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The activity of Foscarnet (PFA) against three bovine herpesviruses (BoHVs) was
previously demonstrated in cell culture. Herein we evaluated the effects of PFA on the
infection and disease by BoHV-1 and BoHV-5 in a rabbit model. Rabbits inoculated with
BoHV-5 in the conjunctival sac (IC) and treated with PFA (100 mg/kg/day) from day 1 to 17
post-inoculation (pi) shed less virus between days 2 and 6 pi comparing to untreated controls;
this difference was significant at day 3 pi [F(9,108) = 2,23; P<0.03]. The morbidity and
mortality rates of rabbits inoculated with BoHV-5 IC or intranasally (IN) were also significantly
reduced in PFA-treated rabbits (50%; 11/22) comparing to untreated controls (95.4%; 21/22)
(P<0.0008). In rabbits inoculated IC with BoHV-1, a reduction in virus shedding was observed
in PFA-treated animals between days 1 and 4 pi; 6 and 7 pi. In addition, PFA-treated rabbits
presented a longer incubation period and a shorter clinical course comparing to untreated
controls (P<0.005 and P<0.04, respectively). The frequency and severity of ocular signs
were also reduced in the PFA-treated group. These results demonstrate that PFA is effective
against BoHV-1 and BoHV-5 in vivo and open the way towards its use in experimental

therapy of herpetic infections in domestic animals.
INDEX TERMS: Antivirals, BoHV-1, BoHV-5, PFA, rabbits.

RESUMO.- O efeito antiviral do Foscarnet (PFA) foi demons-
trado anteriormente em células de cultivo infectadas com
trés herpesvirus bovino (BoHV). No presente estudo, inves-
tigaram-se os seus efeitos sobre a infec¢éo e doenca cau-
sadas pelo BoHV-1 e BoHV-5 em coelhos infectados expe-
rimentalmente. Coelhos inoculados com o BoHV-5 pela via
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intraconjuntival (IC) e tratados com o PFA (100mg/kg/dia) a
partir do dia 1 pds-inoculagao (pi) apresentaram uma redu-
¢ao nos titulos de virus excretados entre os dias 2 e 6 piem
comparacao com o grupo nao-tratado; essa diferenca foi
significativa no dia 3 pi [F(9,108) = 2,23; P<0,03)]. Os coe-
Ihos inoculados com o0 BoHV-5 e tratados com o PFA apre-
sentaram uma reducdo significativa nos indices de morbidade
e mortalidade (95,4% [21/22] nos controles; 50% [11/22]
nos tratados; [P<0,0008]). Em coelhos inoculados com o
BoHV-1 pela via IC, o tratamento com o PFA resultou em
reducao nos titulos de virus excretados, entre os dias 1 e 4,
e 6 e 7 pi. Esses animais apresentaram um periodo de incu-
bagao mais curto e um curso clinico mais longo comparan-
do-se com o grupo controle nao tratado (P<0,005 e P<0,04,
respectivamente). O PFA também reduziu a freqiiéncia e
severidade da doenca ocular nos coelhos inoculados com o
BoHV-1. Esses resultados demonstram que o PFA possui
atividade frente ao BoHV-1 e BoHV-5 in vivo e sdo promis-
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sores para o uso desse farmaco em terapias experimentais
das infec¢des herpéticas dos animais domeésticos.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Antivirais, BoHV-1, BoHV-5, PFA,
coelhos.

INTRODUCAO

Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sao
classificados na familia Herpesviridae, subfamilia Alphaher-
pesvirinae, género Varicellovirus. Esses agentes apresen-
tam uma cadeia dupla linear de DNA como genoma, possu-
em um nucleocapsideo icosaédrico e um envelope lipopro-
téico que contém varias proteinas codificadas pelo virus
(Roizman 1992). O BoHV-1 tem sido associado com doen-
¢a respiratodria (rinotraqueite infecciosa bovina, IBR), doen-
¢a genital (vulvovaginite e balanopostite pustular infeccio-
sa, IPV/IBP), infertilidade transitéria, abortamentos em fé-
meas prenhes e infecgdes sistémicas em neonatos (Kahrs
2001). O BoHV-5 é associado com meningoencefalite, de
curso geralmente fatal em bovinos jovens, que ocorre com
maior frequéncia na Argentina e no Brasil (Carrillo et al. 1983,
Rissi et al. 2006). Uma importante caracteristica dos virus
dessa subfamilia é a capacidade de estabelecer e reativar
infeccdes latentes em génglios nervosos, o que permite a
sua perpetuacao na natureza (Rock et al. 1992).

