¢ da mortalidade por
encefalite nos animais tratados (Piret et al. 2000).

Cabe ressaltar que os resultados apresentados no presente estudo sdo aplicaveis as cepas
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de BoHV-1 e BoHV-5 testadas, tendo em vista os relatos de variagao de eficacia do PFA frente a
diferentes isolados do HSV-1 e do EQHV-1 (Schwers et al. 1980, Garré et al. 2007).

Embora a atividade antiviral do PFA nao tenha sido testada em infecgdes recorrentes pelo
BoHV-1 e BoHV-5, acredita-se que, assim como para o HSV-1, esse farmaco também possa ser
efetivo nas reativagdes das infec¢des pelos herpesvirus de bovinos (Duan et al. 2008). Estudos
semelhantes a este, com o teste de concentragdes de PFA superiores e outras vias de aplicacao
também poderiam elucidar se é possivel reduzir ainda mais a excrecdo de virus nas secrecoes
oculares, assim como prevenir totalmente o desenvolvimento de sinais neuroldgicos nos animais
tratados.

O objetivo geral desse trabalho foi investigar a eficacia do PFA contra o BoHV-1 ¢
BoHV-5, o que poderia abrir perspectivas para estudos futuros de patogenia e terapéutica dessas
infecgdes herpéticas em modelos experimentais. Alguns desses estudos poderiam elucidar a
eficacia de doses maiores de PFA, com inicio de tratamento mais tardio, vias de aplicagdo
alternativas (gotas oculares ou pela via intravenosa, por exemplo) e sua atividade na
reativagao/recrudescéncia da infecgdo latente. A eficacia de terapias de associacdo do PFA com
outros farmacos, como antiinflamatorios que inibem a ciclooxigenase 2 (COX-2) (Oliveira et al.
2008), inibidores da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), anticonvulsivantes efetivos frente as
convulsdes jacksonianas — que sdo parciais e focais - como a carbamazepina, o acido valproéico, a
gabapentina e fenitoina, ou ainda farmacos utilizados no tratamento de convulsdes generalizadas
(Chowdhury et al. 1997, Ropper & Brown, 2007), poderiam auxiliar na elucida¢ao dos

mecanismos de patogenia das infec¢des pelo BoHV-1 ¢ BoHV-5 in vivo.
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Quadro 1. Critérios utilizados para quantificar as manifestacfes clinicas em coelhos

inoculados com o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) no saco conjuntival.

Escore  Aparéncia das lesdes oculares

0 auséncia de sinais oculares

0,5 hiperemia ou secre¢do serosa leve unilateral

1,0 hiperemia e secrecdo serosa leve unilateral ou hiperemia moderada unilateral

1,5 hiperemia e secre¢do serosa leve bilateral, com ou sem crostas (recuperagio)

2,0 hiperemia e secrecdo serosa acentuada unilateral

2,5 hiperemia e secrecdo serosa moderada bilateral ou hiperemia e secre¢do serosa

acentuada unilateral

3,0 hiperemia e secre¢do serosa acentuada bilateral ou hiperemia e secrecdo mucosa

moderada bilateral

3,5 hiperemia e secre¢do seromucosa moderada bilateral acompanhadas de vesiculas ou

crostas unilaterais

4,0 Hiperemia e secre¢do seromucosa acentuada bilateral ou moderada e

acompanhadas de vesiculas ou crostas bilaterais
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Quadro 2. Efeitos do Foscarnet em coelhos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 5

(BoHV-5).

Grupo n Periodo de incubagdo” Morbidade/mortalidade (%)

Experimento | — Intranasal
cv’ 10 12 (5-15) 9/10 (90)
PFA* 10 24 (6-9) 4/10 (40)

Experimento Il — Intranasal

CV 6 9,7 (6-15) 6/6 (100)

PFA 6 17,5 (7-12) 4/6 (66,7)
Experimento Il — Saco conjuntival

CV 6 15 (11-18) 6/6 (100)

PFA 6 25 (12-20) 3/6 (50)
TOTAL

CV 22 - 21/22 (95,7)

PFA 22 - 11/22 (50)

'n: namero de animais.

*Os valores do periodo de incubagdo sio apresentados como média dos grupos e variagio
(minima-maxima). Para andlise estatistica, calculou-se a mediana (Q50) dos periodos de
incubacdo dos grupos PFA e CV nos trés experimentos pelo teste U de Mann Whitney, nio
observando-se diferengas estatisticas. As medianas e os quartis (Q25 e Q75) foram de 9 (8-13)
nos grupos CV e 23 (7,25-35) nos grupos PFA dos experimentos I e II. No experimento III foram
de 15 (13,25-17,25) no CV e 27,5 (12,75-35) no PFA.

CV: grupo controle de virus.

