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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 using the plaque reduction assay. Different drug concentrations were tested
against one hundred 50% tissue culture infectious dose (TCID, ) of the respective viruses.
Drug concentrations lower than 200ug/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-diphenyitetrazolium
bromide). The selectivity index (IS) of the drugs was calculated dividing the concentration of
the drug that is cytotoxic for 50% of the cells (CC,,) by the concentration of the drug that was
effective in reducing by 50% the number of viral plaques (EC, ) for the three herpesviruses.
Thus, ACV was shown to be moderately active against BoHV-1 (EC, : 112.9ug/mL; IS: 4.5),
BoHV-2 (EC,: 114.2ug/mL; IS: 4.5) and BoHV-5 (EC,: 96.9ug/mL; IS: 5.3). GCV was effective
against BoHV-2 (EC,: 33.5ug/mL; IS: 16.6), moderately effective against BoHV-5 (EC,
123.2ug/mL; IS: 4.5) and poorly active against BoHV-1 (EC,;: 335.8ug/mL; IS: 1.7). PFA
exhibited the highest antiviral activity, being the only drug that, at concentration of 100ug/mL,
completely inhibited plaque formation by all three viruses. PFA was the most effective in
vitro against BoHV-1 (EC, : 29.5ug/mL; IS: 42.2), BoHV-2 (EC,: 45.2ug/mL; IS: 27.6) and
BoHV-5 (EC,: 7.8ug/mL; IS: 160.6). Thus, the results indicate that PFA is a promising
candidate for experimental therapeutic testing in vivo against bovine herpesviruses.

INDEX TERMS: Antivirals, BoHV-1, BoHV-2, BoHV-5, Foscarnet, Gancyclovir, Acyclovir.

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
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reducdo de placas virais em cultivo celular, testando-se di-
ferentes concentracbes dos farmacos frente a 100 doses
infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICC,) dos
respectivos virus. Pelo teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), verificou-se que con-
centracdes inferiores a 200pg/mL dos trés antivirais resulta-
ram em indices de viabilidade de células MDBK e Hep2
superiores a 80%. Com base na concentracdo citotdxica
para 50% das células (CC,,) e na concentragéo dos farma-
cos efetiva para inibir em 50% o numero de placas virais
(ECy), calculou-se o indice de seletividade (IS) dos antivirais
para os trés herpesvirus. Assim, o ACV demonstrou ser
moderadamente ativo frente ao BoHV-1 (EC,: 112,9ug/mL
el1S: 4,5),a0 BoHV-2 (EC,,: 114,2 ug/mL e IS: 4,5) e BoHV-
5 (EC,: 96,9ug/mL e IS: 5,3). O GCV apresentou atividade
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moderada frente ao BoHV-2 (EC,,,: 33,5ug/mL e IS: 16,6) e,
em menor grau, contra o0 BoHV-5 (EC,: 123,2ug/mL e IS:
4,5), sendo ineficaz frente ao BoHV-1 (EC,,: 335,8ug/mLe
IS: 1,7). O PFA apresentou atividade antiviral mais pronun-
ciada, sendo o unico farmaco que, na concentragao de 100ug/
mL, inibiu completamente a producgéo de placas pelos trés
virus testados. O PFA foi o mais efetivo in vitro frente ao
BoHV-1 (EC,,: 29,5ug/mL e IS: 42,2), ao BoHV-2 (EC,;:
45,2ug/mL e I1S: 27,6) e ao BoHV-5 (EC,: 7,8ug/mL e IS:
160,6). Portanto, os resultados obtidos indicam que o PFA
pode se constituirem um candidato para terapia experimen-
tal de infec¢des pelos herpesvirus de bovinos in vivo.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Antivirais, BoHV-1, BoHV-2, BoHV-
5, Foscarnet, Ganciclovir, Aciclovir.

