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[Acute infection and neurological disease by bovine herpesvirus type-5 (BHV-5): Rabbits
as an experimental model.] Infec¢do aguda e enfermidade neuroldgica pelo herpesvirus
bovino tipo 5 (BHV-5): coelhos como modelo experimental. Pesquisa Veterinaria Brasileira 20
(4):144-150. Depto Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria, 97105-
900 Santa Maria, RS, Brazil.

Rabbits are susceptible to bovine herpesvirus type 5 (BHV-5) infection and often develop
an acute and fatal neurological disease upon intranasal inoculation. The kinetics of viral
infection of the central nervous system (CNS) was investigated by testing serial brain sections
for infectivity at intervals after virus inoculation. The virus was first detected in the main
olfactory bulb at 48h, followed by the olfactory cortex at 48/72h. At 72/96h infectivity was
also detected in the trigeminal ganglia, pons and cerebral cortex. Two experiments were
conducted to investigate the role of the olfactory system in the invasion of the rabbits’ CNS
by BHV-5. In the first experiment, rabbits were inoculated with two BHV-5 isolates in the
conjunctival sac. Rabbits inoculated by this route developed the neurological disease, yet
with a reduced frequency and delayed clinical course. In a second experiment, twelve rabbits
were submitted to surgical removal of the olfactory bulb and subsequently inoculated
intranasally with BHV-5. Eleven out of 12 (91.6%) of the control rabbits developed the disease,
against four out of 12 (33.3%) of the animals lacking the olfactory bulb. These results suggest
that the olfactory system is the main pathway utilized by BHV-5 to reach the CNS of rabbits
after intranasal inoculation. Nevertheless, the development of neurological infection in rabbits
inoculated in the conjunctival sac and in rabbits lacking the olfactory bulb indicate that BHV-
5 may utilize an alternative route to invade the CNS, probably the sensory and autonomic
fibers of the trigeminal nerve. The effects of immunization with homologous (BHV-5) and
heterologous (BHV-1) strains in prevention of neurological disease by BHV-5 were investigated.
Five out of 10 rabbits (50%) immunized with BHV-5 showed mild and transient neurological
signs and one died upon challenge. Interestingly, the degree of protection against BHV-5
challenge was higher in rabbits immunized with BHV-1: only two rabbits showed transient
neurological signs and subsequently recovered. Thus, prevention of neurological disease by
BHV-5 in rabbits may be achieved by immunization with either BHV-5 or BHV-1, likely reflecting
the extensive serological cross-reactivity between these viruses. Further studies in rabbits
may help in understanding the pathogenesis and immune response to BHV-5 infection.
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RESUMO.- Coelhos sdo susceptiveis a infec¢do pelo herpes-
virus bovino tipo 5 (BHV-5) e frequentemente desenvolvem
enfermidade neuroldgica aguda fatal apds inoculagdo
intranasal. A cinética da invasdo do sistema nervoso central
(SNC) de coelhos pelo BHV-5 foi estudada através de pesquisa
de virus em sec¢Bes do SNC a diferentes intervalos pds-
inoculagdo. Apo6s inoculacdo intranasal, o virus foi inicialmente
detectado no bulbo olfatério as 48h, seguido do coOrtex
olfatério as 48/72h. As 72/96h o virus foi detectado também
no ganglio trigmeo, ponte e cortex cerebral. Dois experi-
mentos foram realizados para avaliar a importéncia do siste-
ma olfatorio na invasdo do SNC de coelhos pelo BHV-5. No
primeiro experimento, coelhos foram inoculados com duas
amostras do BHV-5 no saco conjuntival. Coelhos inoculados
por essa via também desenvolveram a enfermidade neurolé-
gica, porém com menor frequéncia com curso clinico tardio.
No segundo experimento, doze coelhos foram submetidos a
ablacéo cirtrgica do bulbo olfatério e posteriormente inocu-
lados com o BHV-5 pela via intranasal. Onze de 12 coelhos
controle (91,6%), ndo submetidos a cirurgia, desenvolveram
a doenca neuroldgica, contra quatro de 12 (33,3%) dos animals
submetidos & remocéo cirdrgica do bulbo olfatério. Esses
resultados demonstram que o sistema olfat6rio constitui-se
na principal via de acesso do BHV-5 ao encéfalo de coelhos
apo6s inoculagdo intranasal. No entanto, o desenvolvimento
de infeccdo neurolégica em coelhos inoculados pela via
conjuntival e em coelhos sem o bulbo olfatério indica que o
BHV-5 pode utilizar outras vias para invadir o SNC, provavel-
mente as fibras sensoriais e autondémicas que compde 0 ner-
vo trigémeo. Os efeitos da imunizacdo com virus homdlogo
(BHV-5) e heterdlogo (BHV-1) na protecao a infec¢do neuro-
légica foram investigados. Cinco entre 10 coelhos (50%) imu-
nizados com o BHV-5 apresentaram sinais neurolégicos dis-
cretos e transitérios e um morreu apos o desafio com o BHV-
5. Curiosamente, o grau de protecdo foi superior nos coe-
lhos imunizados com o BHV-1: apenas dois animais apresen-
taram sinais clinicos passageiros e recuperaram-se. Portanto,
protecdo da enfermidade neurolégica pelo BHV-5 em coelhos
pode ser obtida por imuniza¢do com o BHV-5 ou BHV-1, pro-
vavelmente devido & extensa reatividade sorolégica cruzada
entre esses virus. Estudos adicionais em coelhos podem au-
xiliar no esclarecimento da patogénese e resposta
imunoldgica a infeccdo pelo BHV-5.