*PFA: grupo tratado com o Foscarnet.
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Fig 1. Excrecdo de virus em secre¢des oculares dos coelhos inoculados no saco conjuntival
(Experimento III) com o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), tratados com o Foscarnet (¢) ou
mantidos como controles de virus (m). Os pontos (O,m) representam as médias dos titulos de virus
excretados, expressos em DICCso/mL, com os respectivos erros-padrdo. Os titulos virais médios
entre os dias 5 e 10 pi estdo apresentados no grafico menor. * Diferenca significativa [F(9,108) =

2,23; P<0,03)].
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Quadro 3. Efeitos do Foscarnet em coelhos inoculados no saco conjuntival com o

herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1).

Grupo n' Excrecao de Periodo de Morbidade (%) Curso clinico®
virus (dias)? incubagéo’
CV’ 9 9,3 (7-10) 3,5(1-4) 8/9 (88,9) 7,3 (4-13)
PFA® 9 9,1 (7-10) 7,1 (4-7)* 6/9 (66,7) 3,1 (2-7)*

"h: ntimero de animais.

Periodo médio, em dias, de excrecdo de virus em secre¢des oculares. Entre parénteses sdo
apresentados o periodo minimo e maximo de excrecao viral por animais dos respectivos grupos.
3Sdo apresentadas a média do periodo de incubagdo e, entre parénteses, o maior e menor intervalo
para o desenvolvimento dos sinais oculares. Esses valores foram convertidos a mediana (Q50) e
quartis (Q25 e Q75) no teste ndo-paramétrico U de Mann Whitney. Essas medianas foram de 5
(4-12) para o grupo PFA e 3 (2-3,5) para o grupo CV. A diferenga entre as medianas foi
significativa (P<0,005).

*A média de duragdo do curso clinico, em dias, bem como o maior € o menor intervalo para
recuperagdo clinica sdo apresentados. A mediana (Q50) e os quartis (Q25 e Q75) foram 4 (0-5)
no grupo PFA e 9 (4-9,5) no grupo CV. Essa diferenca foi significativa (P<0,04)

>CV: grupo controle de virus.

SPFA: grupo tratado com o Foscarnet (PFA).
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Fig 2. Excrecdo de virus em secrecdes oculares de coelhos inoculados no saco conjuntival com o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), tratados com o Foscarnet (¢) ou mantidos como controles
de virus (m). Os pontos (O,m) representam os titulos médios de virus excretados, expressos em
DICCsy¢/mL, com o respectivo erro padrdo. Os titulos virais médios entre os dias 5 a 10 pi estdo

apresentados no grafico menor.
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Fig 3. Sinais clinicos oculares de coelhos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)
no saco conjuntival. Animal tratado com Foscarnet (grupo PFA) (A e B) e animal do grupo

controle de virus (C e D) no dia 5 pés-inoculagio.
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Fig 4. Escore clinico médio dos sinais clinicos oculares de coelhos inoculados com o herpesvirus
bovino tipo 1 (BoHV-1) no saco conjuntival e tratados com Foscarnet (grupo PFA) ou mantidos
como controles de virus (grupo CV). Os pontos representam as médias do escore clinico, com os

respectivos erros-padrdo. No grafico menor € apresentado o somatorio do escore clinico de cada

grupo.
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RESUMO

A replicagdo do herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) no encéfalo de coelhos infectados
experimentalmente ¢ acompanhada de um aumento nos niveis de 6xido nitrico (NO), que precede
o desenvolvimento de doenga neuroldgica. Estudos anteriores também demonstraram a atividade
do antiviral Foscarnet (PFA) frente ao BoHV-5 in vitro e in vivo. No presente estudo, investigou-
se o efeito da inibicdo da isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS), associada
ou nao ao tratamento com o PFA, na infec¢do e doenga neuroldgica pelo BoHV-5 em coelhos.
Para isso, 24 coelhos inoculados com 10"* DICCsy do BoHV-5 (cepa SV-507/99) pela via
intranasal foram alocados em quatro grupos de seis animais cada: um grupo recebeu o inibidor da
iNOS aminoguanidina (AG) na dose de 400 mg.kg™' por dia pela via intraperitoneal (IP) entre os
dias 2 e 6 pos-inoculagio (pi); outro grupo foi tratado com PFA na dose de 100 mg.kg” IP por
dia entre 8 horas e 10 dias pi; um terceiro grupo recebeu ambos os farmacos (AG+PFA); e outro
grupo foi mantido como controle de virus (CV). Animais de todos os grupos excretaram o virus
nas secregdes nasais entre os dias 2 e 10 pi e desenvolveram doenga neurologica, porém com
diferentes frequéncias e periodos de incubacdo. Os indices de morbidade e mortalidade foram de
100% (6/6) nos grupos AG e CV; de 66,7% (4/6) no grupo PFA e de 83,3% (5/6) no grupo
AG+PFA. O periodo de incuba¢ao da doenga neuroldgica foi significativamente menor no grupo
AG, comparando-se com os outros grupos (P<0,05). Nesse grupo, os sinais neuroldgicos foram
mais precoces e severos; e foram mais tardios no grupo AG+PFA. Esses resultados demonstram
que o tratamento com PFA reduziu a morbidade e mortalidade associadas com a infec¢do pelo
BoHV-5; e que o tratamento com AG resultou na antecipacdo e no agravamento do quadro
neurolégico. Assim, sugere-se que a indu¢do da sintese de NO em resposta a infeccdo pode
desempenhar uma funcao relevante na resposta imune inata contra o BoHV-5, visto que a sua

inibi¢do resultou em doenga neurologica mais precoce e severa em coelhos infectados.
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antiviral.