INTRODUCAO

Os herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1), 2 (BoHV-2) e 5
(BoHV-5) sao virus DNA de cadeia dupla linear, que pos-
suem um capsideo de simetria icosaédrica e envelope li-
poprotéico, classificados na familia Herpesviridae, subfa-
milia Alphaherpesvirinae. Esses virus estabelecem e
reativam infecc¢des latentes em seus hospedeiros, propri-
edade que permite a sua manutencdo na natureza (Rock
et al. 1992, Roizman 1992). O BoHV-1 e 5 pertencem ao
género Varicellovirus, e o BoHV-2 é classificado no géne-
ro Simplexvirus (Roizman 1992). O BoHV-1 é associado
com doenca respiratdria (rinotraqueite infecciosa bovina,
IBR), conjuntivite, vulvovaginite/balanopostite pustular in-
fecciosa (IPV/IBP), infertilidade transitéria e abortos
(Roizman 1992, Kahrs 2001). O BoHV-2 é associado a
mamilite herpética bovina (BHM), doenga vesicular e erosiva
do Ubere e tetos, que acomete principalmente vacas leitei-
ras de primeira cria (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) sao analogos de
nucleosideos, cujas moléculas consistem de uma guanina
associada a uma molécula similar a um agucar aciclico
(Coen & Richman 2007). Ambos sao fosforilados por qui-
nases virais a monofosfato (timidina quinase - TK e a
fosfotransferase UL97, respectivamente), e em seguida,
por quinases celulares a trifosfato (Coen & Richman 2007).
A acgao desses antivirais € mediada pela sua incorporagéo
na cadeia nascente de DNA viral, impedindo que a DNA
polimerase dos herpesvirus complete seu ciclo catalitico
(Whitley & Roizman 2001, Coen & Richman 2007). O Fos-
carnet (PFA) é um analogo sintético do pirofosfato que,
uma vez incorporado na cadeia de DNA pela polimerase,
impede que essa enzima complete o seu ciclo catalitico
(Eriksson et al. 1982, Coen & Richman 2007).

Estudos de atividade antiviral com herpesvirus de ani-
mais tém sido ocasionalmente conduzidos (Schwers et al.
1980, Thiry et al. 1983, Maggs & Clarke 2004, Marley et al.
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2006, Meulen et al. 2006, Garré et al. 2007). Assim, foi de-
monstrado que o ACV é 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 (Garré et al. 2007).
Outros estudos demonstraram que o GCV inibe a replica-
¢ao do FeHV-1 em células de linhagem felina (Maggs &
Clarke 2004, Meulen et al. 2006). A eficacia deste antiviral
frente ao FeHV-1, juntamente com a Idoxuridina, foi superi-
or a de outros quatro farmacos (Maggs & Clarke 2004). Den-
tre seis antivirais testados frente ao EqQHV-1, o GCV foi o
mais ativo in vitro, sendo considerado o farmaco de esco-
Iha para testes de eficacia em equinos (Garré et al. 2007).

Garré et al. (2007) observaram que a redugao do nume-
ro de placas produzidas pelo EqHV-1 in vitro pelo PFA
varia de acordo com a cepa ou isolado. Esse antiviral foi
ainda associado com redu¢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 o BoHV-1 também foi testada
em embrides bovinos in vitro, nos quais inibiu a replicagéo
viral na concentragao de 400ug/mL (Marley et al. 2006).

