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RESUMO
As cepas do Virus Melao (VMEL), BE AR 8033 e BE AR 633512 foram isoladas

de mosquitos Ochlerotatus (Ochlerotatus) scapularis, em Belém- PA (1955) e
Alta Floresta do Oeste- RO (2000), respectivamente. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar molecularmente as cepas BE AR 633512 e BE AR 8033 e
realizar estudos histopatologicos, bioquimicos e imunoldgicos comparativos em
hamsters  dourados  (Mesocricetus auratus). Hamsters  mostraram
suscetibilidade as cepas do VMEL. A viremia em hamsters para BE AR 633512
ocorreu do 3° ao 6° dias pos-infecgao (dpi.), e para a cepa BE AR 8033 ocorreu
no 2° dpi. Anticorpos neutralizantes para ambas as cepas foram detectados a
partir de 5 dpi., e se mantiveram até 30 dpi. As cepas testadas alteraram os
marcadores bioquimicos AST, ALT e uréia, enquanto que a creatinina soé
apresentou alteragao estatisticamente significante nos animais infectados com
a cepa viral BE AR 633512, em comparagao aos animais controles nao
infectados. Alteragdes histopatolégicas foram observadas no SNC, figado, rim
e baco dos hamsters infectados pelas cepas do VMEL, sendo a infeccéo
nesses orgaos confirmada por imunohistoquimica. A cepa BE AR 633512 foi
mais virulenta e patogénica para hamsters que a cepa BE AR 8033. A analise
genética dos genes N, Gn e Gc revelou que para os genes N e Gn, a cepa BE
AR 8033 e do protoétipo VMEL (TRVL 9375) sao mais geneticamente
relacionados. Para o gene Gc, a cepa BE AR 8033 é mais relacionada com a
cepa BE AR 633512, sendo que esta ultima cepa apresentou maior
variabilidade genética, principalmente no gene Gn com varias substituicbes de
aminoacidos, mas as mutagdes no gene Gc provavelmente foram responsaveis

pelo aumento da viruléncia e patogenicidade em hamsters.
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ABSTRACT
The Melao Virus (MELV) strains, BE AR 8033 e BE AR 633512 were isolated

from lots of Ochlerotatus (Ochlerotatus) scapularis mosquitoes, in Belém- PA
(1955) and Alta Floresta do Oeste- RO (2000), Brazil, respectively. The aim of
this study was to carry out molecular characterization of the MELV strains BE
AR 633512 and BE AR 8033 and to describe the histopathologic, biochemistry
and immunological changes in golden hamsters (Mesocricetus auratus).
Hamsters showed susceptibility to these MELV strains. The viremia produced in
hamsters by BE AR 633512 strain occurred between 3 and 6 days post-
infection (dpi.), and for the BE AR 8033 occurred only in the 2" dpi. Neutralizing
antibodies for both strains were initially detected on the 5" dpi. and remained up
to the 30 dpi. The biochemistry markers AST, ALT and blood urea nitrogen
showed values statistically significants among inoculated animals with both
VMEL strains, while creatinine value it was only altered by BE AR 633512
strain. Histopathologic changes were observed in the central nervous system,
liver, kidney, and spleen of the hamsters, and infection was confirmed by
immunohistochemical assay in all them. Strain BE AR 633512 caused more
intense tissue damage showing increases virulence and pathogenicity than BE
AR 8033 strain. The genetic analysis of the N, Gn and Gc genes revealed that
for N and Gn genes, the BE AR 8033 and prototype strain (TRVL 9375) are
genetically more closed related, and for the Gc gene, the BE AR 8033 and BE
AR 633512 strains are more related. BE AR 633512 strain showed increased
genetic variability, mainly in the Gn gene, were several aminoacid changes
were observed, but the Gc mutations should be responsible for the increased

virulence for hamsters.
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1 INTRODUGAO
1.1 ARBOVIRUS

Os virus transmitidos por artrépodes hematéfagos, por exemplo,
insetos e carrapatos, sdo conhecidos como arbovirus, termo este, derivado da
expressao inglesa arthropod-borne virus. Os arbovirus sdo mantidos em
natureza, mediante transmissao bioldégica entre hospedeiros vertebrados
infectados e hospedeiros vertebrados suscetiveis, através da picada de
artrépodes hematéfagos, ou entre hospedeiros artrépodes, através da via
transovariana e, possivelmente da via venérea. Esses virus sao capazes de se
multiplicar e produzir viremia nos vertebrados, de se multiplicar em tecidos de
artropodes e de serem passados a novos hospedeiros vertebrados suscetiveis,
ap6s um periodo de incubagao extrinseco (WHO,1985). Uma vez infectados,
os artropodes permanecem assim por toda sua existéncia (Marcondes, 2001).

Os arbovirus constituem o maior grupo conhecido de virus, sendo
registrados 537 tipos diferentes que de acordo com a terceira edicdo do
“International Catalogue of Arboviruses, Including Certain Other Viruses of
Vertebrates”, estao distribuidos por quase todos os continentes (Karabatsos,
1985).

Esses virus provocam doencas conhecidas como arboviroses, que
podem ocorrer de forma endémica ou epidémica e alguns, como por exemplo,
o Virus Oropouche (VORO), Virus Mayaro (VMAY), Virus Dengue (VDEN) e
Virus Febre Amarela (VFA), que circulam na Amazonia, representam sérios

problemas de saude publica, pois, além de causarem epidemias, sao
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responsaveis por consideravel morbidade e/ou letalidade em seres humanos
no Brasil e no exterior (Vasconcelos et al., 1992).

Os arbovirus em sua maioria sdo encontrados em ambientes
silvestres, no entanto, a sua presenca tem sido notada periodicamente em
ambientes urbanos. A distribuicdo geografica dos arbovirus € ampla, tanto nas
regides tropicais como nas temperadas. Entretanto, observa-se predominancia
dos arbovirus nas regides tropicais, certamente por oferecerem condi¢des
ecoldgicas mais favoraveis. De fato, a Amazébnia Brasileira mantém a maior
variedade de arbovirus até hoje reconhecida, o que se deve a grande
biodiversidade encontrada nesta regido (Travassos da Rosa et al., 1997).

Com excecao do Virus Dengue, Virus Ross River, Virus Encefalite
Japonesa, Virus West Nile, Virus Oropouche, Virus Chandipura, Virus
Chikungunya e Virus Febre Amarela (ciclo urbano), os humanos parecem néao
desempenhar um papel essencial na manutengdo e disseminacdo das
arboviroses. A infecgdo humana é usualmente um acidente biolégico, e os
humanos sao tipicamente hospedeiros finais ou tangenciais (Beaty et al.,
1988).

O principal mecanismo de amplificagdo dos arbovirus é a
transmissao horizontal, a qual se baseia na transmissdo entre hospedeiros
vertebrados suscetiveis e vetores. Ha também, a transmissao vertical, que se
fundamenta na transmissao transovariana entre os artrépodes hematofagos
(Consoli & Oliveira, 1994).

A distribuicdo dos arbovirus nas familias virais é feita de acordo com

o sistema universal de classificagdo, que utiliza as propriedades fisico-quimicas
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dos mesmos (Fauquet et al., 2005). Em sua maioria, os arbovirus encontram-
se registrados nas familias Togaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae, Flaviviridae
e Bunyaviridae. Ressalte-se, no entanto, que nem todos os membros das
citadas familias sdo necessariamente arbovirus. Reconhece-se ainda a
existéncia de virus integrantes das familias Arenaviridae, Poxviridae,
Herpesviridae, Orthomyxoviridae, Coronaviridae, que embora registrados no
Catalogo Internacional, provavelmente nao sejam arbovirus. Muitos outros
provaveis arbovirus nao tém taxonomia definida, porquanto suas
caracteristicas fisico-quimicas ainda nao sao suficientemente conhecidas
(Travassos da Rosa et al., 1998).