Alguns herpesvirus humanos (virus do herpes simplex
[HSV-1 e HSV-2], virus da varicela zoster [VZV] e citomega-
lovirus [CMV]) tém sido alvos para pesquisa e desenvolvi-
mento de farmacos antivirais. Dentre os farmacos pesquisa-
dos, alguns deles aprovados e em uso clinico, incluem-se 0s
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 o seu ciclo catalitico
(Coen & Richman 2007). Esse farmaco é utilizado em huma-
nos para o tratamento de infecgdes herpéticas por isolados
resistentes aos analogos de nucleosideo (Eriksson etal. 1982,
Coen & Richman 2007). Estudos de atividade antiviral do
PFA com herpesvirus equino (EqHV-1), felino (FeHV-1) e
BoHV-1 ja foram conduzidos em células de cultivo (Schwers
et al. 1980, Maggs & Clarke 2004, Marley et al. 2006, Garré
etal. 2007). Garré et al. (2007) observaram que a reducéo do
numero de placas do EqHV-1 em células de cultivo tratadas
com o PFA varia de acordo com a cepa ou isolado. Esse
antiviral foi ainda associado com a reducdo do nimero e ta-
manho de placas produzidas pelo BoHV-1 em cultivo celular
(Schwers et al. 1980). A atividade do PFA contra o BoHV-1
também foi testada em embrides bovinos in vitro, nos quais
inibiu completamente a replicagao viral (Marley et al. 2006).

Poucos estudos foram realizados para testar farmacos
antivirais in vivo contra herpesvirus animais. A maioria deles
relata estudos com o Aciclovir (ACV) em camundongos ou
em coelhos inoculados com o HSV-1, que servem como
modelo para uso de 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 (MCMV),
reduzindo a mortalidade e os titulos de virus nos pulmdes de
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ratos infectados (Debs et al. 1986). Em macacos infectados
com o VZV, o PFA reduziu o periodo de viremia e a severida-
de das lesdes (Oberg et al. 1989). Em cobaias, este farmaco
preveniu o desenvolvimento de lesdes cutaneas e genitais
ap6s ainoculagio com o HSV-1 (Spruance et al. 1986, Oberg
etal. 1989). O PFA também reduziu a mortalidade de ca-
mundongos infectados com o HSV-1(Kern et al. 1978, Oberg
etal. 1989).

A atividade do ACV, Ganciclovir e PFA foi demonstra-
da frente ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5 em células de
cultivo (Dezengrini et al. 2010, submetido). Apesar de al-
guns estudos demonstrarem a atividade antiviral de far-
macos de uso humano contra o BoHV-1 in vitro, ndo exis-
tem formulacdes disponiveis para tratamento de infeccdes
herpéticas nesta espécie. Nao obstante, a atividade antiviral
de farmacos contra o BoHV-1 e BoHV-5 pode possuir apli-
cabilidade em estudos de patogenia, terapéutica antiviral
em modelos animais, especialmente em camundongos e
coelhos, bem como, ocasionalmente, para o tratamento
de doenca em animais com elevado valor zootécnico. As-
sim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do
PFA sobre a replica¢do e doenga pelo BoHV-1 e BoHV-5
em coelhos infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

A atividade antiviral do Foscarnet (PFA) foi investigada em
coelhos inoculados com o BoHV-1 no saco conjuntival (IC) ou
com o BoHV-5 pela via IC ou intranasal (IN). Foram compara-
dos a excrecdo viral (titulos e duragéo), morbidade/mortalida-
de e os sinais clinicos (periodo de incubagao, duragéo e seve-
ridade) entre os grupos tratados e controles. Os procedimen-
tos com animais foram conduzidos sob supervisao veterinaria,
conforme as recomendagbes do COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal), e aprovados pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria (apro-
vacao 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 amplificacdo, quantificagéo 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 utiliza-
das para a inoculagdo dos coelhos. O antiviral Foscarnet (PFA;
PM 300.1) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) foi aliquotado,
mantido a temperatura ambiente e diluido em agua ultrapura
imediatamente antes da aplicagdo nos animais.

Efeitos do PFA sobre a infec¢ao pelo BoHV-5

Foram realizadas trés inocula¢des de coelhos com o BoHV-
5, utilizando-se vias diferentes de inoculagédo e protocolos de
tratamento com inicio e duragéo diferentes.

Experimento I. 20 coelhos da raca Nova Zelandia, com 23
dias de idade, foram inoculados pela via IN com 107 DICC,,
do BoHV-5, sob anestesia com 30mg/kg de tiletamina e
zolazepan (Zoletil 50; Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(Silva et al. 1999). Destes, 10 coelhos receberam 100mg/kg
por dia de PFA em trés aplicagbes intraperitoneais (IP) com
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intervalos de 8 horas (h), entre os dias 1 e 6 pds-inoculagdo
(pi), constituindo o grupo PFA. Os demais coelhos inoculados
(n=10) receberam &gua ultrapura (200uL) sob o mesmo proto-
colo, 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 apds anestesia com 30mg/kg de
cloridrato de quetamina e 5mg/kg de cloridrato de xilazina
(Virbac do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil), pela administragao
intracardiaca de tiopental sddico (Cristalia Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda, ltapira, SP, Brasil).

Experimento Il. Doze coelhos com 21 dias de idade foram
inoculados pela via IC, sob anestesia, com 1072 DICC,, do BoHV-
5, conforme descrito acima. Seis animais receberam PFA entre 8
hpi e 10 dpi pela via IP (100mg/kg por dia) e 6 animais receberam
agua ultrapura (200uL) nos mesmos intervalos (grupo CV). O mo-
nitoramento clinico foi realizado a cada 8 h e suabes nasais foram
coletados a cada 48 h entre os dias 2 e 14 pi para isolamento e
quantificacao de virus.