TERMOS DE INDEXACAO: Herpesvirus Bovino tipo 5, BHV-5,
meningoencefalite, coelhos, modelo experimental.

INTRODUGAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) é um alfaherpesvirus as-
sociado com meningo-encefalite de curso geralmente fatal,
gue acomete principalmente bovinos jovens (Studdert 1989).
Previamente classificado como um subtipo do herpesvirus
bovino tipo 1 (BHV-1), o BHV-5 foi recentemente reclassificado
com base em algumas caracteristicas biolégicas e moleculares
que o distingue dos isolados respiratorios e genitais do BHV-
1 (Roizman 1992). Surtos de meningo-encefalite pelo BHV-5

tém sido freqlientemente descritos, principalmente no Bra-
sil e Argentina (Schudel et al. 1986, Weiblen et al. 1989,
Salvador et al. 1998). Os sinais clinicos da enfermidade in-
cluem tremores, andar em circulos, incoordenagéo, nistagmo,
bruxismo, ataxia, convulsdes e depressdo profunda seguida
de morte (Hall et al. 1966, Bagust & Clark 1972, Schudel et
al. 1986).

Os herpesvirus bovinos tipo 1 e 5 sdo muito semelhantes
entre si em aspectos estruturais, bioldgicos, antigénicos e
moleculares (French 1962, Metzler et al. 1986, Studdert 1989,
Bratanich et al. 1991). A principal diferenca entre esses virus
parece estar relacionada a sua habilidade de invadir, replicar
no sistema nervoso central (SNC) e causar enfermidade neu-
roldgica (Bagust & Clark 1972, Studdert 1989, Belknap et al.
1994). Amostras de alfaherpesvirus identificadas como BHV-
1 tém sido quase que exclusivamente isoladas de casos de
doenca respiratdria ou genital, enquanto os herpesvirus iso-
lados de casos de doenca nervosa tém sido identificados como
BHV-5 (Studdert 1989, d'Offay et al. 1995, Roehe et al. 1997,
Salvador et al. 1998). Inoculag¢Bes experimentais de terneiros
tém confirmado o potencial neuropatogénico dos isolados
de campo identificados como BHV-5 (Belknap et al. 1994,
Cascio et al. 1999).