O genoma dos arbovirus é constituido por acido ribonucléico (RNA),
com uma unica excecao, o Virus da Febre Suina Africana, que possui acido
desoxirribonucleico (DNA) (Hess, 1988). O RNA dos arbovirus pode ser
segmentado ou ndo-segmentado, e se apresentar com uma ou duas cadeias
nucleotidicas (Travassos da Rosa et al., 1997). Os arbovirus com genoma nao-
segmentado estdo incluidos nas familias Togaviridae, Flaviviridae e
Rhabdoviridae, enquanto aqueles com genoma segmentado incluem-se nas

familias Bunyaviridae e Reoviridae (Beaty et al., 1989).

Os arbovirus séo patogénicos para camundongos albinos, causando
encefalite nos recém-nascidos. E depois do sistema nervoso central, o figado
parece ser 0 6rgao mais freqientemente agredido por esses virus (Dias, 1986).

Danos hepaticos podem ser observados concomitantemente em
algumas arboviroses, principalmente nas de carater hemorragico; na maior

parte das vezes, as lesGes sao de leve intensidade, mas em certos casos, séo
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dominantes nos quadros clinicos e anatdmicos, como acontece na Febre
amarela. Nesta, uma hepatite médio-zonal, com lesdes degenerativas hialina e
gordurosa (esteatose) em pequenas gotas, € tida como patognoménica da
doenca. Experimentalmente, alguns arbovirus tém demonstrado grande
eletividade para o parénquima hepatico, como ocorre com varios componentes
do grupo C em camundongos, e com o VORO em hamsters (Araujo et al.,
1977; De Paola, 1972). Outros ocasionam envolvimento renal, como o Virus
Mucambo, que determina lesbes da glomerulopatia hemorragica em
camundongos (Araujo et al., 1971; Dias et al., 1972).

Alguns arbovirus sao capazes de causar alteracbes bioquimicas,
como o VDEN, que promove aumento discreto nos niveis de Aspartato
aminotransferase sérica (AST) e Alanina aminotransferase sérica (ALT). Outros
virus como o VFA, podem elevar o nivel dessas aminotransferases a valores
varias vezes acima dos valores normais (Tuboi et al., 2007).

As manifestagbes clinicas em seres humanos, decorrentes das
infeccdes por arbovirus, podem ser reunidas genericamente em quatro distintas
categorias: doenca febril, febre com exantema, febre hemorragica e encefalite
(Vasconcelos et al., 2003).

A confirmagdo do diagndstico das infeccbes por arbovirus é feita
mediante o isolamento do agente, testes soroldgicos, detecgdo do genoma,
deteccdo de antigenos virais e histopatologia. A histopatologia tem grande
importancia para o diagndstico de algumas arboviroses, principalmente as que
apresentam tropismo por algum 6rgao especifico, como € o caso do VFA, que

apresenta o figado como 6rgao alvo da infecgédo (Fonseca & Figueiredo, 1996).
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Além desses testes especificos, ha também alguns exames
inespecificos que auxiliam o diagnéstico e orientam quanto ao quadro clinico
do paciente. Dentre esses testes, os mais utilizados s&o: o hemograma, a
contagem de plaquetas, o coagulograma, a dosagem dos fatores de
coagulagao, as aminotransferases, a bilirrubina, a uréia, a creatinina e a
dosagem da albumina sérica (Vasconcelos et al., 2003).

Alguns modelos animais tém sido sistematicamente utilizados para o
estudo dos arbovirus, dentre os principais, estdo os camundongos, primatas
nao-humanos e hamsters. A inoculagdo do VFA em camundongos, por
exemplo, desencadeia encefalite fatal. Por outro lado, a infeccao experimental
de macacos determina tropismo semelhante ao observado no homem, isto €,
viscerotropismo tendo como principal 6rgao alvo, o figado. Este tipo de
apresentagao clinica nos simios os transformou no modelo ideal para estudos
experimentais da Febre amarela face a semelhanga com o quadro
desenvolvido pelos seres humanos. Entretanto, os problemas éticos e os
custos elevados desses animais inviabilizam os estudos em primatas. Além
destes, os hamsters dourados (Mesocricetus auratus) tém sido usados como
modelo alternativo para o estudo do viscerotropismo do VFA, pois ha
vantagens econdémicas, aliadas ao facil manejo destes animais em laboratério
(Tesh et al., 2001; Xiao et al., 2001).

Em infeccdo experimental com hamsters jovens, o VFA foi
encontrado na corrente sanguinea cerca de dois dias pdés-inoculagao (dpi.)

(Tesh et al., 2001). As lesdes localizam-se nos Iébulos hepaticos, com necrose
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médio-zonal semelhante a que ocorre com humanos e simios. (Xiao et al.,

2001; Vasconcelos, 2003).

1.2 FAMILIA Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae foi estabelecida em 1975, constituindo a maior
familia de virus com genoma RNA, com mais de 300 sorotipos diferentes,
agrupados em cinco géneros: Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus,
Hantavirus e Tospovirus (Schmaljohn et al.,, 1986). Os géneros
Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus e Phlebovirus compreendem virus que
infectam animais, e o género Tosposvirus contem virus conhecidos por infectar
mais de 400 espécies em 50 familias de plantas (Kormelink et al., 1992; Peters
et al., 1991).

Os cinco géneros da familia Bunyaviridae s&o, primariamente,
classificados em uma uUnica familia devido suas caracteristicas estruturais,
incluindo um genoma constituido de RNA tri-segmentado de polaridade
negativa e proteinas semelhantes codificadas dentro de cada segmento do
genoma (Bishop et al., 1980; Porterfield et al., 1975).

A grande maioria dos virus pertencentes a esta familia sdo arbovirus,
0s quais sao transmitidos por mosquitos, flebétomos e carrapatos, sendo
mantidos em natureza como zoonoses (Karabatsos, 1985; Deégallier et al.,
1989). Fazem excegdo os hantavirus, que infectam roedores e tém
mecanismos de transmissao relacionados a inalacdo de aerossois das excretas
infectadas destes animais (Schmaljohn et al., 1987). Bem assim com os

tospovirus, que infectam plantas (Kormelink et al., 1992).
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A abordagem classica para o estudo da taxonomia dos virus da
familia Bunyaviridae tem sido o uso de métodos soroldgicos, usando testes de
neutralizacdo (TN), inibicdo da hemaglutinacao (IH), fixacdo do complemento
(FC). Os testes de neutralizagcao e de IH sdo empregados para deteccédo de
determinantes antigénicos presentes nas glicoproteinas virais do envelope
codificadas pelo segmento M-RNA, enquanto que o teste de FC ¢é
principalmente utilizado para detectar determinantes presentes na proteina de
nucleocapsidio, codificada pelo segmento P-RNA (Shope & Causey, 1962).

As técnicas moleculares para estudos de virus pertencentes a
familia Bunyaviridae tém sido amplamente utilizadas, correlacionadas com os
resultados dos testes sorolégicos (Chu et al., 1994). Nunes et al. (2005) citam a
importancia de tal correlagdo para os virus da citada familia, apds analisar os
resultados obtidos para a caracterizacdo molecular dos virus do grupo C, e
observar que tais resultados corroboram com os resultados obtidos

anteriormente por testes soroldgicos classicos, como FC, IH e TN.

1.2.1 Propriedades bioldgicas dos virus da familia Bunyaviridae

As propriedades morfolégicas variam entre os virus em cada um dos
cinco géneros. As particulas virais geralmente sdo esféricas ou pleomoérficas,
com um didmetro de 80 a 120 nm; exibem projegdes glicoprotéicas de
superficie de 5 a 10 nm, as quais estdo inseridas em uma camada bilipidica, o
envelope, que apresenta uma espessura de aproximadamente 5 nm (Fauquet

et al., 2005).
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O genoma destes virus é composto por RNA de fita simples,
polaridade negativa, de simetria helicoidal, e constituido por trés segmentos
com diferentes tamanhos, os quais sao designados por G (grande), M (médio),
P (pequeno) (Murphy et al., 1995).