ABSTRACT

The replication of bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) in the brain of experimentally infected rabbits
is accompanied by an increase in nitric oxide (NO) levels, which precedes the development of
neurological disease. Previous studies also demonstrated the activity of the antiviral Foscarnet
(PFA) against BoHV-5 in vitro and in vivo. Here we investigated the effect of the inhibition of
the inducible nitric oxide synthase (iNOS), associated or not with PFA, on the neurological
infection and disease by BoHV-5 in rabbits. Twenty four rabbits were inoculated intranasally
with 10" TCIDs of BoHV-5 (strain SV-507/99) and distributed in four groups of six animals
each: one group received the iNOS inhibitor aminoguanidine (AG) at 400 mgkg’
intraperitoneally (IP) per day between days 2 and 6 post-inoculation (pi); another group received
PFA at 100 mg.kg™' IP per day, between 8 hours and 10 days pi; a third group received both AG
and PFA and the fourth group was maintained as virus control. Animals from all groups shed
virus in nasal secretions between days 2 and 10 pi, and developed neurological disease, however
with different frequencies and incubation periods. Morbidity and mortality rates were 100% (6/6)
in the groups AG and CV, 66.7% (4/6) in the group PFA and 83.3% (5/6) in the group AG+PFA.
The incubation period of neurological disease was significantly reduced in animals of group AG
comparing to the other groups (P<0.05). The onset of neurological disease occurred earlier and
the signs were more severe in the animals of group AG; and delayed in the group AG+PFA.
These results demonstrate that PFA-treatment reduced the morbidity and mortality rates
associated with BoHV-5 infection; and that AG treatment anticipated and aggravated the

neurological signs. We therefore suggest that NO production in response to virus infection may
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be an important component of the innate immune response against BoHV-5, since iNOS
inhibition resulted in an earlier and more severe neurological disease.

Keywords: BoHV-5, nitric oxide, iNOS, rabbits, aminoguanidine, Foscarnet, antiviral therapy.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) ¢ um alfaherpesvirus que produz meningoencefalite
ndo-supurativa, frequentemente fatal em bovinos jovens (BAGUST & CLARK, 1972;
BELKNAP et al., 1994). A infec¢do experimental de coelhos resulta no desenvolvimento de
sinais neuroldgicos semelhantes aos apresentados por bovinos infectados e, assim, a patogenia da
infec¢cdo neurologica pelo BoHV-5 tem sido estudada nessa espécie (LEE et al., 1999; SILVA et
al., 1999; CARON et al., 2002; FLORES et al., 2009). Apo6s a inoculacdo intranasal (IN), o virus
replica na mucosa nasal e ¢ transportado ao sistema nervoso central (SNC), preferencialmente
pela via olfatéria, onde ocorre replicagdo litica e/ou estabelecimento de infecgdo latente (LEE et
al., 1999; CARON et al., 2002).

A resposta imune inata contra os herpesvirus ¢ mediada pela sintese de interferon (IFN) a
e B, interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF-o) (BREDER et al., 1988;
BABIUK et al., 1996). Essas citocinas, além de IFN-y e componentes virais, s30 responsaveis
pela expressdo da isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) durante as infec¢des
(AKAIKE & MAEDA, 2000). Essa enzima cataliza a reacdo de formacdo do 6xido nitrico (NO)
em células da micréglia e em astrécitos no SNC, em quantidades muito superiores (10 a 100
vezes) as produzidas pelas isoformas constitutivas em células endoteliais ¢ neurdnios (AKAIKE
& MAEDA, 2000; PACHER et al., 2007). Apesar da importancia do NO na defesa do organismo
contra fungos e bactérias, em que a supressao da sintese dessa molécula pode levar a deficiéncias

na eliminagdo de infec¢des bacterianas, a fungdo do NO em infecgdes virais ainda é pouco
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conhecida (AKAIKE & MAEDA, 2000).