A terapia antiviral € uma pratica comum em humanos,
porém pouco utilizada em infec¢des por herpesvirus em
animais. A maioria dos estudos, conduzidos in vitro, in-
vestigaram a eficiéncia de antivirais comerciais frente ao
FeHV-1 (Maggs & Clarke 2004, Meulen et al. 2006; 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 antivi-
ral 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. Prova-
velmente, isso se deve ao custo elevado do tratamento,
principalmente para grandes animais. Neste sentido, coe-
Ihos tém sido utilizados como modelo para estudos de
patogenia do BoHV-1 e BoHV-5 (Flores et al. 2009) e co-
baias para estudos com o BoHV-2 (Torres et al. 2009).
Para estas espécies, existe a possibilidade de se realizar
estudos com antivirais, associados ou ndo a outros farma-
cos. Assim, o conhecimento acerca da atividade in vitro
de antivirais contra esses agentes pode permitir a realiza-
cao de estudos de patogenia e terapéutica adicionais fren-
te ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5, bem como, em situa-
cOes especiais, para o tratamento de animais de alto valor
zootécnico (Dezengrini et al. 2009, Flores et al. 2009). Por
esta razao, inicialmente investigou-se a atividade antiviral
in vitro de trés farmacos utilizados para o tratamento de
infeccdes herpéticas humanas (ACV, GCV e PFA) frente
ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5.

MATERIAL E METODOS

A atividade in vitro do Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV) e
Foscarnet (PFA) foi testada frente ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-
5 em células de cultivo, pelo teste de reducdo do nimero de
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placas. Inicialmente, utilizando-se doses crescentes do Aciclovir
(ACV), Ganciclovir (GCV) e Foscarnet (PFA), investigou-se a
toxicidade desses farmacos para células MDBK e Hep-2, de-
terminando-se a dose toxica para 50% das células (EC;). Pos-
teriormente, a atividade antiviral de cada farmaco foi testada,
in vitro, frente ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5 em células de
cultivo, pelo teste de reducdo do nimero de placas.

Células e virus

Células de linhagem de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-
22) e da linhagem Hep-2 (ATCC, CCL-23), cultivadas em meio
essencial minimo (MEM; Invitrogen Brasil LTDA, Sao Paulo,
SP, Brasil) e suplementadas com 5% de soro equino (SE) ou
soro fetal bovino (SFB; Cultilab Materiais para Cultura de Cé-
lulas Ltda, Campinas, SP, Brasil), respectivamente, 100 U/
mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina (Nutricell nu-
trientes celulares LTDA, Campinas, SP, Brasil) foram utiliza-
das para amplificagcdo e quantificacdo dos virus, ensaios de
placa e testes de citotoxicidade. Células MDBK foram usadas
para os herpesvirus bovinos bem como para o BVDV; células
Hep-2 foram usadas para o HSV-1. As cepas de BoHV-5 SV-
507/99 (Delhon et al. 2003), BoHV-2 (cedida pelo Dr. Fernan-
do Osdrio, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska, EUA),
e BoHV-1 SV-56/90 (Weiblen et al. 1992) foram testadas quan-
to a sua sensibilidade 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 trata-
mento de infecgbes por herpesvirus humanos foram selecio-
nados para os testes in vitro: o ACV (peso molecular PM - 225;
Galena, Campinas, SP, Brasil), GCV (PM 255.2; Brasvit, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e PFA (PM 300.1; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA). Os farmacos foram diluidos na concentragédo de
1mg/mL em solucao salina (ACV); solugéo salina com 0,5% de
dimetilsulféxido (DMSO) (GCV), ou em agua ultrapura (PFA)
imediatamente antes do uso.

Teste de viabilidade celular

O teste de MTT (3-(4,5-Dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) foi utilizado para investigar a toxicidade
dos trés antivirais para as células de cultivo. Células MDBK ou
Hep-2 (1,6x10° células/cavidade de placas de poliestireno com
96 cavidades) foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa de
CO, a 5% com diluigbes seriadas dos trés antivirais (1, 10, 100,
200 e 500pg/mL), ou mantidas como controles, em triplicata, e
submetidas ao teste de MTT adaptado de Garré et al. (2007).
Apds 24 h de incubag@o com o farmaco, removeu-se o sobre-
nadante e adicionou-se 50uL de MTT (1mg/mL em MEM) por
cavidade, e as células foram incubadas (MDBK por 2 h e Hep-
2 por 4 h) a 37°C em estufa de CO, a 5%. Em seguida, remo-
veu-se o MTT e adicionou-se 100uL de DMSO por cavidade,
incubando-se por 15 min a 37°C sob agitacdo constante. O
sobrenadante foi passado para uma nova placa de 96 cavida-
des 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 concentragéo de antiviral
testada pela seguinte férmula: % células vidveis = média OD
(antiviral) x 100/média OD (controles).