Experimento Ill. Doze coelhos com 23 dias de idade ino-
culados pela via IC sob anestesia com 1072 DICC,, do BoHV-
5 foram alocados em dois grupos: um grupo recebeu PFA
(grupo PFA; 100 mg/kg por dia, IP) entre 8 hpi e 17 dpi, e no
grupo controle (CV; n=6) foi administrado volume equiva-
lente de agua ultrapura (200uL). Suabes conjuntivais foram
coletados diariamente entre os dias 1 e 14 pi e submetidos
ao isolamento e quantificacdo de virus.

Efeitos do PFA sobre a infeccao pelo BoHV-1

Dezoito coelhos com 23 dias de idade foram inoculados
pela via IC com 1076 DICC,, do BoHV-1, sob anestesia, e a
seguir distribuidos em dois grupos. O grupo PFA (n=9) rece-
beu PFA IP (100mg/kg por dia) entre 8 hpi e 10 dpi, e o grupo
CV (n=9) recebeu agua ultrapura IP (200uL) nos mesmos in-
tervalos. Suabes conjuntivais foram coletados entre os dias 1
e 12 pi para isolamento e quantificagcéo de virus.

Durante o monitoramento clinico diario, observaram-se os
sinais clinicos oculares, que foram registrados. Para tornar a
avaliagé@o clinica mais objetiva, atribuiram-se valores de zero
(0) a quatro (4), de acordo com a severidade dos sinais (Qua-
dro 1). Dessa forma, a cada dia, os animais apresentaram do-
enca de severidade quantificavel de 0 a 4. Posteriormente,
utilizou-se um escore clinico, onde foi calculada a média des-
ses valores para cada grupo, entre os dias 1 e 12 pi.

Isolamento e quantificacao de virus
Apds a coleta, os suabes nasais ou oculares foram drena-
dos, centrifugados a baixa rotagdo (2000 x g por 10 min) € uma

aliquota de 200uL inoculada em monocamadas de células
MDBK. Ap6s 2 h de incubagéo a 37°C em estufa de CO, a 5%, o
inéculo foi removido e o meio de cultivo adicionado. Foram rea-
lizadas 3 passagens de 5 dias cada, considerando-se negati-
vas as amostras que nao produziram efeito citopatico (ECP) ao
final da terceira passagem. Para a quantificagdo de virus nas
secregOes oculares, os suabes foram drenados e submetidos a
quantificacéo pela técnica de dilui¢cao limitante em células MDBK.
Os titulos virais foram calculados de acordo com Reed & Muench
(1938) e expressos como log,, DICC,/mL.

Andlise estatistica

Os periodos de incubagéo dos animais inoculados com os
virus, e a duragédo do curso clinico (em dias) nos animais inocu-
lados com o BoHV-1 foram comparados entre os grupos PFA e
CV pelo teste ndo-paramétrico U de Mann Whithey, consideran-
do-se significativo P<0,05, com auxilio do SPSS (SPSS, Chica-
go, IL, EUA). Os valores referentes ao nimero de animais que
apresentaram sinais neurolégicos (morbidade) e mortalidade
dos grupos PFA e CV foram submetidos ao Teste Exato de Fisher
(Zar et al. 1999). Os titulos médios do BoHV-1 e BoHV-5
excretados nas secrecdes 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, conside-
rando-se significativo P<0,05, com auxilio do SPSS.

RESULTADOS

Efeitos do PFA sobre a infec¢do e doenca neurolégica
pelo BoHV-5 em coelhos

No Experimento |, todos os animais inoculados com o
BoHV-5 pela via IN (grupos PFA e CV) excretaram o virus
em secrec¢des nasais por um periodo de 5 a 15 dias. Qua-
tro entre 10 animais do grupo PFA (40%) apresentaram
sinais neuroldgicos entre os dias 6 e 9 pi; e 9/10 animais
do grupo CV (90%) apresentaram sinais neuroldgicos en-
tre os dias 7 e 15 pi (Quadro 2). Os sinais nao diferiram
entre os grupos, e foram caracterizados por depressao,
descarga nasal, bruxismo, opistétono, andar em circulos
e convulsdes. Os animais doentes foram submetidos a
eutanasia in extremis.

No Experimento Il, todos os coelhos inoculados com o
BoHV-5 pela via IN excretaram o virus nas secre¢des na-
sais por 6 a 10 dias. Os sinais neurologicos foram evidenci-
ados entre os dias 7 a 12 pi (grupo PFA) e 6 e 15 pi (grupo
CV), com indices de morbidade e mortalidade de 66,7% (4/
6) no grupo PFA e 100% (6/6) no grupo CV (Quadro 2).