Nas infecgdes produzidas por alguns virus, o NO exerce funcdo antiviral pela inibicdo da
replicagdo de DNA e da sintese de proteinas tardias. A atividade antiviral do IFNy contra o virus
do herpes simplex 1 (HSV-1) é mediada, em parte, pela sintese de NO (CROEN, 1993). Neste
sistema, demonstrou-se a diminui¢do nos titulos do HSV-1 in vitro pelo NO produzido por
macrofagos (CROEN, 1993). Porém, a resposta imune inata mediada por células da microglia
ndo impede a disseminagdo do HSV-1 e a progressdo da doenga neurolégica em camundongos
(MARQUES, 2006; MARQUES et al., 2008). Além disso, a resposta inflamatoria e infiltracao
intensa de células inflamatorias sdo diretamente relacionadas a encefalite fatal pelo HSV-1 em
camundongos (LUNDBERG et al., 2008). Em alguns estudos, a aplicacdo de inibidores da NOS
em camundongos infectados com o HSV-1 reduziu a gravidade e a mortalidade resultantes (FUJII
et al.,, 1999), ou ainda os niveis do mRNA da iNOS e a carga viral do HSV-1 no SNC
(MEYDING-LAMMADE et al., 2002). Em outros estudos, o tratamento resultou no agravamento
das manifestagdes clinicas e na deteccdo de titulos virais superiores em secrecdes ¢ tecidos
(BENENCIA et al., 2001; GAMBA et al., 2004; KEADLE et al., 2005).

Acredita-se que o NO possui fun¢do neuroprotetora no inicio de infecgdes neuroldgicas
por herpesvirus, porém com a disseminagdo viral e a sintese excessiva dessa molécula, pode
resultar em neurotoxicidade (FUJII et al., 1999; SERRANO et al., 2002). A neurotoxicidade do
NO e seus intermediarios ¢ relacionada a fragmentacdo de DNA, nitrosilagdo de proteinas,
peroxidagdo de lipidios, inibigdo da citocromo C oxidase, indu¢do de apoptose ou necrose,
aumento de permeabilidade da barreira hematoencefalica, disfungdo na condugdo de impulsos
nervosos e, na indugdo de convulsdes (HOOPER et al., 2001; PACHER et al., 2007; ROYES et
al., 2007).

Portanto, terapias que associam inibidores da iNOS e antivirais poderiam permitir uma
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redugdo nos niveis de NO e, em consequéncia, evitar ou reduzir os efeitos toxicos da produgao
excessiva dessa molécula, aliada a redugdo nos titulos de virus que invadem e replicam no SNC
(FUJII et al., 1999; MEYDING-LAMADE et al., 2002).

Um aumento nos niveis de NO foi correlacionado a disseminagdo do BoHV-5 no encéfalo
de coelhos infectados (DEZENGRINI et al., 2009). O significado deste achado no entanto
permanece desconhecido, pois estudos anteriores haviam demonstrado que a agdo do NO no SNC
pode ser tanto benéfica quanto deletéria. Atividade antiviral moderada do NO contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) in vitro ja foi relatada (GUPTA et al., 1999), mas a fungao
biologico dessa molécula durante a infecgdo in vivo pelo BoHV-1, bem como a sua fungao
durante a infecgdo in vitro e in vivo pelo BoHV-5 permanecem desconhecidos.

A aminoguanidina (AG) inibe a atividade da L-arginina em formar NO, na reagdo
catalizada pela NOS. Para inibir as isoformas constitutivas, a AG necessita da presenca de
cofatores, possuindo maior especificidade para a iNOS (WOLFF & LUBESKIE, 1995). O
Foscarnet (PFA) é um analogo sintético do pirofosfato que impede que a DNA polimerase viral
complete seu ciclo catalitico. Esse antiviral ¢ utilizado no tratamento de infeccdes herpéticas em
humanos, principalmente aquelas produzidas por amostras virais resistentes ao Aciclovir ou
Ganciclovir (COEN & RICHMAN, 2007). A agdo do PFA na inibicdo da replicagdo dos
herpesvirus bovino 1, 2 ¢ 5 (BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5) foi demonstrada in vitro, e em coelhos
inoculados com o BoHV-1 e BoHV-5 (DEZENGRINI et al., 2009a, submetido).

O objetivo deste trabalho foi investigar a participagdo da biogénese do NO na patogenia
da infeccao aguda pelo BoHV-5 em coelhos, pela inibicao seletiva da iNOS com a AG, associada

ou ndo ao tratamento com o antiviral PFA.
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MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Coelhos inoculados com o BoHV-5 foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos e
receberam diferentes tratamentos nos dias seguintes a inoculagdo: aminoguanidina (grupo AG);
Foscarnet (grupo PFA); ambos os farmacos (AG+PFA) ou foram mantidos como controles de
virus nao-tratados (CV). Os indices de morbidade e mortalidade, periodo de incubagdo e
severidade dos sinais clinicos foram comparados entre os grupos.