O segmento G codifica uma grande proteina, a proteina L, que se
encontra associada aos trés segmentos de RNA viral e apresenta a atividade
de RNA polimerase RNA dependente, que é responsavel pela replicagao e
transcricdo dos segmentos gendmicos de RNA. O segmento M codifica um
polipeptidio precursor, que por clivagem, da origem as glicoproteinas de
superficie viral, Gn e Gc e uma proteina nao-estrutural, NSm. O segmento P
codifica duas proteinas, a proteina do nucleocapsidio (N), e uma proteina nao-
estrutural, NSs (Elliott, 1990) (Figura 1). O tamanho aproximado destas

proteinas pode ser observado no Quadro 1.

Quadro 1 - Tamanho aproximado das proteinas codificadas por cada

segmento do genoma dos virus da familia Bunyaviridae (KDa)

RNA Orthobunyavirus | Hantavirus | Nairovirus |Phlebovirus |Tosposvirus
Proteina
Segmento G
L 259-263 249-247 459 238-241 330-332
Segmento M
Gn 29-41 68-76 30-45 50-72 46-58
Gc 108-120 52-58 72-84 55-75 72-78
NSm 15-18 --- 78-85, 92-|---ou78 34-37
115
Segmento P
N 19-26 48-54 48-54 24-30 29
NSs 10-13 --- --- 29-32 52
Legenda: --- = Nenhuma

Fonte: Adaptado de Fauquet et al. (2005).
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30— 110 nm

Figura 1 - Representagdo esquematica da particula viral dos virus da familia
Bunyaviridae, mostrando os trés segmentos do RNA (P-RNA, M-RNA e G-
RNA) associados a proteina L. Em volta de cada segmento de RNA pode se
observar a proteina N, e as duas glicoproteinas, Gn e Gc, emergindo do
envelope (E).

Fonte: Adaptado de Fauquet et al. (2005).

As proteinas mencionadas codificadas pelos segmentos de RNA
genbmicos possuem importantes fungdes bioldgicas para os virus da familia
Bunyaviridae, estando fortemente relacionados a antigenicidade viral e a
infectividade em vertebrados e invertebrados (interagdo virus-célula

hospedeira) (Gonzalez-Scarano et al., 1989).
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A (glicoproteina Gc do envelope viral tem importantes funcdes
biolégicas. E provavelmente, um ligante que interage com os receptores de
células suscetiveis do hospedeiro, pois estudos mostraram que anticorpos
monoclonais anti-Gc inibem a adsorcdo do virus a células suscetiveis
(Kingsford & Boucquey, 1991; Ludwig et al., 1991a). Esta glicoproteina é a
principal determinante da fusdo e entrada dos virus do sorogrupo Califérnia na
célula (Plassmeyer, et al., 2005), e segundo Gonzalez-Scarano et al. (1987),
anticorpos monoclonais anti-Gc inibem a fusdo do envelope viral a célula.
Outros estudos ainda sugerem que a glicoproteina Gc do Virus La Crosse
tenha um papel importante como proteina de fusdo de classe Il (Plassmeyer et
al., 2007). Além disso, esta glicoproteina € importante na determinacdo da
viruléncia em hospedeiros vertebrados, devido certas variantes do Virus La
Crosse com mutagdes de ponto na proteina Gc mostrarem alteracdo acentuada
no potencial neuro-invasivo (Gonzalez-Scarano, 1985). Também €& uma
proteina importante na imunidade protetora, devido certos anticorpos
monoclonais anti-Gc protegerem ratos contra alguns virus que geralmente
causam a morte desses animais (Griot et al., 1993). Com relagdo a
glicoproteina Gn, esta proteina é provavelmente importante para a adsorgéo
viral, funcionando como ligante para as células do artrépode (Mertz, 1997). A
glicoproteina Gn do Virus La Crosse foi proposta ser um determinante para a
adsorgao do virus nas células no intestino de mosquitos (Ludwig et al., 1991b).

A proteina nao estrutural, NSs, codificada pelo segmento P, atua
como um fator de viruléncia, auxiliando o virus a utilizar a sintese protéica da

célula hospedeira, além de inibir a acdo do interferon (Bridgen et al., 2001),
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atuando como antagonista do interferon tipo | (Kohl et al., 2003). Outra funcao
importante desempenhada por esta proteina € a regulagédo da atividade da
polimerase viral (Weber et al., 2001). Por outro lado, suspeita-se que a proteina
nao-estrutural, NSm, codificada pelo segmento M, possa estar envolvida na

etapa de montagem do virus (Nakitare & Elliott, 1993).

1.2.2 Organizacdo do genoma dos virus pertencentes ao género
Orthobunyavirus

O segmento G codifica a proteina L (259-263 KDa), em uma unica e
continua cadeia aberta de leitura (CAL), enquanto que o segmento M-RNA
codifica em uma unica CAL as glicoproteinas Gn (29-41 KDa) e Gc (108-120
KDa), e também uma proteina nao-estrutural, NSm (15-18 KDa), a partir da
clivagem de uma grande poliproteina. Ja o segmento P-RNA codifica a proteina
estrutural do nucleocapsidio (N; 19-26 KDa), e uma proteina nao-estrutural,
NSs (10-13 KDa), em duas CAL sobrepostas (Fauquet et al., 2005). A
organizacao do genoma dos virus pertencentes ao género Orthobunyavirus

pode ser observada na Figura 2.
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Segmento P Segmento M Segmento G

3 961 nts 5 3 4458 nts 5’ 3 6875 nts 5

. &
N 26 KDa Gn NSm Gc L 259 KDa

32KDa 18 KDa 110 KDa
I

Figura 2 - Organizagcdo do genoma dos virus do género Orthobunyavirus. Os
segmentos de RNA sdo representados por linhas finas, sobre as quais se
encontra o numero de nucleotideos (nts) de cada segmento. O sentido do
RNAm é mostrado pelas setas. Os produtos dos genes, com seus tamanhos,
em KDa, estao representados por retangulos.

Fonte: Adaptado de Fauquet et al. (2005).

1.3 SOROGRUPO CALIFORNIA

O protétipo do sorogrupo Califérnia é o Virus California encephalitis
que foi obtido em Kern County, Califérnia, no ano de 1943. Desde entdo, outros
virus tém sido isolados, apresentando relagcdo antigénica préxima com este
virus. Este grupo de virus relacionados é atualmente classificado como
sorogrupo Califérnia, um dos sorogrupos do género Orthobunyavirus da familia
Bunyaviridae (CDC, 1998). Este sorogrupo compreende treze virus isolados de
mosquitos ou vertebrados em varias partes do mundo (América do Norte,
América do Sul e Europa), sendo que os virus pertencentes a este sorogrupo

sdo: Virus Melao, Virus Jamestown Canyon, Virus Keystone, Virus La Crosse,
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Virus Lumbo, Virus California encephalitis, Virus Inkoo, Virus San Angelo, Virus
Serra do Navio, Virus Snowshoe hare, Virus South River, Virus Tahyna e Virus

Trivittatus (Fauquet et al., 2005).

1.3.1. Relacionamento antigénico dos virus do sorogrupo Califérnia

As caracteristicas moleculares de genomas e proteinas dos
orthobunyavirus tém sido usadas para definir o género Orthobunyavirus,
considerando que dados antigénicos servem para agrupar e separar virus
dentro do género (Bishop et al., 1980; Porterfield et al., 1975).

Os virus do sorogrupo Califérnia foram classificados dentro de
complexo, tipo, subtipo e variedade com base nos resultados de testes
sorologicos tais como FC, TN e IH (Bishop, 1985). De acordo com esses
métodos, o sorogrupo Califérnia foi subdividido em quatro complexos: Melao,
California encephalitis, Trivittatus e Guaroa (Bishop, 1985; Calisher &
Karabatsos, 1988).