A falta de um modelo experimental tém dificultados o
estudo das bases biol6gicas e moleculares do fenotipo
neuropatogénico do BHV-5. Recentemente, a infec¢éo aguda
e enfermidade neurolégica pelo BHV-5 foram reproduzidas
em ovinos (Silva et al. 1998) e coelhos (Chowdhury et al. 1997,
Meyer et al. 1997, Silva et al. 1999). Silva et al. (1999) caracte-
rizaram a enfermidade neurolégica aguda em coelhos
infectados com o BHV-5 e propuseram essa espécie como
modelo experimental para estudos de patogenia. O presente
artigo relata a utilizagdo do modelo proposto por Silva et al.
(1999) para estudar aspectos especificos da neuropatogénese
e resposta imunologica ao BHV-5.

MATERIAL E METODOS

Células e virus

Os procedimentos de multiplicagdo, deteccdo e quantificacdo
de virus e soro-neutralizagdo (SN) foram realizados com células de
linhagem de rim de feto bovino (MDBK). As células foram cultivadas
em meio essencial minimo (MEM), contendo penicilina (1,6mg/l),
estreptomicina (0,4mg/l) e suplementado com 10% de soro eqiino
(Cultilab). A amostra A663 foi isolada por Carrillo et al. (1983) de
casos de meningoencefalite em bezerros na Argentina e
posteriormente caracterizada (Metzler et al. 1986, Bratanich et al.
1991). A amostra EVI-88 foi isolada de casos de meningoencefalite
em bovinos no Brasil e parcialmente caracterizada (Roehe et al.
1997). Aamostra 613 foi isolada de um surto de doenga neuroldgica
em bovinos na Argentina e gentilmente cedida pelo Dr. Anselmo
Odeon (INTA, Balcarce, Argentina). Os virus foram amplificados em
células MDBK, quantificados e estocados a -70°C.

Desenho experimental, animais e inoculagédo

Foram utilizados coelhos da raca Nova Zelandia, independente
de sexo, obtidos no Biotério Central e no Colégio Agricola da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. Para a
inoculacdo, foram utilizadas trés categorias de animais: coelhos
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recém-desmamados (30 a 35 dias), com trés a quatro meses; e com
aproximadamente 6 a 8 meses de idade. Os dados referentes as
amostras e titulos virais utilizados e vias de inoculagdo estdo
apresentadas no Quadro 1. Os animais foram inoculados com 1ml
da suspensdo viral pela via intranasal, através de trepanagdo dos
seios paranasais conforme metodologia modificada a partir de
técnica descrita por Brown & Field (1990) e descrita com detalhes
por Silva et al. (1999). Para a inoculag&o intranasal, os animais foram
previamente anestesiados com Zoletil (Virbac, 100-200ul/animal).
Dois grupos de 8 e 10 coelhos, respectivamete, foram inoculados
pela via intraconjuntival, através da instilacdo de 1ml (0,5ml em cada
lado) de suspenséo viral no saco conjuntival (Quadro 1). Apos a
inoculagdo, os animais foram monitorados clinicamente; sec¢cdes do
encéfalo colhidas na necropsia foram submetidas a pesquisa de virus
e exames histoldgicos.

Cinética e vias de invasdo do SNC

Coelhos recém-desmamados (30 a 35 dias de idade) foram
inoculados com o BHV-5 (amostra EVI-88, 1ml contendo entre 1075
e 10784 DICC,, ) pela via intranasal e sacrificados a intervalos de 24
horas ap0s a inoculagdo. Suabes nasais e sec¢des de diferentes areas
do SNC foram submetidas a pesquisa de virus. As sec¢fes do encéfalo
foram maceradas, homogeneizadas e resuspendidas em MEM (10%
peso/volume). Apds centrifugacdo a 2.500 rpm por 10 min, o liquido
sobrenadante foi coletado e inoculado em células MDBK. As células
foram monitoradas diariamente para o aparecimento de efeito
citopatico (ECP) e foram consideradas negativas apds duas passagens
de cinco dias cada sem o aparecimento de ECP.