As porcentagens de células viaveis para cada concentracao
do farmaco foram utilizadas para o calculo da concentragao
citotoxica para 50% das células (CC,), por analise de regres-
sdo linear. No teste de MTT, considerou-se téxica a concentra-
¢ao de antiviral em que a viabilidade das células foi inferior a
80%, em comparagao com os controles (Garré et al. 2007).

Atividade antiviral in vitro

O teste de reducao do numero de placas virais (Meulen et
al. 2006, Garré et al. 2007) foi utilizado para investigacdo da
atividade antiviral in vitro dos trés farmacos frente ao BoHV-1,
BoHV-2 e BoHV-5. No teste, utilizou-se o HSV-1 e 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 (apro-
ximadamente 2 x 108 células/cavidade). Previamente ao en-
saio, trés cavidades contendo células receberam 1mL de MEM
com a concentracao do antiviral a ser testada (0,1; 1; 10; 25; 75
e 100pg/mL) e trés cavidades foram mantidas como controles,
e incubadas por 1 h a 37°C em estufa de CO, a 5%. Em segui-
da, o sobrenadante foi removido e os tapetes celulares foram
lavados, adicionando-se 1 mL de indculo contendo aproxima-
damente 100 DICC,, (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares) do respectivo virus, por cavidade. Apés 2 h de
adsorcao, o indculo foi removido e os tapetes celulares foram
recobertos com 2mL de MEM contendo 5% de SE ou SFB,
0,95% de carboximetilcelulose’ e a respectiva concentragéo
de antiviral em pg/mL. Apds 48 h de incubacgdo a 37°C em
estufa de CO, a 5%, foi realizada a contagem do nimero de
placas virais nas cavidades, com o auxilio de uma lamina
milimetrada adaptada a superficie inferior da placa. Foram re-
alizados pelo menos dois testes independentes, em triplicata,
com cada concentracéo dos antivirais.

A inibicao da replicagéo viral foi calculada a partir da for-
mula: % inibicdo da replicagdo viral = 1-(nimero médio de
placas virais nas cavidades com antiviral/ numero médio de
placas virais nas cavidades sem antiviral)x100. A concentra-
cao de cada farmaco efetiva para inibir em 50% o numero de
placas virais (EC;) e o indice de seletividade (IS) foram calcu-
lados por andlise de regressao linear, considerando-se a equa-
¢&o da reta adequada quando o valor de R? foi igual ou supe-
riora 0,9. O IS é arelagéo entre a CC,, do farmaco (obtido pelo
MTT) e a EC,,,. Este valor € utilizado para estimar a seguranga
de medicamentos, tanto para a utilizagdo em humanos, quan-
to para animais e, quanto maior o valor deste (acima de 1),
maior a diferenca entre a dose de antiviral que reduz em 50%
a replicagéo viral (EC,,) e a dose citotoxica (CCg,). Portanto
maior a seguranga do farmaco para uso nas respectivas célu-
las (Coen & Richman 2007).

RESULTADOS

Citotoxicidade dos antivirais para os cultivos celulares

No teste de MTT, verificou-se que todas as concentra-
¢cOes dos trés antivirais testadas, exceto a de 500ug/mL,
resultaram em viabilidade celular acima de 80% (dados
nao apresentados). Assim, optou-se por utilizar concen-
tracdes de até 200 pg/mL nos testes com os trés farma-
cos em células MDBK e Hep-2. Os valores de concentra-
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¢ao citotoxica para 50% das células (CC,) dos farmacos
estao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Atividade do Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV)
e Foscarnet (PFA) sobre a replicacao in vitro dos
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), tipo 2 (BoHV-2)

e tipo 5 (BoHV-5)