Por outro lado, analises comparativas dos segmentos genémicos P-
RNA e M-RNA dos virus do sorogrupo Califérnia mostraram a formacao de trés
complexos, sendo estes: complexo Melao, complexo California encephalitis e
complexo Trivittatus (Bowen et al., 1995; Huang et al., 1996; Campbell &
Huang, 1999). Entdo, com base no estudo do semento gendmico M-RNA, que
também inclui todos os virus do sorogrupo Califérnia, o complexo Melao
compreende o Virus Jamestown Canyon, Virus Inkoo, Virus South River, Virus
Melao, Virus Serra do Navio e Virus Keystone. No que tange ao complexo

California encephalitis, este é formado pelos seguintes virus: Virus Lumbo,
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Virus Tahyna, Virus San Angelo, Virus California encephalitis, Virus La Crosse
e Virus Snowshoe hare. Com relagdo ao complexo Trivittatus, este € composto
pelo virus do mesmo nome, Virus Trivittatus (Campbell & Huang, 1999).
Segundo estudos sorolégicos por Bishop (1985); Calisher &
Karabatsos (1988) o Virus Guaroa esta incluido no sorogrupo Califérnia,
compondo o complexo Guaroa, entretanto, este virus nao foi incluido nos
trabalhos mencionados com os segmentos P e M-RNA dos virus desse
sorogrupo, possivelmente pela classificacdo problematica desse virus, que por
testes de PRNT e IH, os quais reconhecem epitopos das glicoproteinas do
envelope (M-RNA), este se inclui no sorogrupo Califérnia, enquanto que, por
testes de FC, que reconhecem epitopos da proteina N (P-RNA), este virus se
inclui no sorogrupo Bunyamwera (Whitman & Shope, 1962). Segundo o
Comité Internacional de Taxonomia Viral, o Virus Guaroa se encontra em um
complexo a parte, fora tanto do sorogrupo Califérnia quanto do sorogrupo
Bunyamwera, enquanto sua taxonomia viral ainda ndo é totalmente definida

(Fauquet et al., 2005).

1.3.2 Aspectos da ecoepidemiologia dos virus do sorogrupo Califérnia

Os principais vetores dos virus do sorogrupo Califérnia que infectam
humanos sdo espécies de mosquitos do género Aedes, atualmente
reclassificados no género Ochlerotatus (Reinert, 2000), e do género Culiseta.
Na qualidade de hospedeiros vertebrados, estao incluidos os roedores como
coelhos e esquilos, os animais domésticos e outros mamiferos (Gonzalez-

Scarano & Nathanson, 1996).
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O Virus California encephalitis, dois anos apds o primeiro isolamento
viral, foi incriminado em 1945, como agente responsavel por trés casos
humanos de encefalite (Hammon et al., 1952). Entre 1945-1996 nenhum outro
caso de doenga humana foi relatado (McJunkin et al., 1998), sendo que o
primeiro caso deste virus como causador de encefalite humana, em mais de
cinglenta anos, ocorreu em 1996, na Califérnia (Eldridge et al., 2001).

Desde o primeiro relato de isolamento do Virus California
encephalitis, o numero de virus do sorogrupo tem aumentado gradualmente,
sendo reconhecido que diversos outros virus deste sorogrupo infectam
humanos (Calisher, 1983), como é o caso do Virus Jamestown Canyon, Virus
La Crosse e Virus Tahyna (CDC, 1998).

A encefalite humana devido a infeccdo viral por membros do
sorogrupo Califérnia €, principalmente, causada pelo Virus La Crosse. Nos
Estados Unidos a notificacdo de casos teve inicio em 1963, com o
reconhecimento deste virus como importante agente etiolégico de encefalite
causada por arbovirus, e que acomete principalmente criangas e trabalhadores
de silvicultura (Kappus et al., 1983; White & Fenner, 1994).

Além do Virus La Crosse, o Virus Jamestown Canyon também tem
sido reconhecido como patégeno humano, principalmente em paises da
América do Norte, onde infec¢des sao frequentes incluindo casos de encefalite
(Deibel et al., 1983). Este virus também tem sido relatado como responsavel
por causar infecgdo em cavalos na Califérnia (Nelson et al., 2004).

Além desses, o Virus Snowshoe hare também tem sido descrito

como responsavel por encefalite em humanos (Artsob, 1983). Na Europa, o
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Virus Tahyna e Virus Inkoo tém sido incriminados, respectivamente, como
agentes responsaveis por doenca semelhante a gripe (Influenza-like disease) e

doenca febril humana (LeDuc, 1987).

1.3.3 Infeccdo em cultura de células e infeccao experimental em
hospedeiros vertebrados com virus do sorogrupo Califérnia

Os virus do sorogrupo Califérnia causam infeccdo em muitas
linhagens celulares de vertebrados (Bishop, 1979; Danielova, 1975). Eles
podem se multiplicar e formar placas em células renais de hamster recém-
nascido (BHK-21) e em células provenientes de rim de macaco verde africano,
da espécie Cercopithecus aethiops (VERO) (Murphy et al., 1968). Estes virus
também se replicam em linhagens celulares de mosquitos, nas quais eles
produzem uma infecgao persistente nao-litica (Lyons & Heyduk, 1973).

Com relagao a infecgao experimental em hospedeiros vertebrados, o
modelo mais preciso de patogénese do sorogrupo Califérnia parece ser os
camundongos, que vém sendo usados como prototipo experimental (Johnson
& Johnson, 1968; Janssen et al., 1984). As principais variaveis que influenciam
o curso da infecgao sédo a idade do hospedeiro, a viruléncia, a dose inoculada
de virus e a rota de inoculacido. Se o termo suscetibilidade a um determinado
agente viral é definido como resultado letal pds-inoculagdo do virus,
camundongos lactentes s&o altamente suscetiveis a pequenas doses
administradas por qualquer via, enquanto que para camundongos adultos séo

necessarias doses moderadas, injetadas intracerebralmente, para que haja um
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efeito letal, mas sobrevivem quando administradas grandes doses por via
subcutanea ou intraperitoneal (Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996).

O curso da infeccdo em camundongos recém-nascidos infectados
experimentalmente, infectados pela via subcutanea, que simula infeccéo
natural, envolve uma fase inicial extraneural e uma fase secundaria de
replicacédo no Sistema Nervoso Central (SNC). Durante a fase extraneural, o
principal lugar de replicagdo sao o0s musculos esqueléticos e musculos
cardiacos. Uma viremia ativa carrega o virus para o SNC. Uma vez dentro do
SNC, o virus se replica nos neurénios e em células gliais, causando necrose de
elementos celulares (Janssen et al., 1984).

As principais lesées causadas pelos virus do sorogrupo Califérnia se
encontram no SNC. Em camundongos lactentes, o achado dominante é a
necrose neuronal, enquanto que em camundongos adultos, sdo também vistas
alteragdes inflamatérias, incluindo aglomerados de alteragao perivascular,
nodulos gliais, e leptomeningite. A necrose € mais severa no hipocampo e no
ganglio basal. Outros achados correspondem a degeneragdo neuronal e

edema perineuronal (Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996).

1.4  Virus Melao (VMEL)

O VMEL pertence a familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus,
sorogrupo Califérnia (Karabatsos, 1985). Foi isolado pela primeira vez no
Trinidad Regional Virus Laboratory (TRVL) em Port-of-Spain, Trinidad (Figura
3), tendo o protdtipo o registro, TRVL 9375. O virus foi obtido a partir de um

lote de 371 mosquitos fémeas, em idade adulta, da espécie Ochlerotatus
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(Ochlerotatus) scapularis, tendo sido capturados na Floresta de Melajo, em St.

Andrew Count, Trinidad, no ano de 1955 (Spence et al., 1962).
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Figura 3 - Mapa mostrando a localizagdo de Port-of-Spain, Trinidad, local onde
o VMEL (TRVL 9375) foi isolado pela primeira vez.

Fonte: http:// www.lib.utexas.edu/maps/americas/latin_america.gif

Em 1957, uma cepa do VMEL foi isolada na regido Amazonica
brasileira, a partir de um lote misto de mosquitos da espécie Ochlerotatus
scapularis e dos géneros Psorophora sp., Sabethes sp., e Ochlerotatus sp.,
capturados na Floresta do Instituto Agronémico do Norte (IAN), Belém, Brasil.
O isolamento deste virus foi realizado pelo antigo Departamento de Arbovirus
do Instituto Evandro Chagas (IEC), Belém-PA, hoje, Secédo de Arbovirologia e

Febres Hemorragicas, tendo o registro BE AR 8033 (Karabatsos, 1985).
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1.41 Evidéncias de infecg¢ao por cepas do VMEL

Hamsters dourados foram testados quanto a sua suscetibilidade a
cepa do VMEL BE AR 8033, e houve evidéncias de infeccdo, a partir da
deteccao de anticorpos nesses animais (Karabatsos, 1985).