Dois experimentos foram realizados para investigar aimportancia
da rota olfatéria no transito do BHV-5 da cavidade nasal até o SNC.
No primeiro experimento, coelhos com idade de 3a4 mesese 6a 8
meses foram inoculados com duas amostras do BHV-5, pelas vias
intranasal e intraconjuntival, respectivamente (Quadro 1). O curso
clinico e os indices de morbidade e mortalidade foram comparados
com os indices observados ap6s inoculagdo intranasal. O encéfalo
dos animais que morreram ou foram sacrificados in extremis foram
submetidos a pesquisa de virus. No segundo experimento, doze
coelhos foram submetidos a ablagéo cirurgica do bulbo olfatério e
posteriormente inoculados com o BHV-5 pela via intranasal. Para a
cirurgia, os animais foram anestesiados com Fentanil (Citrato de

Fentanila, Cristalia, Sdo Paulo, SP). A ablagdo do bulbo olfatério foi
realizada através de trepanagdo seguida de aspiracdo e curetagem
dos seios que abrigam o tecido olfatério. A completa remocao do
bulbo olfatério foi confirmada por ocasido da necropsia. Esses
animais foram inoculados com o BHV-5 (amostra EVI-88, dose
1077*DICC,y/ml) pela via intranasal, juntamente com o grupo
controle, cinco dias ap0s a cirurgia. O curso clinico da infeccéo e os
indices de morbidade e mortalidade foram comparados. Sec¢des do
SNC dos coelhos que morreram ou foram sacrificados in extremis
foram submetidos a pesquisa de virus.

Efeitos da imunizagdo ativa

Nos experimentos realizados com a finalidade avaliar os efeitos
da imunizagdo ativa na infeccdo e enfermidade neuroldgica, foram
utilizados 28 coelhos com 15 dias de idade. Dez coelhos foram
imunizados através da inoculagdo subcutanea de 1ml de suspensao
viral do BHV-5 (EVI-88, 10681DICC,/ml) e dez foram imunizados com
0 BHV-1 (amostra Cooper, 1ml contendo 107-64DICC,/ml). Oito
coelhos da mesma idade foram inoculados com MEM pela via
subcutanea e serviram como controles ndo-imunizados. Vinte dias
apoés a imunizacdo, os 28 coelhos foram desafiados através de
inoculagdo intranasal do BHV-5 (EVI-88, 1ml com 10784DICC,/ml) e
monitorados clinicamente. Amostras de soro colhidas no dia da
imunizacéo e no dia do desafio foram testadas para anticorpos
através da técnica de soro-neutralizacdo (SN). Os testes de SN foram
realizados em placas de poliestireno de 96 cavidades, utilizando-se
dilui¢bes 1:2 crescentes de soro (inativado a 56°C - 30 min) frente a
doses constantes de virus (100 DICC,, /cavidade, amostra EVI-88). A
leitura final foi realizada apds 96 horas de incubacéo.

RESULTADOS

Infeccdo e enfermidade neurolégica

Os indices de morbidade e mortalidade, assim como o
curso clinico da enfermidade neuroldgica em coelhos inocu-
lados com o BHV-5 variaram com a amostra viral utilizada,
idade dos animais e via de inocula¢do (Quadro 1). As amos-
tras EVI-88 e 613 foram as que produziram enfermidade com
mais freqiiéncia. A amostra EVI-88 produziu indices altos de
morbidade em coelhos recém-desmamados, apresentando

Quadro 1. Infeccao experimental de coelhos com amostras do herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)

Amostra Titulo Idade Via  Doenca Mortalidade Curso clinico
(DICC5p) neurolégica
AB63 10611 30-35 ind 0/6 -
EVI-88 10781 30-35 in 26/34 27134 Os sinais clinicos iniciaram nos dias 6-7 pi e dura-
ram 12-36h (80% dos animais); poucos animais
(<10%) tiveram curso clinico longo ou iniciaram os
sinais ap0s o dia 9.
EVI-88 10764 6-8m in 1/20 Os sinais clinicos iniciaram no dia 10pi e duraram
aproximada-mente 24h.
EVI-88 10751 6-8m icP 0/10 1/10 O animal morreu no dia 58pi.
613 10651 30-35 in 6/8 6/8 Os sinais clinicos iniciaram entre os dias 9 e 24pi e
duraram de poucas horas até dois dias.
613 106.81 6-8m in 6/11 6/11 A enfermidade neurolGgica manifestou-se entre 0s
dias 9 e 15; durou de poucas horas a dois dias.
613 106.81 3-4m ic 4/10 4110 Dois animais apresentaram sinais nos dias 17 e 18
morreram 12 a 24h apds. Dois animais adoeceram e
morreram nos dias 36 e 41pi. Além dos sinais tipi-
€0s, esses animais apresentaram ptialismo.
@intranasal.

b intraconjuntival.