Quadro 1. Critérios utilizados para quantificar as manifestacoes clinicas em coelhos inoculados com o herpesvirus
bovino tipo 1 no saco conjuntival

Escore Aparéncia das lesdes oculares
0 Auséncia de sinais oculares
0,5 Hiperemia ou secregéo serosa leve unilateral
1,0 Hiperemia e secrecao serosa leve unilateral ou hiperemia moderada unilateral
1,5 Hiperemia e secrecéo serosa leve bilateral, com ou sem crostas (recuperagao)
2,0 Hiperemia e secrecéo serosa acentuada unilateral
2,5 Hiperemia e secrecao serosa moderada bilateral ou hiperemia e secrecao serosa acentuada unilateral
3,0 Hiperemia e secrec@o serosa acentuada bilateral ou hiperemia e secrecdo mucosa moderada bilateral
3,5 Hiperemia e secrecdo seromucosa moderada bilateralacompanhadas de vesiculas ou crostas unilaterais
4,0 Hiperemia e secrecdo 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

Grupo n2 Periodo de Morbidade/mor-

incubacaoP talidade (%)

Experimento I: intranasal

Controle® 10 12 (5-15) 9/10 (90)

Tratadod 10 24 (6-9) 4/10 (40)
Experimento II: intranasal

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

Tratado 6 17,5 (7-12) 4/6 (66,7)
Experimento Ill: saco conjuntival

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

Tratado 6 25 (12-20) 3/6 (50)
Total

Controle 22 - 21/22 (95,7)

Tratado 22 - 11/22 (50)*

2 Numero de animais.

b Os valores do periodo de incubacdo sdo apresentados como média
dos grupos e variacao (minima-maxima). Para analise estatistica,
calculou-se a mediana (Q50) dos periodos de incubagao dos grupos
PFA e CV nos trés experimentos pelo teste U de Mann Whitney, nao
observando-se diferencas 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 | e Il. No experimento Il foram de 15
(13,25-17,25) no CV e 27,5 (12,75-35) no PFA. *significativo
(P<0,0008).

¢ Controle: grupo controle de virus (CV).

d Tratado: grupo tratado com o Foscarnet (PFA).

Nos dois experimentos conduzidos com animais inoculados
pela via IN (Exp. | e ll), foram observados sinais neurologicos
em 50% (8/16) dos animais tratados com PFA, contra 93,7%
(15/16) dos controles. A mediana do periodo de incubagéo foi
relativamente menor no grupo PFA, porém essa diferenca néo
foi significativa, pela variagédo no periodo para inicio dos sinais
clinicos entre os animais dentro dos grupos (Quadro 2).

*
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Fig.1. Excrecdo de virus em secreg¢des oculares dos coelhos
inoculados no saco conjuntival (Experimento Ill) com o her-
pesvirus bovino tipo 5, tratados com o Foscarnet (¢) ou
mantidos como controles de virus (®). Os pontos represen-
tam as médias dos titulos de virus excretados, expressos
em DICC,/mL, com os respectivos erros-padréo. 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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Nos dois primeiros experimentos (Exp. | e Il), no foi
realizada a quantificagéo viral nas secre¢coes nasais, pois
a coleta de secregdes nasais € de dificil realizagao e pro-
vavelmente nao fornece indicativos precisos dos niveis
de replicagcéo (Flores et al. 2009). Assim, realizou-se o
terceiro experimento, com o objetivo principal de quantificar
e comparar a replicacao e excregao viral nas secrecoes
oculares de coelhos tratados e controles.

No Experimento Ill, os animais tratados com PFA
excretaram o virus em titulos inferiores aos controles entre
os dias 2 e 6 pi. Essa diferenca foi significativa no dia 3 pi
[F(9,108) = 2,23; P<0,03)] (Fig.1). Neste dia, verificou-se
um pico na excregao viral, e o titulo médio de virus foi 4,8
vezes inferior no grupo PFA (Fig.1). Além disso, o periodo
médio de excrecao de virus nesse grupo foi menor, de 11
dias (10-13) contra 12,7 dias (10-14) no grupo CV. No dia 11
pi, todos os animais do grupo CV e somente trés do grupo
PFA ainda excretavam virus nas secrecoes oculares. A di-
ferenca na mediana do periodo de incubagéo entre esses
grupos nao foi significativa (Quadro 2). O inicio do curso
clinico nos animais nesse experimento foi, em geral, mais
tardio do que nos animais inoculados pela via IN, e os coe-
Ihos apresentaram doencga neuroldgica entre 12 e 20 dpi
(grupo PFA) e entre os dias 11 e 18 pi (grupo CV). A analise
estatistica do periodo de incubagéao médio e do curso clini-
co médio ndo revelou diferengas entre os grupos PFA e CV
nos trés experimentos com o BoHV-5. A diferenga nas ta-
xas de morbidade e mortalidade entre os grupos CV e PFA
foi marcante (de 50%), confirmando os resultados dos dois
primeiros experimentos. Os animais do Experimento Il ndo
apresentaram sinais oculares/conjuntivais.

Portanto, considerando-se os trés experimentos reali-
zados com o BoHV-5, os indices de morbidade e mortali-
dade foram de 50% (11/22) nos grupos PFA e de 95,7%
(21/22) nos grupos CV. Essa diferencga foi significativa
(P<0,0008). Esses resultados demonstram que, além de
reduzir os niveis de replicagdo e excregao viral, o trata-
mento com PFA iniciado entre 8 hpi e 1dpi e mantido por
diferentes periodos, reduziu significativamente a morbidade
e mortalidade produzidas pelo BoHV-5 em coelhos.

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

No experimento realizado com o BoHV-1, o PFA reduziu a
excrecao de virus nas secrecdes oculares entre os dias 1 e 4; 6
e 7 pi (Fig. 2). Embora essa reducéo nao tenha sido significati-
va, 0s titulos médios de virus excretados foram 2,3, 4,1 € 4,9
vezes menores no grupo PFA nos dias 1, 2 e 4 pi, respectiva-
mente. No dia 10 pi, 3 animais do grupo PFA e 6 do grupo CV
ainda excretavam virus nas secregoes oculares.