Celulas, virus e farmacos

Células MDBK (ATCC CCL-22) cultivadas em meio essencial minimo (MEM)" e
suplementadas com 5% de soro equino (SE), 100 U.mL™ de penicilina e 100 pg.mL™" de
estreptomicinab foram utilizadas para a amplificagdo, isolamento e quantificagdo viral. A cepa de
BoHV-5 SV-507/99, ja sequenciada e caracterizada (DELHON et al., 2003) foi utilizada para
inocular os animais. O inibidor seletivo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
aminoguanidina® (AG) e o antiviral Foscarnet® (PFA) foram aliquotados, mantidos em
temperatura ambiente e diluidos em agua ultrapura imediatamente antes da aplicagdo e conforme
recomendagoes do fabricante.

Animais, inoculacdo viral, tratamentos e monitoramento

Coelhos da raca Nova Zelandia recém desmamados (aproximadamente 25-30 dias de
idade) foram inoculados pela via IN com 0,5 mL de uma suspensdo do BoHV-5 SV-507/99
contendo 107* doses infectantes para 50% dos cultivos celulares por mL (DICCsp.mL") sob
anestesia com tiletamina e zolazepan (Zoletil 50%, 30 mg.kg" via intramuscular). Em seguida,
esses animais foram alocados em quatro grupos: o grupo AG (n=6) recebeu 400 mg.kg™' por dia
de AG pela via intraperitoneal (IP), em aplicagdes a cada 12 horas, entre os dias 2 ¢ 7 pos-

inoculagdo (pi). No grupo PFA (n=6), aplicou-se o farmaco (100 mg.kg™" por dia) entre 8 horas pi
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e 10 dias pi, a cada 8 horas, pela via IP. O grupo AG + PFA (n=6) recebeu ambos os farmacos
nos mesmos periodos e concentragdes descritos acima; ¢ o grupo CV (n=6) consistiu no grupo
controle de virus, recebendo pela via IP volume equivalente (200 puL) de 4gua ultrapura. Quatro
animais foram incluidos como controles dos farmacos, apds inoculagdo com 0,5 mL de MEM
pela via IN sob anestesia. Esses animais receberam AG (grupo C-AG, n=2) ou PFA (grupo C-
PFA n=2) pela via IP nas mesmas doses e periodos citados.

Foram realizadas trés observagdes clinicas didrias, além de monitoramento virologico pela
coleta de suabes nasais a cada 48 h, entre os dias 2 e 10 pi. Para a coleta dos suabes nasais, os
animais foram sedados com cloridrato de xilazina®. Os suabes foram acondicionados em tubos
com 0,5 mL de MEM 2X (contendo 2X a concentragdo de antibioticos) e armazenados a -80°C.
Os animais que apresentaram sinais neuroldgicos foram anestesiados com quetamina® e cloridrato
de xilazina, e submetidos a eutandsia pela administragdo de tiopental sddico® intracardiaco.
Diferentes sec¢des do encéfalo desses animais foram coletadas e armazenadas a -80°C para
isolamento viral.

Os procedimentos com animais foram conduzidos sob supervisdo veterinaria e de acordo
com as recomendacdes da COBEA (Colégio Brazileiro de Experimentagdo Animal) e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade (aprovagio 23081.012136/2007-90, em 27 de
agosto de 2007).

Isolamento de virus das secrec¢des nasais e tecidos

Os suabes foram drenados ¢ 100 pL foram inoculados em monocamadas de células
MDBK conforme protocolo descrito por VOGEL et al. (2003). Sec¢des do SNC de animais que
apresentaram doenca neurologica foram maceradas em areia estéril ¢ homogenizadas em MEM
2X na proporg¢ao de 1:5 (peso x volume). Apds centrifugagao a 2000 x g, 200 uL do sobrenadante

foram inoculados em monocamadas de células MDBK, e incubadas por duas horas a 37°C em
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estufa de CO; a 5%. O inoculo foi removido, as monocamadas lavadas com MEM 2X, o meio de
cultivo (MEM contendo 5% SE) foi reposto.

As placas contendo as células inoculadas foram incubadas a 37°C em estufa de CO, a 5%,
e monitoradas por cinco dias para a apresentacdo de efeito citopatico (ECP). Duas passagens
subsequentes foram realizadas, considerando-se negativas as amostras que nao produziram ECP
ao final da terceira passagem.

Analise estatistica

O valores (numero de dias) dos periodos de incubagdo nos 4 grupos foram submetidos a
analise estatistica pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Whallis (analise de variancia de uma
via), seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn quando necessario, em que a

probabilidade de P<0,05 foi considerada significativa, usando-se o SPSS".

RESULTADOS

Todos os coelhos inoculados com o BoHV-5 excretaram o virus nas secre¢des nasais, por
5 a 10 dias, indicando que o virus replicou com eficiéncia na mucosa nasal. A excregdo viral nas
secre¢des nasais nao resultou em diferencas nos titulos de virus nos dias 2, 4 ¢ 6 pi (dados nao
apresentados).