Pesq. Vet. Bras. 20(4):144-150, out./dez. 2000



Infeccdo e enfermidade neurolégica pelo herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5): coelhos como modelo experimental 147

neuropatogenicidade progressivamente menor quando ino-
culada em animais com mais idade (Quadro 1). A amostra
613, embora inoculada em titulos virais menores, apresen-
tou alta neuropatogenicidade para coelhos recém-desmama-
dos e também para coelhos adultos. A via conjuntival de
inoculacdo foi menos eficiente na inducdo da doenga nervo-
sa, embora a amostra 613 tenha produzido meningoencefalite
em quatro entre dez animais inoculados por essa via. Os si-
nais clinicos observados foram depressdo ou agitacdo, tre-
mores, bruxismo, reacao tipica semelhante a opistétono (ele-
vacdo gradativa dos membros anteriores até estacdo em po-
si¢do vertical, com apoio apenas nos membros posteriores),
e gqueda para tras, paralisia nos membros posteriores, de-
pressdo profunda e morte.

Cinética e vias de invasdo do SNC

A pesquisa de virus na cavidade nasal e em diferentes
seccOes do SNC de coelhos sacrificados as 24h pés-inoculagéo
detectou replicacdo viral somente na cavidade nasal. Em co-
elhos examinados a intervalos maiores apds a inoculagéo, a
replicacdo viral foi inicialmente detectada no bulbo olfatério
(48h) e cortex olfatorio (48/72h). As 72h o virus foi detectado
também no géanglio trigmeo e ponte, além do cortex cere-
bral. No quarto dia ap6s a inoculacéo, a infeccdo j& encontra-
va-se distribuida em varias &reas do SNC (Quadro 2). Esses
resultados demonstraram que apdés inoculacdo intranasal, o
virus atinge inicialmente o bulbo olfatério e sugerem que a
invasdo do SNC a partir da cavidade nasal ocorre inicialmen-

Quadro 2. Distribuicdo de virus na cavidade nasal e no encéfalo de
coelhos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) pela
via intranasal?

Secgdo Horas p6s-inoculacéo

24 48 72 96
Cavidade nasal 6/6 6/6 6/6 5/6
Bulbo olfatério 0/6 3/6 213 213
Cortex olfatério 0/6 1/6 213 213
Ganglio trigémeo 0/6 0/6 1/3 1/3
Ponte 0/6 0/3 1/3 1/3
Pedunculo cerebral 0/3 0/3 0/3 1/3
Cortex anterior 0/3 0/3 1/3 3/6
Cortex ventro-lateral 0/3 0/3 1/3 2/6
Cortex dorso-lateral 0/3 0/3 1/3 1/3

3lnoculagdo da amostra EVI-88, titulo de 107-74DICCg, /animal.

te pela via olfatdria. A deteccao de virus no bulbo olfatério ja
as 48h pi e a ampla distribuicdo do virus no SNC a partir das
72/96h pbs-inoculagdo indicam que a invasao e disseminacao
do BHV-5 no encéfalo de coelhos é muito rapida e eficiente.