Os sinais clinicos oculares foram mais freqiientes nos
animais controles (8/9) do que nos tratados (6/9), e de maior
intensidade e duragéo no grupo CV (Fig.3). Nos animais
do grupo PFA, os sinais foram de hiperemia e secre¢éao
serosa leve, unilateral, com recuperacao clinicaem2 a7
dias. Oclusao parcial e unilateral da palpebra foi observa-
da em dois animais, por um periodo transitorio (1-2 dias).
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Fig.2. Excrecéo de virus em secre¢des oculares de coelhos ino-
culados no saco conjuntival com o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1), tratados com o Foscarnet (¢) ou mantidos como
controles de virus (®). Os pontosrepresentam os titulos mé-
dios de virus excretados, expressos em DICC,/mL, com o
respectivo erro padrdo. Os titulos virais médios entre os dias
5 a 10 pi estdo apresentados no grafico menor.

Por outro lado, os animais do grupo CV apresentaram si-
nais oculares mais precoces e severos, cCom um Curso
clinico de maior duragédo. Esses sinais foram caracteriza-
dos por hiperemia, edema e secrec¢ao serosa moderada a
severa bilateral, acompanhada de ocluséo parcial ou total
das pélpebras (Fig.3). A ocluséo total e bilateral das palpe-
bras foi observada em todos os animais que desenvolve-
ram sinais oculares do grupo CV entre os dias 4 e 9 pi.
Além destes sinais, vesiculas e crostas foram observa-
das entre os dias 5 e 9 pi em quatro animais desse grupo.
Em geral, os sinais iniciaram-se a partir do dia 1 pi e
regrediram apds 4 a 13 dias, com um periodo de incuba-
¢ao médio mais curto e curso clinico de maior duragéo
nos animais controles. As médias do periodo de incuba-
cao foram de 7,1 (4-7) dpi no grupo PFA e 3,5 (1-4) dpi no
grupo CV. Esses valores foram convertidos a medianas [5
(4-12) para o grupo PFA e 3 (2-3,5) para o grupo CV] e
submetidos a andlise estatistica, observando-se que o
aumento do periodo de incubagao no grupo PFA foi signi-
ficativo (P<0,005). Da mesma forma, foi observada uma
reducao na duracgao do curso clinico, de 7,3 (4-13) para 3,1
(2-7) no grupo PFA. Essa reducéo foi significativa, apds a
conversao desses dados a mediana [4 (0-5) no grupo PFA

N <o

Fig.3. Sinais oculares em coelhos |noculados com o herpeswrus bovino tipo 1 (BoHV-1) no saco conjuntival, no dia
5 pos-inoculacdo. (A,B) Animais inoculados com o BoHV-1 e tratados com Foscarnet (grupo PFA); (C,D) Animais
do grupo controle de virus.
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Quadro 3. Efeitos do Foscarnet em coelhos inoculados no saco conjuntival com o herpesvirus

bovino tipo 1
Grupo nd Excrecédo de virus (dias)P Periodo de incubagdo® Morbidade (%) Curso clinicod
Controle® 9 9,3 (7-10) 3,5 (1-4) 8/9 (88,9) 7,3 (4-13)
Tratadof 9 9,1 (7-10) 7,1 (4-7)* 6/9 (66,7) 3,1 (2-7)*

2 Numero de animais.

b Periodo médio, em dias, de excrecdo de virus em secrecdes oculares. Entre parénteses sao apresentados o
periodo minimo e maximo de excregao viral por animais dos respectivos grupos.

¢ Sao apresentadas a média do periodo de incubacéo 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 nao-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 diferenca entre as medianas foi significativa (*; P<0,005).

d A média de duracdo do curso clinico, em dias, bem como o maior e o menor intervalo para recuperagao 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).
€ Controle: grupo controle de virus (CV).
f Tratado: grupo tratado com o Foscarnet (PFA).

w

ta

Escore clinico médio

Dia pos-inoculagio
Fig.4. Escore clinico médio dos sinais clinicos oculares de co-
elhos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 1 no saco
conjuntival e tratados com Foscarnet (grupo PFA) ou man-
tidos como controles de virus (grupo CV). Os pontos repre-
sentam as médias do escore clinico, com os respectivos
erros-padrao.

e 9 (4-9,5) no grupo CV] (P<0,04) (Quadro 3). Na Figura 4
€ apresentada a evolugao do escore clinico médio dos gru-
pos tratados com o PFA e mantidos como controle de vi-
rus.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse artigo demonstram a
atividade do PFA sobre a infeccdo e doenca resultantes
da inoculagéo experimental de coelhos com o BoHV-1 e
BoHV-5. O tratamento com o farmaco resultou na reducao
da excrecao viral de ambos os virus nas secrecdes
conjuntivais. Nos animais inoculados com o BoHV-5 ob-
servou-se uma reducao significativa da morbidade e mor-
talidade nos grupos tratados. Dentre os coelhos inocu-
lados com o BoHV-1, o tratamento com Foscarnet retar-
dou o inicio da doenca ocular, reduziu a freqiiéncia, seve-
ridade e a duragao do curso clinico.