Em estudos realizados nas provincias de Santa Fé e Santiago del
Esterro, Argentina, durante um episédio de encefalite equiina oeste, foi
demonstrado alta prevaléncia de anticorpos neutralizantes para o VMEL em

soro de cavalos (Calisher et al., 1987).

1.5 CEPA VIRAL BE AR 633512

A cepa viral BE AR 633512, cedida pelo Instituto Evandro Chagas, foi
isolada pela Secao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas, a partir de um lote
de mosquitos da espécie Ochlerotatus scapularis, capturados em Alta Floresta

do Oeste, estado de Rondénia (Figura 4), no ano de 2000.
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Figura 4 - Mapa do Estado de Rondénia, mostrando a localizagdo do municipio

de Alta Floresta do Oeste.

Fonte: http://www.ronet.com.br/marrocos/link_htm/ro-mapa.html

Informagdes relevantes sobre a taxonomia da cepa viral BE AR

633512 foram obtidas com a realizagdo da caracterizagdo bioldgica, fisico-

quimica e soroldgica desta cepa viral. Neste estudo de caracterizagao realizado

por Silva (2003), foi verificada a sensibilidade de culturas celulares de

invertebrado (células de Aedes albopictus, clone C6/36) e de cultura de células
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de vertebrado (células VERO) frente a esta cepa viral. Foi realizada também, a
pesquisa de antigeno hemaglutinante, testes de imunofluorescéncia indireta,
FC, teste de sensibilidade ao desoxicolato acido de sddio, além de estudos de
microscopia eletrénica.

De acordo com Silva (2003), quanto a sensibilidade das culturas
celulares, a cepa viral BE AR 633512 nao causou efeito citopatico (ECP),
visivel a microscopia 6ptica, em células C6/36. Entretanto, em células VERO,
esta cepa causou ECP com aproximadamente dois dpi. Os testes de FC, em
que esta cepa viral foi testada contra os soros dos grupos antigénicos de
arbovirus de ocorréncia no Brasil, revelaram que além de reagir com 0 seu
préprio soro homologo, ela reagiu com o soro da cepa do VMEL, BE AR 8033;
e da mesma forma, a cepa BE AR 8033 reagiu com o soro da cepa viral BE AR
633512.

Com os dados obtidos no estudo relatado acima, o autor concluiu;
que a cepa viral BE AR 633512 apresenta relagdo antigénica com a cepa do
VMEL BE AR 8033, portanto, pertence ao sorogrupo Califérnia, género
Orthobunyavirus, familia Bunyaviridae.

Estudos adicionais como os de biologia molecular associados aos de
histopatologia, além dos imunoldgicos e bioquimicos tornaram-se necessarios,
com o intuito de fornecer novas informagdes sobre as cepas do VMEL isoladas

na Regido Amazoénica Brasileira, BE AR 633512 e BE AR 8033.
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1.6 Ochlerotatus (Ochlerotatus) scapularis

O Ochlerotatus scapularis (Reinert, 2000), anteriormente
denominado Aedes scapularis, € uma importante espécie com consideravel
potencial de transmissdo de arbovirus, pois € comumente encontrada em uma
variedade de lugares frequentados por humanos. Esta espécie é rara em
florestas primitivas (Forattini et al., 1986). Habitats modificados, como florestas
residuais, parecem favorecer a predominancia deste mosquito (Forattini et al.,
1978). Tem a habilidade de, nas proximidades do ambiente primitivo, se
dispersar em busca de alimento, assim como de permanecer no ambiente
domiciliar (Forattini et al., 1990).

E um mosquito de distribuicdo geografica essencialmente
neotropical. A América do Sul Oriental € a regidao onde este artrépode é
realmente abundante, podendo ser encontrado desde o Norte da Argentina até
a Colébmbia e em Trinidad e Tobago. Nas demais Américas, ocorre da Costa
Rica ao México, bem como nas grandes Antilhas, Bahamas e Sul dos Estados
Unidos (Texas) (Arnell, 1976).

A cepa viral BE AR 633512 e o VMEL protétipo (TRVL 9375) foram
isolados a partir de lotes de mosquitos da espécie Ochlerotatus scapularis
(Figura 5); assim também, a cepa do VMEL BE AR 8033 foi obtida a partir de
lote misto de mosquitos desta espécie, além de outros dos géneros Psorophora
sp. e Sabethes sp. Isolamentos de outros arbovirus também ja foram obtidos a
partir desta espécie de mosquitos, podendo ser citados o Virus Caraparu, Virus

llhéus, Virus Kairi, Virus Lukuni, Virus Maguari, Virus Mayaro, Virus St. Louis,
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Virus Encefalomielite Equina Venezuelana e Virus Wyeomyia (Vasconcelos et

al., 1998).

Figura 5 - Mosquito da espécie Ochlerotatus scapularis

Fonte: Sec¢do de Arbovirologia e Febres hemorragicas (IEC).
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1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo geral

Caracterizar molecularmente as cepas virais BE AR 633512 e BE AR
8033 do VMEL (Bunyaviridae, Orthobunyavirus) e realizar estudos
histopatolégicos, bioquimicos e imunolégicos em hamsters dourados

(Mesocricetus auratus) infectados experimentalmente com esta cepa.

1.7.2 Objetivos especificos

- Realizar exames laboratoriais para verificacdo das fungdes hepaticas
(Aminotransferase aspartato sérica [AST] e Aminotransferase alanina
sérica [ALT]) e renais (uréia e creatinina) dos hamsters infectados
com as cepas do VMEL, BE AR 633512 e BE AR 8033 e analisar
estatisticamente os dados obtidos nesses exames;

- Realizar estudos histopatolégicos e imunohistoquimicos de 6rgaos
(pulmao, rim, figado, bago, coracdo e SNC) de hamsters infectados
com as cepas do VMEL BE AR 633512 e BE AR 8033, para uma

analise comparativa;

- Determinar os niveis de viremia nos hamsters infectados com estas

cepas do VMEL;

- Determinar o titulo de anticorpos neutralizantes nos soros de
hamsters infectados com as mesmas cepas;

- Amplificar e sequenciar os genes N, Gn e Gc destas cepas do VMEL,;
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- Analisar as sequéncias quanto a homologia no que se refere aos
nucleotideos e aminoacidos entre as cepas do VMEL, BE AR 633512 e
BE AR 8033;

- Construir arvores filogenéticas para os genes N, Gn e Gc;

- Correlacionar os achados teciduais (patologia e imunohistoquimica)
das cepas do VMEL, BE AR 633512 e BE AR 8033, aos achados

genéticos obtidos para os genes N, Gn e Gc.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Cepas virais
As cepas virais analisadas no presente trabalho estdo listadas no

Quadro 2, abaixo:

Quadro 2 — Cepas estudadas evidenciando o hospedeiro, ano e local de

isolamento das mesmas.

Cepa viral Hospedeiro Ano | Local

BE AR 633512 Ochlerotatus 2000 | Alta Floresta do Oeste- RO
scapularis )

BE AR 8033 Lote misto de 1957 | IAN- Belém- PA

mosquitos dos
géneros Ochlerotatus,
Psorophora sp.,
Sabethes sp.

Legenda: *IAN- Instituto Agronémico do Norte, hoje EMBRAPA.
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2.1.2 Animais

Foram utilizados neste estudo 104 hamsters dourados jovens e 252
camundongos albinos suicos (Mus musculus), sendo todos os animais cedidos
pelo IEC. Apds os procedimentos descritos na metodologia, todos os animais
foram sacrificados, acondicionados em sacos plasticos € mantidos a - 20 °C até
o momento do seu transporte a Sede do IEC de Ananindeua, onde estes
animais foram incinerados.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPAN-IEC) seguindo todas as orientacbes estabelecidas por este

Comité (Anexo 1).

2.2 METODOS
A metodologia esta dividida em duas partes: Infeccdo experimental e

caracterizagao molecular.