Animais de todos os grupos desenvolveram doencga neuroldgica, porém com diferengas no
periodo de incubagdo, na frequéncia e severidade dos sinais neuroldgicos (Tabela 1). Os sinais
clinicos ndo diferiram muito entre os grupos e foram caracterizados por depressdo, nistagmo,
olhar fixo, opistdtono, bruxismo, andar em circulos e convulsdes. Além desses sinais, no grupo
AG observou-se hiperexcitacao.

As medianas dos periodos de incubagdo para os diferentes grupos, bem como o intervalo

interquartil de cada grupo (AG, PFA, AG+PFA e CV) sdo apresentados na Figura 1. A redugao
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no periodo de incubacdo, e consequente apresentacao precoce de sinais neuroldgicos pelo grupo
AG foi significativa (P<0,05), quando comparada com o periodo de incubagdo dos outros trés
grupos.

As taxas de morbidade e mortalidade foram de 100% (6/6) nos grupos AG e CV, 66,7%
(4/6) no grupo PFA e 83,3% (5/6) no grupo AG+PFA. Os indices de mortalidade e a distribuicao
temporal do desenvolvimento de doenca neuroldgica pelos animais submetidos aos diferentes
tratamentos sdo apresentados na Figura 1. Os trés animais sobreviventes, dois do grupo PFA e um
do grupo AG+PFA, foram monitorados clinicamente até o dia 35 pi.

Virias regides do encéfalo dos animais que apresentaram sinais neurologicos foram
positivas para virus, indicando que os sinais neurologicos apresentados pelos animais foram
decorrentes da replicagdo do BoHV-5 no SNC. No entanto, ndo foram observadas diferencas
evidentes nos padroes de distribui¢do de virus nas sec¢des do encéfalo dos animais dos diferentes
grupos (resultados ndo apresentados). Animais dos grupos C-AG e C-PFA (controles dos

farmacos) permaneceram sem alteracdes clinicas durante o periodo de acompanhamento.

DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se o efeito da inibicao da sintese de NO, associada ou nao
ao tratamento com um antiviral, na patogenia da infec¢do neuroldgica pelo BoHV-5 em coelhos.
A hipétese que norteou este experimento foi formulada com base em estudos anteriores que
demonstraram um aumento significativo do NO em regides do encéfalo de coelhos durante a
infec¢cdo neurologica aguda pelo BoHV-5 (DEZENGRINI et al., 2009). Hipotetizou-se entdo que
a producdo excessiva do NO, estimulada como parte dos mecanismos de defesa inata contra a
infeccdo, poderia resultar em toxicidade e disfuncdo neuronal, levando ao desenvolvimento de

sinais neuroldgicos. De acordo com essa hipotese, a inibicao da sintese excessiva de NO — e a
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consequente manutengdo de niveis basais — poderiam resultar no abrandamento e/ou na
prevencdo do desenvolvimento dos sinais neurologicos. Assim, utilizou-se um inibidor da
isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase - iNOS (aminoguanidina, AG), associado ou
ndo com o PFA, um antiviral cuja atividade contra o BoHV-5 havia sido demonstrada in vitro e
in vivo (DEZENGRINI et al., submetido, 2009a, 2009b).

Os resultados obtidos com o grupo tratado com AG, apesar de preliminares e dependentes
de estudos mais detalhados, parecem nao suportar integralmente esta hipdtese. Esses indicam que
a sintese de NO em determinados niveis pode ser necessaria para limitar ou restringir a replicagao
do BoHV-5 no encéfalo de coelhos, pois a aplicagao do inibidor na iNOS AG na dose de 400
mg.kg' resultou na antecipagio e no agravamento da doenca neurolégica no modelo
experimental. J& o efeito do PFA, reduzindo a morbidade e mortalidade pela infec¢do com o
BoHV-5, confirma observagdes anteriores (DEZENGRINI et al., 2009b, submetido). Os efeitos
da associagdo AG+PFA no presente experimento sdo de dificil interpretacdo, uma vez que esses
animais apresentaram um retardo no desenvolvimento da doenga neurologica. De qualquer forma,
os resultados aqui apresentados s3o compativeis com uma fun¢do do NO na patogenia da
infec¢do neuroldgica pelo BoHV-5, seja pela toxicidade neuronal, quando em niveis excessivos,
ou pela atividade restritiva a replicagdo viral, quando em niveis apropriados.