O presente trabalho foi motivado por resultados de um
experimento anterior, no qual investigou-se a atividade de
trés farmacos antivirais comerciais (Aciclovir, Ganciclovir e
Foscarnet) sobre trés herpesvirus bovinos (BoHV-1, BoHV-
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2 e BoHV-5) em células de cultivo (Dezengrini et al. 2010,
submetido). Dentre os antivirais testados, o PFA apresen-
tou a atividade mais pronunciada contra os trés agentes, e
por isso foi selecionado para estudos in vivo. Para esses
testes, utilizou-se 0 modelo experimental de coelhos, ja bem
caracterizado (Silva et al. 1999, Flores et al. 2009).

Nos experimentos iniciais, apds a inoculagéo IN do
BoHV-5, os animais foram tratados com o PFA entre os
dias 1 e 6 pi (Exp.l) ou entre 8 h e 10 dpi (Exp.ll) e monito-
rados clinicamente. No terceiro experimento, um grupo de
coelhos foi inoculado pela via IC para facilitar a coleta e
quantificacao precisa da replicagao e excregao viral. Con-
siderando-se os trés experimentos com o BoHV-5, o trata-
mento reduziu significativamente a morbidade e mortalida-
de nos grupos tratados [50% (11/22) nos grupos PFA con-
tra 95,7 (21/22) nos grupos CV]. Nos animais inoculados
pela via IC, os titulos de virus nas secre¢des oculares
foram significativamente inferiores nos animais tratados,
indicando que o PFA reduziu a replicacdo e a excrecao
viral nas secrec¢des oculares. A atividade antiviral no sitio
de replicagéo primaria, reduzindo os titulos virais produzi-
dos, provavelmente contribuiu para a redugéao nos indices
de morbidade e mortalidade. Acredita-se que a invasao
viral do encéfalo seja influenciada pela quantidade de par-
ticulas infecciosas produzidas nos ciclos iniciais de repli-
cacdo (Chowdhury et al. 1997, Lee et al. 1999). Dessa
forma, a reducao na replicacao primaria resultaria em re-
ducdo na carga viral disponivel para invadir o encéfalo. A
reducéo nos indices de morbidade e mortalidade pelo tra-
tamento com PFA nos coelhos inoculados com o BoHV-5
pode também ter sido influenciada pela interferéncia do
farmaco com a replicacao do virus no encéfalo. Estudos
anteriores demonstraram que o PFA apresenta uma boa
penetragao no liquor, atingindo concentragdes considera-
veis no SNC de coelhos (Lopez-Cortés et al. 2000). Por-
tanto, além de restringir a replicagao viral no sitio de entra-
da, é possivel que o farmaco tenha reduzido os niveis da
replicacao da populacédo de virus que invadiu o encéfalo,
reduzindo assim a carga e disseminacao viral no tecido
nervoso. A quantificacdo comparativa de virus presente
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no encéfalo de coelhos tratados e controles, respectiva-
mente, poderia determinar se a droga é capaz de reduzir a
replicacao viral no encéfalo.

Nos animais inoculados com o BoHV-1, o tratamento
resultou na reducéo dos titulos de virus nas secrecoes
oculares entre os dias 1 e 4; 6 e 7 pi. Embora a atividade
do PFA frente ao BoHV-1 in vitro ja tenha sido demonstra-
da em estudos anteriores (Schwers et al. 1980, Marley et
al. 2006, Dezengrini et al. 2010), existem poucos estudos
com este antiviral in vivo, provavelmente pelo seu custo
elevado. Além da reducdo da excrec¢do viral, o tratamento
resultou no retardo do inicio da doenc¢a, na reducéo da
frequéncia e severidade e na redugéo do curso clinico da
doenca ocular (Quadro 3). Entre os dias 5 e 8 pi, 0 escore
clinico foi aproximadamente 5 vezes inferior no grupo tra-
tado, demonstrando a reducé&o da intensidade dos sinais
oculares associados a infeccao (Fig.3 e 4). O PFA tam-
bém tem sido utilizado com sucesso no tratamento de in-
feccbes oculares pelo HSV-1 em humanos, principalmen-
te naquelas produzidas por mutantes na TK resistentes ao
ACV, que na maioria das vezes também sao refratarios ao
GCV (Duan et al. 2008). Considerando-se o modelo utiliza-
do no presente estudo, formulacdes topicas do Foscarnet
poderiam ser testadas para tratamento da infec¢éo e do-
enca ocular pelo BoHV-5 em animais.

Em todos os experimentos, o tratamento foi iniciado pou-
cas horas apds a inoculagao viral (8 hpi a 1 dpi) e antes do
inicio dos sinais clinicos. Embora este procedimento nao re-
flita 0 que se realiza na rotina - inicio da terapia apds o inicio
dos sinais clinicos - € 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). E possivel que se o tratamento
fosse iniciado antes (ex. no momento da inoculagéo viral)
pudesse reduzir ainda mais os niveis de replicacdo viral.
Mesmo nos Experimentos Il e lll, em que a primeira dose do
antiviral foi administrada as 8 hpi, o primeiro ciclo de replica-
¢a0 no sitio de inoculagéo ja estaria completo. Assim, nes-
tes dois experimentos, o farmaco n&o teria surtido efeito so-
bre o primeiro ciclo de replicacdo viral. No Experimento |, a
aplicacao inicial do PFA foi ainda mais tardia (24 hpi), prova-
velmente apds dois ciclos completos de replicacéo.