2.2.1 Infecgao Experimental

Com relacédo a etapa da infecgdo experimental, as cepas virais BE
AR 633512 (22 passagem) e BE AR 8033 (42 passagem) foram utilizadas nas
seguintes etapas: i) Preparacao de estoque e titulagdo viral em camundongos,
i) Infeccdo experimental nos hamsters, iii) Viremia, iv) Preparacdo do soro
hiperimune, v) Teste de neutralizagao, vi) Estudo histopatoldgico, vii) Detec¢ao
de antigeno viral pela técnica de imunohistoquimica, viii) Exames laboratoriais

para verificagdo das fungdes hepaticas e renais, ix) Analise estatistica.
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2.2.1.1  Preparagao de estoque e titulagao viral em camundongos

A partir de uma ampola contendo o virus liofilizado, foi preparada
uma suspensao a 10 % em tampéo salina fosfato (PBS), contendo albumina
bovina a 0,75 % e antibidticos, a qual foi inoculada, no volume de 0,02 mL, por
via intracerebral (ic.) em camundongos albinos suigcos recém-nascidos (dois a
trés dias de idade), para a obtencdo do estoque viral. Estes animais foram
observados diariamente, sendo colhidos quando apresentaram sinais de
doenca e conservados a - 70 ° C até o momento do uso. A titulagdo do virus foi
realizada partindo-se de uma suspensao de cérebro de camundongo estoque
infectado com os isolados do virus em estudo, nas diluicbes de 10" a 10,
Cada diluigdo, no volume de 0,02 mL, foi inoculada por via ic. em
camundongos albinos suicos recém-nascidos (2-3 dias de idade). As
informacgdes com relagdo a: doenga, morte e coleta foram anotadas em um
cartdo de inoculagao. O titulo viral foi calculado usando o método de Reed &
Muench (1938) e expresso como DLsy/0,02 mL, ou seja, a dose capaz de matar

50% dos animais infectados.

2.2.1.2 Infeccao experimental nos hamsters

Hamsters (Mesocricetus auratus), com até 4 semanas de idade
foram infectados por via intraperitoneal (ip.) com 0,2 mL de suspenséo viral a
10 % contendo 10" DLso/0,02 mL da cepa BE AR 633512 ou 10°°° DLso/0,02
mL da cepa BE AR 8033, preparada a partir de cérebro de camundongo

estoque diluido em PBS, como citado no item anterior. Para os estudos
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imunoldgicos (detecgcao de anticorpos) a suspensao foi preparada em solugao
de NaCl 0,85 %.

Nesta etapa da metodologia os hamsters foram submetidos a coleta
de pulméo, coragao, cérebro, rim, bago e figado, os quais foram utilizados nas
analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas. Também foi coletado o sangue
destes animais para as analises bioquimicas (verificacdo das fungdes hepatica
e renal) e imunoldégicas (detecgao de anticorpos).

Para a infeccdo experimental foi utilizado um total de 104 hamsters,
sendo 48 destes usados para analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas,
verificacdo das fungdes hepatica e renal e viremia das duas cepas do VMEL,
sendo 24 destes animais usados para a cepa BE AR 633512, e 24 para a cepa
BE AR 8033, os quais foram infectados com suspensao diluida em PBS,
conforme item 2.2.1.1. A coleta dos tecidos foi realizada a cada 24 horas pos-
inoculacdo, sendo trés animais anestesiados através de inalagdo por éter
etilico P.A. (Massone, 2003) sendo feita a coleta de sangue e posteriormente
foram sacrificados sendo obtido os 6rgaos. Esse procedimento foi feito do 1°
até o 7° dpi. e também com 21 dpi. Dois desses animais foram infectados com
suspensao viral e um animal nao-infectado foi utilizado como controle,
diariamente.

O restante dos hamsters, o equivalente a 56 animais, foi utilizado
para estudos sobre a dindmica da detecgdo de anticorpos contra as cepas do
VMEL, sendo 28 hamsters usados para a cepa viral BE AR 633512, e 28 para
a cepa BE AR 8033. Estes animais foram infectados com suspensao viral

preparada com diluente NaCl 0,85%, que é o diluente de escolha para a
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produgcao de anticorpos, tendo em vista ndo apresentar a proteina albumina,
que pode interferir na realizagdo dos testes com esta finalidade. Para estas
analises, os animais foram submetidos a coleta de sangue do 1° ao 10° dia,
bem como com 15, 20, 25 e 30 dpi.

Com relagdo ao procedimento anestésico, este foi realizado da
seguinte maneira: por vez, cada animal foi inserido em um recipiente fechado
contendo o anestésico citado, e mantido neste local por aproximadamente 40
segundos. Apds a anestesia o animal foi levado para dentro de uma cabine
com fluxo laminar, classe Il B2, onde foi coletado o sangue do mesmo, por
puncao intracardiaca. Depois disso, os animais foram inseridos novamente no
recipiente fechado contendo éter etilico, e mantidos até que os mesmos
chegassem a obito, sendo entdo submetido a dissecacédo para retirada dos
orgaos.

Apoés estes procedimentos, o animal foi submetido aos cuidados

descritos acima, no item 2.1.2., até o seu transporte e incineragao.

2.2.1.3 Viremia

A partir das amostras de sangue coletadas dos hamsters, foram
preparadas diluicdes (10" a 10®) em PBS contendo albumina bovina a 0,75 %
e antibidticos, as quais foram inoculadas no volume de 0,02 mL por via ic em
camundongos albinos suigos recém-nascidos, de dois a trés dias de idade. O
titulo viral também foi calculado segundo o método de Reed & Miench (1938),

sendo expresso como DL5/0,02 mL.
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2.2.1.4 Preparagao do soro hiperimune

Foi realizada em camundongos albinos suigos jovens. O esquema de
imunizagao consistiu de quatro inje¢des via ip., as quais foram inoculadas em
intervalos de sete dias, na quantidade de 0,2 mL por camundongo. Os
antigenos imunizantes foram preparados de acordo com Casals (1967), a partir
de cérebros de camundongos infectados, em suspensdo a 1:5 em NaCl a
0,85%. A sangria dos animais foi feita, sob anestesia, apds intervalo minimo
de sete dias apds a ultima injegcao, por puncgao intracardiaca, e o sangue
colhido, aproximadamente 3 mL de cada animal, foi centrifugado a 3.000
rotagdes por minuto (rpm) durante dez minutos, tendo sido entdo, o soro

separado e conservado a temperatura de - 20 °C (Figura 6).

3 Soro -
conservado Centri & | Sangue
a -20° C. €| Centrifugaco | €= coletado
Suspensdo viral +
& 28° dia: Sangria
por pungdo

Inoculagft% Iig‘rrgclzger'i’roneal intracardiaca
7° dia 14° dia 21° dia

Figura 6 - Representagdo esquematica para obteng&o do soro hiperimune.
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2.2.1.5 Teste de neutralizagao

Este teste foi usado para a detecg¢ao de anticorpos neutralizantes nos
soros dos hamsters infectados com as cepas virais BE AR 633512 e BE AR
8033, sendo empregada a técnica de diluicdo constante do soro (diluicao final
1:8) com variagao de dez vezes para cada diluigao do virus (Casals, 1967).

A partir de cérebros de camundongos infectados foi preparada uma
suspensao 1:5 em solugédo de NaCl a 0,85 %, que foi centrifugada a 8.000 rpm
durante dez minutos. Foi feita a diluicdo dos soros colhidos dos hamsters
usando 25 L do soro mais 75 uL de diluente (PBS, conforme item 2.2.1.1). A
partir da suspensao 1:5 do virus foram preparadas diluicbes seriadas (dez
vezes), sendo misturadas 100 uL das respectivas dilui¢des do virus aos soros.
A titulagdo do virus foi feita em duplicata. As misturas foram agitadas e
incubadas a 37 °C durante uma hora. Apos isto, foram infectados 20 pL de
cada mistura por via ic em seis camundongos, de dois a trés dias de idade
(Figura 7).

Foram considerados positivos os soros com um indice logaritmico de

neutralizacao (ILN) 21,8 calculado pelo método de Reed & Muiench (1938).
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Figura 7 - Representacao esquematica do teste de neutralizacao.