Herpesvirus Farmaco
de Aciclovir Ganciclovir Foscarnet
bovinos EC5p2 ISP ECsg IS ECsp IS
BoHV-1 112,9¢ 45 3358 1,7 29,5 42,2
BoHV-2 1142 45 33,5 16,6 452 27,6
BoHV-5 96,9 5,3 1232 45 7,8 160,6
CCSOd 508,3/130,3 556,2/111,4 1.245,1/4.869,9

8 ECg: concentragéo de cada farmaco efetiva para inibir em 50% o
numero de placas virais, em pg/mL.

b|S: indice de seletividade; relagdo entre a CCg € a ECqg,

¢ Os valores se referem a concentracdo do antiviral em pg/mL.

d CCg: concentragao do farmaco em ug/mL citotoxica para 50% das
células MDBK/Hep 2.

Atividade antiviral in vitro do ACV, GCV e PFA frente
aos herpesvirus de bovinos

A concentragéo de antiviral que inibiu 50% da replicacao
dos virus (ECg) e o indice de seletividade (IS) do ACV,
GCV e PFAfrente a 100 DICC, do BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-
5 estédo apresentados no Quadro 1. Esses valores foram
calculados a partir das porcentagens de redugéao do numero
de placas, que sao apresentados na Figura 1. O PFA inibiu
completamente a formacao de placas pelos trés virus tes-
tados na concentracdo de 100 pyg/mL. Frente ao HSV-1,
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todas as concentracgoes testadas do ACV e GCV, e as con-
centragdes de 75 e 100ig/mL do PFA, inibiram completa-
mente a formacéo de placas virais, demonstrando a ativida-
de desses farmacos nos testes realizados. Nenhuma das
concentracdes dos trés antivirais testadas inibiu a replica-
¢ao do BVDV, demonstrando a especificidade da atividade
anti-herpética desses farmacos no teste de redugéo do nu-
mero de placas (dados nao apresentados).

DISCUSSAO

Dentre os antivirais com eficacia anti-herpética comprova-
da, foram selecionados trés farmacos disponiveis comer-
cialmente, que sao utilizados para o tratamento de infec-
cOes herpéticas humanas: Aciclovir (ACV), Ganciclovir
(GCV) e Foscarnet (PFA).

No teste de reducao do numero de placas, o ACV apre-
sentou-se pouco a moderadamente ativo (Fig.1), com uma
EC,, comparativamente elevada e IS baixo para os trés
herpesvirus testados (Quadro 1). Estes achados sdo com-
pativeis aos relatos de atividade in vitro do ACV frente a
outros herpesvirus animais, como o FeHV-1 e EqHV-1,
contra os quais a EC,, desse antiviral € 11 e 20 vezes
maior que a do GCV, respectivamente (Meulen et al. 2006,
Garré 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 evidencia-
da (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 &
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Fig.1. Porcentagem de inibicao da replicagéo viral (redugdo no numero de placas virais) 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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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 farmacos séo 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 é devida a fosforilagao
pouco eficiente pela TK desse virus, uma vez que, na pre-
senca da TK do HSV-1, a DNA polimerase do FeHV-1 apre-
senta alta afinidade pelo ACV (Hussein et al. 2008a). Por-
tanto, a baixa ativagdo do ACV pelo FeHV-1 é atribuida a
diferencas da sequéncia de aminoacidos e estruturais na
TK, que resultam na ligacao desse farmaco a TK em um
sitio diferente para fosforilar o ACV. Quando esses dois
residuos sao substituidos na TK do FeHV-1 para mimetizar
aligacdo do ACV a TK do HSV-1, a ativagéo desse antivi-
ral aumenta em 3 vezes (Hussein et al. 2008b).