Se a inibigdo da iNOS resultasse em redu¢ao da morbidade e mortalidade, poderia se
constituir em uma alternativa terapéutica e, assim, associada ou ndo a terapia antiviral com o
PFA, poderia-se reduzir a toxicidade mediada pelo NO, aliada a redugdo da replicagdo e/ou dos
titulos de virus no encéfalo. No entanto, observou-se que os coelhos tratados com AG
desenvolveram sinais neuroldgicos mais precoces e severos quando comparados aos animais dos
outros trés grupos. Além dos sinais neurologicos observados nos outros grupos, observou-se

hiperexcitagdo e vocalizacdo nesses animais, que antecediam os episddios convulsivos. Esses
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resultados indicam que a administragao do inibidor da iNOS pode ter resultado em uma supressao
excessiva dos niveis de NO. Considerando-se os efeitos protetores do NO frente a virus
neurotropicos (BENENCIA et al., 2001; GAMBA et al., 2004; KEADLE et al., 2005), é possivel
que determinados niveis dessa molécula sejam necessarios como parte dos mecanismos de defesa
inata contra a infec¢do. Assim, a inibi¢ao de sua sintese — ¢ a consequente reducdo excessiva nos
seus niveis no encéfalo — podem ter contribuido para a antecipacdo ¢ exacerbacdo da doenga
neuroldgica em coelhos.

Os resultados observados no grupo AG sdo semelhantes aos relatados por Benencia et al.
(2001). Esses autores relataram o aumento da gravidade dos sinais oculares, dos titulos de virus
nas secregdes oculares e no SNC, e da mortalidade, possivelmente associados a redugdo da
atividade antiviral do NO em camundongos infectados com o HSV-1 e tratados com AG. Da
mesma forma, camundongos com infec¢do respiratoria pelo HSV-1 que receberam AG pela via
intranasal entre os dias -2 e 1 pi apresentaram sinais mais graves de pneumonite € um aumento
nos titulos de virus nos pulmdes e no SNC (GAMBA et al., 2004). Camundongos com infec¢ao
ocular pelo HSV-1 tratados com 400 mgkg"' IP por dia de AG entre os dias 1 e 14 pi
apresentaram um aumento da mortalidade. No entanto, os titulos virais nas secrecdes oculares e
no SNC nao foram alterados (KEADLE et al., 2005). Estes autores sugerem uma fungdo do NO
produzido pela iNOS no controle da replicagdo viral no inicio da infeccdo nasal pelo HSV-1.
Cabe ressaltar que o tratamento com a AG nesses estudos foi iniciado previamente a inoculagao
com o HSV-1, ou ainda no dia 1 pi, em periodos que antecedem a sintese excessiva de NO.
Assim, ¢ possivel que a inibicdo da iNOS tenha ocorrido em uma fase em que o NO ainda teria
func¢do neuroprotetora, € ndo neurotoxica.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que, a exemplo do que foi observado

por BENENCIA et al. (2001) e GAMBA et al. (2004) para o HSV-1, a sintese de NO via iNOS
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pode ser benéfica, e ndo neurotdxica, no inicio da infec¢do pelo BoHV-5. Essa funcdo na
imunidade inata provavelmente depende dos niveis de NO produzidos, ndo podendo se descartar
que ocorra neurotoxicidade quando os niveis sdo excessivos. Contudo, a supressdo da iNOS, ¢ a
consequente reducdo nos niveis protetores de NO também podem ser prejudiciais e propiciar o
desenvolvimento de sinais neuroldgicos mais precoces ¢ intensos em coelhos infectados pelo
BoHV-5.

Outra hipotese para explicar os achados do presente experimento seria que a inibi¢ao
excessiva da sintese de NO no SNC poderia influenciar a fun¢do neuronal e a vasodilatacao
moduladas por essa molécula. Outros estudos com virus neurotrdpicos relatam o uso de doses de
AG de até 800 mg.kg™ por dia por periodos variaveis (BENENCIA et al., 2001; UBOL et al.,
2001; GAMBA et al., 2004). Contudo, cabe ressaltar que, neste estudo, optou-se pelo inicio das
aplicagdes de AG no dia 2 pi, que antecede a detec¢do de aumento nos niveis de NO no SNC de
coelhos infectados com o BoHV-5, selecionando-se uma dose intermediaria de AG. O objetivo
foi de inibir a sintese excessiva de NO, implicada em neurotoxicidade e disfungdo neuronal, sem
alterar os niveis fisiologicos dessa molécula (DEZENGRINI et al., 2009).

Comparando-se o periodo de incubacdo médio para desenvolvimento de doenga
neuroldgica, observa-se que os animais do grupo AG+PFA apresentaram um desenvolvimento
mais tardio de sinais em relagdo aos outros trés grupos. Esses sinais foram observados
principalmente apds a interrupgdo do tratamento. Esse retardo poderia representar uma interacao
positiva entre os farmacos, pois o antiviral reduziria os titulos de virus que invadem ao SNC e,
em contrapartida, o inibidor da iNOS reduziria os efeitos neurotdxicos da sintese excessiva de
NO (FUJII et al., 1999; MEYDING-LAMADE, 2002). Nesse sentido, estudos adicionais com
tratamento mais prolongado com ambos os farmacos, e doses inferiores de AG aplicadas a partir

do dia 3 pi, aliados a quantificacdo de virus e produtos toxicos do NO, podem fornecer maiores
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esclarecimentos sobre esse achado. Os indices de morbidade e mortalidade no grupo AG+PFA
foram, no entanto, superiores aqueles apresentados pelo grupo PFA, indicando que a redugdo na
mortalidade nesses dois grupos, em relagdo ao grupo AG e controle, possivelmente foi devida ao

efeito do antiviral.