A importancia e participacdo da rota olfatoria no acesso
do BHV-5 ao encéfalo de coelhos foi investigada através de
dois experimentos. No primeiro, coelhos foram inoculados
pela via conjuntival com as mesmas amostras do BHV-5 que
produziram infec¢do neuroldgica apds inoculagdo intranasal.
Quatro entre 10 (40%) dos coelhos inoculados com a amostra
613 e 1/10 (10%) dos coelhos inoculados com a amostra EVI-
88 apresentaram sinais neuroldgicos e morreram. Além da
morbidade menor, o curso clinico da doenca neuroldgica nes-
ses animais foi mais tardio do que nos animais inoculados
pelavia intranasal (Quadro 1). No segundo experimento, doze
coelhos foram submetidos & ablacdo cirtrgica do bulbo
olfatorio e posteriormente inoculados com o BHV-5. Doze
coelhos ndo submetidos a cirurgia foram utilizados como
controle. Onze dos 12 animais (91,6%) controles desenvolve-
ram a enfermidade, contra quatro de 12 (33,3%) dos coelhos
submetidos a ablacdo do bulbo olfatério (Quadro 3). Os re-
sultados desses dois experimentos indicam que o sistema
olfatorio ndo constitui-se na Unica via de acesso do BHV-5 ao
SNC de coelhos. A interrupcao cirdrgica dessa via reduziu dras-
ticamente, mas ndo preveniu a invasdo do SNC pelo BHV-5 a
partir da cavidade nasal. Da mesma forma, a inoculagdo
conjuntival, que provavelmente resulta em invasdo do SNC
por outra via nervosa, também pode resultar em invasdo e
infec¢do do SNC, porém com menor eficiéncia e mais tardia-
mente.

Prote¢do por imunizagdo ativa

Para investigar se a imunizag&o ativa com o virus homélogo
(BHV-5) e com um virus heter6logo (BHV-1) protegeria coe-
Ihos da infec¢do e enfermidade neurolégica, coelhos foram
imunizados com o BHV-5 (EVI-88) ou com o BHV-1 (Cooper) e
20 dias ap6s foram desafiados com o BHV-5. No dia do desa-
fio, os coelhos imunizados com o BHV-1 apresentaram titu-
los de anticorpos neutralizantes superiores aos animais imu-
nizados com o BHV-5 (Quadro 4). Os coelhos imunizados com
0 BHV-1 ficaram protegidos da doenga clinica (apenas dois
animais apresentaram sinais clinicos neuroldgicos passagei-
ros) e da mortalidade. Coelhos imunizados com o BHV-5 tam-
bém ficaram protegidos, porém com menor eficiéncia. Ape-
nas um animal desenvolveu doenca neuroldgica fatal e ou-

Quadro 3. Morbidade e mortalidade em coelhos inoculados com o herpesvirus
bovino tipo 5 (amostra EVI-88), apos remogdo cirdrgica do bulbo olfatério

Animais Titulo Idade NOmero Morbidade? (%) Mortalidade® (%)
(DICCgy/ml)  (dias)

Sem bulbo olfatério 1078 35 12 4/12 (33,3) 4/12 (33,3)

Controles 1078 35 12 11/12 (91,6) 11/12(91,6)

aNumero de animais doentes/total.
bNUmero de animais mortositotal.
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Quadro 4. Efeitos da imunizacdo ativa na enfermidade neurolégica em coelhos inoculados experimentalmente
com o herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)2

Imunizacéo Anticorpos® Enfermidade Mortalidade Observagoes
Virus  Titulo®  x (variac&o) neuroldgica
EVI-88 6,81 10,6 (8-16) 6/10 (60) 1/10 (10) Seis animais apresentaram sinais nervosos dis-
(BHV-5) cretos, com duragéo de 2 a 7 dias, recuperando-
se a seguir. Um coelho apresen-tou sinais neu-
rolégicos e morreu (13dpi). Trés animais nao
apresentaram manifestac@es clinicas.
Cooper 7,64 18,6 (4-32) 2110 (20) Dois animais apresentaram sinais clinicos mode-
(BHV-1) rados, com duragdo de 2 a 7 dias, seguido de
recuperacdo. Oito animais ndo apresenta-ram
manifestagdes clinicas.
Controles - <2 6/8 (75) 6/8(75) Sinais clinicos marcantes e progressivamente

severos. Todos 0s animais que apresentaram si-
nais clinicos morreram ou foram sacrificados in
extremis.

3Desafio realizado com a amostra EVI-88 (titulo de 10 784DICCy ;)

BTitulo viral expresso como Log;¢DICCsy .