Embora a atividade do PFA néao tenha sido testada
em infeccdes recorrentes pelo BoHV-1 e BoHV-5, acredi-
ta-se que, assim como para o HSV-1, esse farmaco tam-
bém possa ser efetivo nas reativacdes das infeccoes por
esses virus (Duan et al. 2008).

Em resumo, demonstrou-se que o PFA possui ativida-
de antiviral frente ao BoHV-1 e BoHV-5 in vivo no modelo
experimental de coelhos. A atividade antiviral resultou na
reducao da replicagao viral nos sitios de inoculagdo; na
reducao da morbidade e mortalidade associadas a doenga
neuroldgica pelo BoHV-5; na reducéo da freqliéncia, seve-
ridade e duracao da doenca ocular em coelhos inoculados
com o BoHV-1. Deve-se mencionar que o protocolo tera-
péutico utilizado foi experimental e que as observacoes
decorrentes sao aplicaveis as cepas virais utilizadas, ten-
do em vista os relatos de variagéo de eficacia do PFA

frente a diferentes isolados do HSV-1 e do EqHV-1 (Schwers
et al. 1980, Garré et al. 2007). Nao obstante, esses resul-
tados estendem e complementam observagdes prévias da
atividade antiviral desse farmaco in vitro e sao promisso-
res para o seu uso em terapias experimentais das infec-
¢cOes herpéticas de animais domésticos. Dentre possiveis
estudos futuros, vislumbram-se: (i) uso tépico do Foscar-
net no tratamento de infecgbes oculares; (ii) investigacao
dos efeitos do Foscarnet no estabelecimento e reativacéo
da laténcia pelo BoHV-1 e BoHV-5; (iii) associagédo do
Foscarnet com outras drogas (inibidores da enzima 6xido
nitrico sintase, anticonvulsivantes, etc.) no tratamento da
doenca neuroldgica pelo BoHV-5, entre outros.

Agradecimentos.- Aos colegas do Setor de Virologia Fabricio Dias
Torres, Juliana Felipetto Cargnelutti e Lucas Bernardes pelo auxilio na
realizacao dos experimentos com animais.

REFERENCIAS

Carrillo B.J., Pospischil A. & Dahme E. 1983. Pathology of a bovine
viral necrotizing encephalitis in Argentina. Zentralbl. Veterindrmed. B
30(3):161-168.

Coen D.M. & Richman D.D. 2007. Antiviral agents, p.447-485. In: Knipe
D.M. & Howley P.M. (Eds), Fields Virology. 51 ed. Williams and Wilkins,
Philadelphia.

Chowdhury S.I., Lee B.J., Mosier D., Sur J.-H., Osorio F.A., Kennedy
G. & Weiss M.L. 1997. Neuropathology of bovine herpesvirus type 5
(BHV-5) meningo-encephalitis in a rabbit seizure model. J. Comp.
Pathol. 117(4):295-310.

Debs R., Brunette E., Papahadjopoulos D., Debruin M. & Shanley J.D.
1986. Site specific therapy of murine cytomegalovirus lung infection
using aerosolized antiviral agents. 26" International Conference of
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, p.730.

Delhon G.A., Moraes M.P., Lu Z., Afonso C.L., Flores E.F., Weiblen R.,
Kutish G.F. & Rock D.L. 2003. Genome of bovine herpesvirus 5. J.
Virol. 77(19):10339-10347.

Dezengrini R.D., Silva S.C., Weiss M., Weiblen R. & Flores E.F. 2009.
Atividade in vitro do Aciclovir, Ganciclovir e Foscarnet nos herpesvi-
rus bovino tipos 1, 2 e 5. Pesq. Vet. Bras. (Submetido)

Duan R., de Vries R.D., Osterhaus A.D., Remeijer L. & Verjans G.M.
2008. Acyclovir-resistant corneal HSV-1 isolates from patients with
herpetic keratitis. J. Infect. Dis. 198:659-663.

Flores E.F., Weiblen R., Vogel F.S.F., Dezengrini R., Aimeida S.R., Spilki
F.R. & Roehe P.M. 2009. Neuropatogénese experimental da infeccao
pelo herpesvirus bovino tipo 5 em coelhos. Pesq. Vet. Bras. 29(1):1-
16.

Eriksson B., Oberg B. & Wahren B. 1982. Pyrophosphate analogs as
inhibitors of DNA polymerases of cytomegalovirus, herpes simplex virus
and cellular origin. Biochimica et Biophysica Acta 696(2):115-123.

Garré B., van der Meulen K., Nugent J., Neytsd J., Croubelsb S., De
Backerband P. & Nauwynck H. 2007. In vitro susceptibility of six
isolates of equine herpesvirus 1 to acyclovir, ganciclovir, cidofovir,
adefovir, PMEDAP and foscarnet. Vet. Microbiol. 122(1/2):43-51.

Kahrs R.F. 2001. Infectious bovine rhinotracheitis and infectious pustular
vulvovaginitis, p.159-170. In: Kahrs R.F. (Ed.), Viral diseases of cattle.
2t ed. lowa State University, Ames, lowa.