2.2.1.6  Analises histopatoldgicas

Apoés coleta dos 6rgaos, os mesmos foram fixados em formalina
tamponada a 10 %. Posteriormente, foram feitas passagens dos 6érgaos em
solugdes crescentes de alcool, iniciando-se com o alcool a 70 % até o etanol
absoluto (100 %). Foram realizadas também, duas passagens em xilol e trés
banhos consecutivos de parafina em estufa a temperatura de 60 ° C. Apods,
seguiu-se a etapa de inclusao e formagao de blocos de parafina, sendo estas
matrizes teciduais submetidas a microtomia obtendo-se cortes de 4 um, que

foram posteriormente corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
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examinados em microscoépio 6ptico Nikon Eclipse E200 (Prophet et al., 1992;

Michalany, 1998).

2.2.1.7. Detecgao de antigeno viral pela técnica de imunohistoquimica

Os cortes histolégicos de 4 ym de espessura obtidos a partir das
matrizes embebidas em parafina foram colhidos em laminas previamente
preparadas com solucdo adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA). A seguir, as laminas foram desparafinadas em
dois banhos de xilol a 56 °C durante 30 minutos e a temperatura ambiente (TA)
durante vinte minutos, tendo sido posteriormente hidratados em sequéncia
decrescente de etanol (absoluto, 95 % e 70 %) e agua corrente durante cinco

minutos cada.

Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena, em
camara escura com trés incubagdes com agua oxigenada a 3 % por dez
minutos cada, e em seguida as laminas foram novamente lavadas em agua
corrente e agua destilada por dez minutos.

Na etapa seguinte, foi feita a incubacdo dos espécimes com os
anticorpos primarios monoclonais obtidos de camundongos jovens diluidos em
solugcado 1 % de albumina bovina fracédo V (SERVA cdd. 11930) acrescida de
azida sodica 0,1 % em PBS pH 7,4, permanecendo durante a noite a
temperatura de 4 °C.

Apods duas lavagens com PBS por cinco minutos cada, foi realizada a
incubacdo com o anticorpo secundario anti a espécie animal do anticorpo

primario, marcado com biotina, por 30 minutos a 37 °C e em seguida foi
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incubado com o complexo estreptavidina-biotina peroxidase por 30 minutos a
temperatura de 37 °C

A reacao foi revelada com solugdo cromogena de diaminobenzidina
(3,3~ diaminobenzidina, SIGMA Chemical Co.) a 0,03 % acrescida de 1,2 mL
de agua oxigenada a 3 %.

Os cortes histologicos foram lavados em agua corrente por dez
minutos, contracorados com hematoxilina de Harris por dez segundos, sendo
posteriormente lavados em agua corrente, desidratados em etanol e
diafanizados em xilol. A montagem das laminas foi feita com resina Permount

(Fisher Scientific Co., Fair Lawn, EUA) (Hsu et al., 1981).

2.2.1.8 Exames para verificagao das fungdes hepatica e renal

Para a verificagao da fungao hepatica foram realizadas dosagens
de AST e ALT, enquanto que para avaliar a fungao renal foram dosadas a uréia
e a creatinina no soro dos hamsters infectados com as cepas do VMEL em
estudo, sendo as dosagens realizadas no auto-analisador de bioquimica clinica
Cobas Mira Plus, utilizando o Kit da Roche diagnéstico, seguindo as instrugdes

do fabricante.

2.21.9 Andlise estatistica
Para a Inferéncia Estatistica, a comparagao entre os valores das
variaveis, grupo infectado e grupo controle, foi analisada no programa BioEstat

4.0 (Ayres et al., 2005), para verificar o grau de significancia estatistica das
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diferengas entre as médias, sendo para isto aplicado o teste t de Student para

amostras independentes com nivel de significancia a de 5% (p <0,05).

2.2.2 Caracterizagcao Molecular

A caracterizacdo molecular das cepas virais BE AR 633512 e BE
AR 8033 foi realizada seguindo as etapas de: i) propagacao viral em cultura de
células VERQO; ii) extragao do acido nucléico (RNA); iii) amplificacdo do RNA
viral pela técnica de RT-PCR; iv) andlise dos produtos amplificados pela RT-
PCR (DNA complementar; cDNA); v) purificacdo do cDNA; vi) sequenciamento

nucleotidico; vii) analise filogenética.

2.2.21 Propagacéao viral em cultura de células VERO

Para o isolamento viral foram utilizadas culturas de células VERO,
que foram transferidas para garrafas plasticas de 75 cm?, sendo posteriormente
colocadas em estufa (NAPCO, EUA) a temperatura de 37 °C com atmosfera
contendo 5 % de CO,. O meio de crescimento utilizado para as células VERO,
foi o meio 199 suplementado com 2 % de L-glutamina 200 mM, 1 % de HEPES,
10 % de soro bovino fetal (SBF), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100
ug/mL) e 1,5 g/L de bicarbonato de sddio. Antes das células serem infectadas,
o0 meio de crescimento foi trocado pelo meio 199 de manutencao, o qual é
semelhante ao de crescimento, exceto na concentracdo de SBF, que diminui
para 2 % (Lennette, 1995). Apds a inoculagdo da suspenséo viral, as células
foram mantidas como descrito acima, sendo observadas diariamente em

microscopio o6ptico invertido (Olympus modelo CK-2) na tentativa de se
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visualizar presenca de ECP. Quando a célula apresentou aproximadamente 75
% de ECP, os fluidos celulares contendo particulas virais foram coletados em
tubos estéreis e usados para extracdo do RNA viral. Estes procedimentos

foram realizados em cabine de biosseguranca classe Il B2.

2.2.2.2 Extragdo do RNA viral

A técnica do TRIZOL LS reagente ® (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
foi utilizada para obtencdo do RNA viral a partir dos fluidos de células VERO
infectadas. Em microtubo estéril de 1,5 mL foram misturados 750 uL de
TRIZOL LS e 250 uL do fluido de células VERO infectadas. Com a finalidade
de lisar as particulas virais em suspensao, o microtubo foi incubado durante
cinco minutos a temperatura ambiente (TA). Em seguida 200 uL de cloroférmio
foram adicionados ao microtubo, o qual foi incubado por dez minutos a TA,
sendo entdo centrifugado a 12.000 rpm a 8 °C por quinze minutos.
Posteriormente, a fase contendo o RNA (fase aquosa) foi removida
cuidadosamente e transferida para outro microtubo (estéril). As etapas
subsequentes consistiram na adigdo de 500 pL de isopropanol absoluto (100
%) para precipitacdo do RNA, seguida de incubagéo por dez minutos a TA, e
centrifugacéo a 12.000 rpm por dez minutos a 8 °C, tendo sido realizada em
seguida, a retirada cuidadosa do isopropanol. Posteriormente, para remog¢ao do
isopropanol foram adicionados 1000 uL de etanol a 75 % no microtubo, sendo
centrifugado a 7.500 rpm por cinco minutos a 8 °C para precipitagdo do RNA
viral. Finalmente, o etanol foi desprezado e apds total evaporagdao dos

residuos de etanol, presente no tubo contendo o RNA viral, foram adicionados
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20 yL de agua livre de inibidor de RNA para hidratagdo da amostra. O RNA
extraido foi imediatamente utilizado para amplificagdo do genoma viral ou

quando necessario foi armazenado a - 70 °C para uso futuro (Figura 8).

Centrifugagdo 15 min/ Centrifugagdo 10 min/ Centrifugagdo 5 min/

12.000 rpm/ 8 °C 12.000 rpm/ 8 °c | 8.000 rpm/ 8 °C
Suspensdo i ~pellet a—
de células [ i \Y Y Vi

O Fase aquosa (RNA)

Fase
[ Proteinas, organelas, fragmentos celulares

orgadnica
B Trizol + Cloroférmio

Figura 8 - Representagdo esquematica da técnica de extracdo de RNA pelo
método do TRIZOL LS ®. Etapas: | - Adigado de Trizol LS + Cloroformio; Il -
Remocao da fase aquosa, sendo o RNA transferido para outro microtubo; Il -
Adicao de isopropanol absoluto; IV - Remoc¢ao do isopropanol; V - Adicao de
etanol a 75%; VI - Remocgé&o do etanol e reconstituicao do pellet.