CONCLUSAO

A administracdo do inibidor da iNOS em coelhos infectados com o BoHV-5 resultou no
desenvolvimento de sinais neurologicos mais precoces e severos. Considerando-se que a
administracdo desse fAirmaco provavelmente resultou na inibi¢cdo da iNOS e, possivelmente, na
reducdo dos niveis de NO necessarios para uma suposta atividade antiviral, é possivel que essa
molécula faga parte da resposta inata frente a infecgdo pelo BoHV-5. Essa hipotese nao invalida
um possivel efeito nocivo de niveis excessivos do NO, produzindo toxicidade e disfungdo

neuronal.

COMISSAO DE ETICA E BIOSSEGURANCA
Os animais foram manipulados de acordo com as recomendagdes do COBEA (Comité
Brasileiro em Experimenta¢io Animal), e os procedimentos aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa da UFSM (aprovagao #23081.012136/2007-90 de 03.09.2007).
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Tabela 1. Efeitos do tratamento com aminoguanidina (AG), Foscarnet (PFA), ambos os fairmacos

(AG+PFA) na doenga neurologica produzida pelo herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)

Grupos N! Periodo de incubagdo (dias)> Morbidade e Mortalidade (%)
AG 6 6,7 (5-10)" 6/6 (100)
PFA 6 17,5 (7-12) 4/6 (66,7)
AG+PFA 6 15,7 (6-16) 5/6 (83,3)
cV’ 6 9,7 (6-15) 6/6 (100)

'n: namero de animais.

? Esses valores representam as médias do periodo de incubagio dos respectivos grupos, e entre
parénteses estdo o periodo minimo e maximo de inicio da doenca neuroldgica. As medianas dos
periodos de incubagdo foram calculadas pelo teste nao paramétrico de Kruskal-Whallis (anélise
de variancia de uma via), bem como os intervalos interquartis. Essas diferengas foram
significativas (*; onde P<0,05) e sdo apresentadas na Figura 1.

CV: controle de virus.
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Figura 1. Periodo de incubagdo da infeccdo neurologica em coelhos inoculados com o
herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) e tratados com o inibidor da iNOS aminoguanidina (AG),
com o antiviral Foscarnet (PFA), com ambos os farmacos (AG+PFA), ou mantidos como
controles nao-tratados (CV). Os dados sdo apresentados como medianas e seus respectivos
intervalos interquartis (+) para grupos de seis animais (teste de Kruskal Whalis, seguido do teste
comparativo multiplo de Dunn). A redu¢do na mediana do periodo de incubagdo do grupo AG ¢

significativa (*; onde P<0,05), quando comparada com a mediana dos outros grupos.
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Figura 2. Distribuicdo temporal da morbidade e mortalidade em coelhos inoculados com o
herpesvirus bovino 5 que foram tratados com aminoguanidina (AG), Foscarnet (PFA), ambos os

farmacos (AG+PFA) ou mantidos como grupo controle de virus (CV).
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5. CONCLUSOES

- A infeccdo neurologica pelo herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) em coelhos ¢
acompanhada de um aumento nos niveis de NO;

- O aumento dos niveis de NO precede o desenvolvimento dos sinais neuroldgicos, e
apresenta correlacdo espacial e temporal com a disseminagao viral no encéfalo;

- O Aciclovir (ACV) ¢ moderadamente ativo frente aos herpesvirus bovinos tipos 1
(BoHV-1), 2 (BoHV-2) ¢ BoHV-5 in vitro;

- O Ganciclovir (GCV) ¢ moderadamente efetivo frente ao BoHV-5 e inibe a replicacao
do BoHV-2 in vitro;

- O Foscarnet (PFA) apresenta a atividade antiviral mais acentuada in vitro frente ao
BoHV-1, BoHV-2 ¢ BoHV-5;

- O tratamento com o PFA em coelhos inoculados com o BoHV-1 reduz a excre¢ao de
virus nas secrecoes oculares, aumenta o periodo de incubagdo, além de reduzir a frequéncia e a
duragdo dos sinais oculares;

- O tratamento com o PFA reduz os titulos de virus excretados na secre¢ao ocular ¢ os
indices de morbidade e mortalidade de coelhos inoculados com o BoHV-5;

- A aplicagdo de um inibidor da iNOS, a aminoguanidina (AG), em coelhos inoculados

com o BoHV-5 resulta no desenvolvimento de sinais neuroldgicos mais precoces € severos.
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