Kern E.R., Glasgow L.A., Overall J.C. Jr, Reno J.M. & Boezi J.A. 1978.
Treatment of experimental herpesvirus infections with phosphono-
formate and some comparisions with phosphonoacetate. Antimicrob.
Agents Chemother. 14:817-823.

Kern E.R., Richards J.T. & Overall Jr J.C. 1986. Acyclovir treatment of

Pesq. Vet. Bras. 30(8):623-630, agosto 2010



630 Renata Dezengrini et al.

disseminated herpes simplex virus type 2 infection in weanling mice:
Alteration of mortality and pathogenesis. Antiviral Res. 6(4):189-195.

Lee B.J., Weiss M.J., Moiser D. & Chowdhury S.I. 1999. Spread of
bovine herpesvirus type 5 (BHV-5) in the rabbit brain after intranasal
inoculation. J. Neurovirol. 5(5):474-484.

Lépez-Cortés L.F., Ruiz-Valderas R., Lucero-Mufioz M.J., Cordero E.,
Pastor-Ramos M.T. & Marquez J. 2000. Intravitreal, retinal, and central
nervous system foscarnet concentrations after rapid intravenous
administration to rabbits. Antimicrob. Agents Chemother. 44(3):756-759.

Maggs D.J. & Clarke H.E. 2004. In vitro efficacy of ganciclovir, cidofovir,
penciclovir, foscarnet, idoxuridine and acyclovir against feline
herpesvirus type-1. Am. J. Vet. Res. 65(4):399-403.

Marley M.S., Givens M.D., Stringfellow D.A., Galik P.K. & Riddell K.P.
2006. Effect of phosphonoformic acid in the development of bovine
embryos in vitro. Vet. Therapeutics 7(2):156-166.

Oberg B. 1989. Antiviral effects of phosphonophormate (PFA, foscarnet
sodium). Pharmacol. Therapeutics 40(2):213-285.

Piret J., Désormeaux A., Gourde P., Juhasz J. & Bergeron G. 2000.
Efficacies of topical formulations of Foscarnet and Acyclovir and of
5-percent Acyclovir ointment (Zovirax) in a murine model of
cutaneous herpes simplex virus type 1 infection. Antimicrob. Agents
Chemother. 44(1):30-38.

Reed L.J. & Muench H.A. 1938. A simple method of estimating fifty
percent endpoints. Am. J. Epidemiol. 27(3):493-497.

Rissi D.R., Oliveira F.N., Rech R.R., Pierezan F., Lemos R.A.A. & Barros
C.S.L.2006. Epidemiology, clinical signs and distribution of the encephalic
lesions in cattle affected by meningoencephalitis caused by bovine
herpesvirus-5. Pesq. Vet. Bras. 26(2):123-132.

Pesq. Vet. Bras. 30(8):623-630, agosto 2010

Rock D.L., Lokensgard J., Lewis T. & Kutish G. 1992. Characterization
of dexamethasone-induced reactivation of latent bovine herpesvirus
1. J. Virology 66(4):2484-2490.

Roizman B., Desrosiers R.C., Fleckenstein B., Lopez C., Minson A.C.
& Studdert M.J. 1992. The family Herpesviridae: an update. Archs
Virology 123( 3/4):432-445.

Schwers A., Pastoret P.P., Vindevogel H., Leroy P., Aguilar-Setien A. & Godart
M. 1980. Comparison of the effect of trisodium phosphonoformate on the
mean plaque size of pseudorabies virus, infectious bovine rhinotraqueitis
virus and pigeon herpesvirus. J. Comp. Pathol. 90(4):625-633.

Sicher S.E. & Oh J.O. 1981. Acyclovir therapy of Neonatal Herpes Simplex Virus
Type 2 infections in rabbits. Antimicrob. Agents Chemother. 20(4):503-507.

Silva A.M., Flores E.F., Weiblen R., Canto M.C., Irigoyen L.F., Roehe
P.M. & Sousa R.S. 1999. Pathogenesis of meningoencephalitis in rabbits
by bovine herpesvirus type-5 (BHV-5). Revta Microbiol. 30(1):22-31.

Spruance S.L., Freeman D.J. & Shet N.T. 1986. Comparision of Fos-
carnet cream, Acyclovir cream and, acyclovir ointment in the topical
treatment of experimental cutaneus herpes simplex virus type 1
infection. Antimicrob. Agents Chemother. 30:196-198.

Thiry E., Vindevogel H., Leroy P., Pastoret P.P., Schwers A., Brochier
B., Anciaux Y. & Hoyois P. 1983. In vivo and in vitro effect of acyclovir
on pseudorabies virus, infectious bovine rhinotracheitis virus and pigeon
herpesvirus. Annales Recherches Vétérinaries 14(3):233-245.

Weiblen R., Kreutz L.C., Canabarro T.F., Schuch L.F. & Rebelatto M.C.
1992. Isolation of bovine herpesvirus 1 from preputial swabs and semen
of bulls with balanoposthitis. J. Vet. Diagn. Invest. 4(3):341-343.

Zar J.H. 1999. Fischer exact test, p.543-546. In: Ibid. (Ed.), Bioestatis-
tical Analysis. 4" ed. Prentice Hall, Upper Sadle River.