CTitulo de anticorpos neutralizantes, expressos como a reciproca da maior diluigio do soro capaz de prevenir a replicagdo viral.

tros cinco apresentaram sinais clinicos passageiros e recupe-
raram-se (Quadro 4). Esses resultados indicam que além da
protecdo por imunizagdo com o virus homologo, protecédo
contra a infeccdo e enfermidade neuroldgica pelo BHV-5 em
coelhos pode ser obtida por imuniza¢do com o BHV-1.

DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho demonstram que a infeccdo e
enfermidade neurolégica pelo BHV-5 em coelhos, caracteri-
zada por Silva et al. (1999), pode ser utilizada para estudar-
se varios aspectos da infec¢do neuroldgica pelo BHV-5. Res-
salvadas as diferencas que certamente existem nas relagdes
entre o BHV-5 com bovinos e coelhos, a infec¢do neuroldgica
nessas duas espécies apresenta caracteristicas similares. Va-
riagbes marcantes de neuropatogenicidade entre as amos-
tras de virus, assim como diferentes graus de susceptibilida-
de associados com a idade dos animais puderam ser observa-
dos na infeccdo pelo BHV-5 em coelhos, a exemplo do que
tem sido demonstrado em bovinos (Belknap et al. 1994, Cascio
et al. 1999). Estudos anteriores em bovinos demonstraram
que inoculacdo de bezerros recém-nascidos (um a trés dias
de idade) com o BHV-5 produziu infecg¢éo cerebral fulminan-
te acompanhada de sinais neurolégicos e alterac8es inflama-
torias severas que culminaram com a morte dos animais
(Belknap et al. 1994). Em contraste, bezerros com cinco a
seis meses de idade inoculados com a mesma amostra de
virus ndo desenvolveram enfermidade neurolégica (Cascio et
al. 1999). A enfermidade em coelhos, apesar do curso rapido,
dos sinais neurolégicos tipicos e presenca de virus em diver-
sas areas do encéfalo, geralmente ndo é acompanhada de
alteracdes inflamatorias severas, como observado em bovi-
nos (Silva et al. 1999). No entanto, doenca neurolégica aguda
fulminante, sem alterac@es inflamat6rias severas também ja
foram observadas em bovinos inoculados com o BHV-5
(Beltrao 2000).

A reproducdo de enfermidade neurolégica pelo BHV-5 em
coelhos foi recentemente relatada por varios grupos (Meyer
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etal. 1997, Chowdhury et al. 1997, Silva et al. 1999). A técni-
ca de inoculacdo intranasal através de incisdo cutanea e
trepanacgdo dos seios paranasais (Brown & Field 1990), pos-
teriormente modificada por Silva et al (1999), permite a
inoculagao de volumes consideraveis de suspensdo viral (=>1ml
por animal), com o minimo de trauma, resultando em boa
distribui¢do do indculo na cavidade nasal. A coleta de suabes
nasais para o monitoramento da replicacéo viral, no entan-
to, segue representando um problema devido a pequena aber-
tura e grande sensibilidade das narinas. Alguns desses estu-
dos relataram a necessidade de tratamento prévio dos ani-
mais com dexametasona para a producdo da enfermidade
(Chowdhury et al. 1997), o que nado foi necessario nos experi-
mentos descritos no presente estudo e nos relatos de Silva et
al. (1999).