O GCV foi comparativamente eficaz na reducédo do
numero de placas do BoHV-2, apresentando um baixo va-
lorde EC,, e elevado IS (Quadro 1). O BoHV-2, dentre os
trés virus testados, € o que possui maiores semelhancas
genéticas com o HSV-1 (Ehlers et al. 1999). Contra esse
virus, o GCV também apresentou-se eficaz, inibindo com-
pletamente a sua replicacdo em todas as concentracoes
testadas (Fig.1). A atividade do GCV frente ao HSV-1 foi
demonstrada anteriormente (Duan et al. 2008). Porém, fo-
ram necessarias concentragcdes maiores desse farmaco
para observar-se 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 replicacéo ou limitar a dis-
seminagéo do FeHV-1 in vitro, juntamente com o Cidofovir
e 0 PMEDAP; e seguido pelo PMEDAP e ACV para o EQHV-
1 (Meulen et al. 2006, Garré et al. 2007).

O PFA foi o farmaco que apresentou os melhores re-
sultados frente ao BoHV-1, BoHV-2 e BoHV-5, sendo o
unico que, na concentragao de 100 pg/mL, inibiu comple-
tamente a formacgéao de placas pelos trés herpesvirus de
bovinos testados (Fig. 1). Além disso, os valores de EC,
foram inferiores aos do ACV e GCV para o BoHV-1 e BoHV-
5, apresentando IS superiores para os trés virus (Quadro
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 reduzi-
dos em quatro logaritmos na concentra¢do de 200ug/mL,
e areplicacgao viral foi inibida completamente frente a 400ug/
mL (Marley et al. 2006). Por outro lado, o PFA apresenta
atividade intermediaria frente ao FeHV-1 in vitro, se com-
parado a outros farmacos como o GCV e o Cidofovir. Tes-
tes com o EqHV-1 demonstraram que o PFA reduz o nu-
mero de placas virais, porém essa acao 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, Garré et al. 2007).

Para o BoHV-2, o GCV apresentou um valor de EC,
mais baixo que o PFA. O valor de IS, no entanto, foi supe-

rior para o PFA, indicando que este seria mais seguro para
estudos in vivo com este virus. Além disso, o GCV so-
mente pode ser utilizado por infusdo intravenosa, o que
dificultaria a formulagéo de pomadas de uso tdpico na glan-
dula mamaria de fémeas bovinas. Embora a mamilite her-
pética bovina seja uma doencga auto-limitante, possui im-
portancia em rebanhos leiteiros, pois pode produzir redu-
¢ao na producéo de leite e predispor a infec¢des bacteria-
nas, responsaveis por mastites (Wellenberg et al. 2002).
Pela semelhanca com o HSV-1 e o HSV-2, acredita-se
que farmacos disponiveis para o tratamento das infecgbes
herpéticas humanas possam se constituir em alternativas
para o tratamento das lesdes vesiculares e erosivas pro-
duzidas pelo BoHV-2 (Field et al. 2006). Esse virus tam-
bém tem sido indicado como modelo para estudos com o
HSV-1, pela sua semelhancga genética e antigénica (Ehlers
etal. 1999).

A aplicabilidade de farmacos antivirais para o tratamen-
to de infeccbes herpéticas em bovinos € passivel de ques-
tionamento, sobretudo pelo seu alto custo. Nao obstante, o
conhecimento da atividade antiviral de farmacos contra o
BoHV-1 e BoHV-5 pode ser aplicado em estudos de
patogenia e terapéutica antiviral em modelos animais, es-
pecialmente camundongos e coelhos. Da mesma forma, o
tratamento da mamilite herpética pelo BoHV-2 em rebanhos
de alta producao e severamente afetados pode se constituir
em alternativa economicamente justificavel. Assim, o co-
nhecimento da atividade antiviral de drogas disponiveis, frente
aos herpesvirus animais, pode contribuir para o delineamento
de terapias experimentais e/ou para o tratamento de algu-
mas dessas enfermidades em situa¢des especiais.
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