Os estudos de patogenia da infec¢do pelo BHV-5 sugerem
o sistema olfatério como a principal via de acesso do BHV-5
ao encéfalo de coelhos apds inoculagdo intranasal (Chowdhury
et al. 1997,1999, Silva et al. 1999). O estudo da cinética da
invasdo do SNC (Quadro 2) revelou que o virus atinge
inicialmentwe o bulbo olfatério e cortex olfatério ja as 48
horas pés-inoculacdo; e as 72hpi ja pode ser detectado no
tronco cerebral e cortex cerebral. A ampla disseminacdo do
virus no SNC ap@s as 72hpi dificultou investiga¢des mais de-
talhadas sobre outras vias de invaséo e de disseminagéo. Os
resultados do experimento com coelhos submetidos a ablacdo
do bulbo olfatério reforgaram a hipdtese de que o acesso do
BHV-5 ao encéfalo de coelhos ap6s inoculagdo intranasal ocor-
re principalmente pelo sistema olfatério. No entanto, esse
experimento também demonstrou que o sistema olfatdrio
ndo é a Unica via utilizada pelo BHV-5 para invadir o SNC.
Recentemente, foi demonstrado que o BHV-5 estabelece in-
feccdo latente no ganglio trigémeo de coelhos ap6s inocula¢do
intranasal e que a reativacao da infeccéo latente é frequente-
mente seguida de recrudescéncia da doenca neurolégica (Ca-
ron et al. 2000). Esses resultados, aliados a ocorréncia de me-
ningo-encefalite fatal em coelhos inoculados pela via intra-
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conjuntival (Quadro 1) indicam que as vias nervosas que com-
p6&e o nervo trigémeo também podem ser utilizadas pelo BHV-
5 para invadir o cérebro de coelhos. O curso tardio da enfer-
midade nesses animais, no entanto, sugere que a provavel
invasdo por essa via € menos eficiente e mais tardia quando
comparada com a via olfatoria.

Os objetivos dos experimentos de prote¢do por imuniza-
cdo ativa foram avaliar a adequacgdo desse modelo animal
para estudos imunolégicos, sem a pretensdo de responder
conclusivamente as questdes pertinentes. Portanto, os re-
sultados desses experimentos devem ser considerados preli-
minares e interpretados com cautela, enquanto ndo forem
confirmados por estudos adicionais nos hospedeiros natu-
rais. N&o obstante, foi demonstrado que o modelo experi-
mental proposto por Silva et al. (1999) parece ser apropriado
para estudos de diversos aspectos da resposta imunolégica
ao BHV-5. Testes preliminares de protecdo vacinal, formula-
¢Oes de adjuvantes e vacinas, e regimes de imunizacdo po-
deriam potencialmente ser realizados em coelhos. Anterior-
mente, prote¢do parcial de coelhos através de imunizagédo
(imunizacdo das coelhas-médes com o BHV-5) j& havia sido
demonstrada (Silva et al. 1999).

As diferengas antigénicas entre o BHV-5 e BHV-1 podem
ser evidenciadas com o uso de anticorpos monoclonais con-
tra as glicoproteinas do envelope viral (Metzler et al. 1986,
Friedli et al. 1987, Roehe et al. 1997). No entanto, testes
sorologicos de rotina muitas vezes sdo incapazes de distin-
guir entre esses dois virus. Protecdo cruzada entre o BHV-1 e
BHV-5, através de imunizacdo ativa e passiva, ja foi demons-
trada experimentalmente em bovinos (Belknap et al. 1994,
Cascio et al. 1999). Essa reatividade soroldgica cruzada tem
sido responsabilizada, em parte, pela baixa prevaléncia do
BHV-5 e pela ocorréncia rara da enfermidade neuroldgica em
paises que vacinam regularmente contra o BHV-1 (Studdert
1989, d’Offay et al. 1995). Os resultados obtidos com o expe-
rimento de imunizagdo ativa em coelhos, demonstram que a
reatividade soroldgica cruzada entre o BHV-1 e BHV-5 pode
traduzir-se em protecdo cruzada. Os maiores indices de pro-
tecdo observados entre coelhos imunizados com o BHV-1
podem ser atribuidos a maior dose de virus utilizada para
imunizagdo (quase 1log ,, maior), como também a uma pos-
sivel influéncia de diferencgas antigénicas do BHV-1, levando
a uma resposta mais eficaz em termos de proteg&o.

Em resumo, os resultados obtidos nesse trabalho demons-
tram a utilidade de coelhos para a investigacao de varios as-
pectos da infeccdo neuroldgica pelo BHV-5. Ressalvadas as
diferencas existentes entre coelhos e os hospedeiros natu-
rais do BHV-5, as semelhancas observadas na infeccdo dessas
espécies justificam o uso de coelhos como modelo experi-
mental. Certamente, a disponibilidade de um modelo experi-
mental adequado auxiliard no esclarecimento dos mecanis-
mos bioldgicos e moleculares responsaveis pelo potencial
neuropatogénico desse virus.
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