Fonte: Secado de Arbovirologia e Febres Hemorragicas, IEC.
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2.2.2.3 Amplificacdo dos genes N, Gn e Gc pela técnica de Transcricao
Reversa — Reagao em Cadeia mediada pela Polimerase (RT-PCR)

A técnica de RT-PCR em um unico tubo (Dunn et al., 1994) foi
empregada para obtencdo dos cDNA correspondentes aos genes N (P-RNA),
Gn e Gc (M-RNA), usando iniciadores especificos (Quadro 3) (Figura 9). As
reacdes de RT-PCR foram realizadas para um volume final de 50 uL contendo
10 uM de RNA viral, 10 yM dos iniciadores senso e complementar, 1x tampao
do PCR (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3; KCL 75 mM), MgCl, 2,5 mM, DTT 2,5 mM,
20 uL de inibidor de ribonuclease (RNase inhibitor; Invitrogen), mistura de
DNTP 200 uM (Invitrogen), 1,125 U de DNA polimerase (Platinum Tag DNA
polymerase, Invitrogen) e 1 U da enzima transcritase reversa (Superscript I
Reverse Transcriptase; Invitrogen). A RT foi processada inicialmente durante
60 minutos a 42 °C, seguidas por 35 ciclos de PCR, cada um composto por
etapas de desnaturacado a 94 °C for 40 segundos, hibridizagcao dos iniciadores

a 55 °C por 40 segundos, e sintese a 72 °C por um minuto.



Quadro 3 - Iniciadores que serao usados para amplificagdo dos genes N, Gn e Gc durante a RT-PCR.

Iniciador Sequéncia (5'-3") Produto | Segmento | Gene
(nt) gendémico
N36S ACATTGTGATGGGAGATTTG 718 P-ARN N
N 754 R CGAATTCATTAGAGGACCATC
Gn49S GACAGATTAAGGATGATTGC 504 M-ARN Gn
Gn 553 R TGGAATTGTATGGACTTTGG
Gn 427 S AGGCTACAAACAGACAGCAC 434 M-ARN Gn
Gn 861 R ATCTAGCACCACACACACAA
Gn616 S AGAACAATATTGCCAGGTTC 544 M-ARN Gn
Gn 1160 R AGTATTACTAAGCCCCAGGTT
Gc 1401 S AGCAAAGTGGATTCGAAATA 753 M-ARN Gce
Gc 2154 R CAGAGATCTCGCTCAATGAT
Gc 1914 S GGGACTTTGCAAGTGAAAT 709 M-RNA Gce
Gc 2623 R GCAGGTTCCTGTGTCTTTTA
Gc 2542 S GGCTGGAGAAATTGATGATA 654 M-ARN Gc
Gc 3196 R CTCCCAGTGCATTTTTCA
Gc 2773 S AGGCATATAAGAACCTGCAA 731 M-ARN Gc
Gc 3504 R CATGGTTTTTGACAGCAATA
Gc 3508 S GCTGTCAAAAACCATGAAAT 846 M-ARN Gc
Gc 4354 R TCCCTTTTGTATGCATCTTC

Legenda: nt: nucleotideo; S: senso; R: reverso.
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Figura 9 — Representagdo esquematica dos iniciadores especificos para o
VMEL utilizados para a amplificagdo dos genes N, Gn e Gc pela técnica de RT-

PCR.

2224 Analise dos produtos da RT-PCR

A analise dos produtos da RT-PCR foi realizada por eletroforese
em gel de agarose a 1,2 % corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL),
utiizando aparato de eletroforese convencional e Vvisualizados em
transiluminador com emissdo de raios ultravioleta (UV). Esta técnica
fundamenta-se na propriedade de migracdo de moléculas de DNA mediante a
aplicagdo de uma diferenca de potencial elétrico entre dois pontos. A

observacao dos produtos amplificados ocorre devido a capacidade do brometo
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de etidio se incorporar as moléculas de DNA fragmentadas, bem como pela
sua capacidade de liberar fluorescéncia ao ser excitado por raios ultravioletas.
O gel para analise foi preparado pela adicéo de 0,6 g de agarose (Gibco-BRL,
Grand Island, EUA) a 50 mL de tampao TAE 1X (Tris 10 mM; Acetato 0,1 M;
EDTA 1 mM pH 7,2).

Apos completa dissolugdo do gel pelo aquecimento em
microondas durante aproximadamente dois minutos a uma temperatura de 50°
C seguida de resfriamento a temperatura ambiente (20-25°C), o volume de 5
pMg/mL de brometo de etidio (Invitrogen) foi adicionado ao gel, aguardando-se
em seguida, a completa solidificacdo do gel em plataforma apropriada. Os
produtos amplificados foram migrados durante 30 minutos a uma voltagem e
amperagem meédias de 80 V e 7 mA, respectivamente, juntamente com um
controle negativo (amostra proveniente do fluido de células VERO néo
infectadas) e um marcador de peso molecular (123 bp DNA ladder, Invitrogen).

Para verificar possiveis contaminagdes durante a realizagdo da
técnica de RT-PCR, amostras contendo apenas agua livre de inibidor de RNA e

os respectivos componentes da mistura de RT-PCR foram também incluidos no

gel.

2.2.2.5 Purificacdo do cDNA

A purificacdo dos produtos da RT-PCR (cDNA) foi realizada
utilizando-se o kit comercial QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hilden, EUA),
na qual colunas de retencédo a base de silica foram usadas. As bandas

especificas visualizadas no gel de agarose foram retiradas com auxilio de
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estilete metalico, transferidas para tubos de 1,5 mL estéreis, previamente
pesados, e foram pesados novamente apds adicao da banda. Posteriormente,
foram adicionados trés volumes de tampao de dissolugao (QG) em relagao ao
peso da banda (ex: 3 pL de tampao QG para cada 1mg de gel). Os tubos foram
entdo misturados vigorosamente e incubados a 50 °C durante dez minutos ou
até que a agarose estivesse completamente dissolvida.

Apds a completa dissolugdo da agarose, as amostras foram
transferidas para um tubo coletor contendo coluna de retengdo com membrana
de silica, e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm por um minuto. O filtrado foi
descartado, sendo repetido o passo anterior caso necessario. O volume de 750
ML de tampao de lavagem (PE) foi adicionado aos tubos, sendo estes em
seguida centrifugados a 13.000 rpm por um minuto. O filtrado foi entédo
descartado e a coluna foi centrifugada por um minuto para completa remocéao
do etanol do tampao PE. Posteriormente as colunas foram transferidas do
interior do tubo coletor para um tubo de 1,5 mL estéril, e a cada uma das
colunas foi adicionado o volume de 50 pyL de tampao de eluigao (EB) (Tris-Cl
10 mM pH 8,5). Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por

um minuto para recuperar o DNA retido na coluna.

2.2.2.6 Sequenciamento nucleotidico

Os produtos da RT-PCR, previamente purificados, foram
sequenciados utilizando o kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, EUA), cujas reacbes foram

processadas em sequenciador automatico, modelo ABI PRISM 377 (Applied
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Biosystem). Foi adotado o método de terminacdo de cadeia por
didesoxirribonucleotideos marcados com substancias fluorescentes (Sanger et
al., 1977). Estas substdncias quando em contato com raios laser, emitem
fluorescéncia de diferentes comprimentos de ondas correspondentes a cada
um dos nucleotideos (A, C, T e G) que compdem basicamente a molécula de
DNA localizados na extremidade 3'.

O sequenciamento das amostras pelo método automatico seguiu
as seguintes etapas: i) Reacado de sequenciamento; ii) Precipitacdo do cDNA
utilizando isopropanol e etanol; iii) Eletroforese em sequenciador automatico.

A reacgao de sequenciamento foi composta pela misturade 0,5a 5
ML de cDNA viral amplificado, 4 pL de tampao de reacdo contendo os
didesoxirribonucleotideos fluorescentes ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP
(Terminator ready reaction mix), 1 uL dos iniciadores especificos senso ou
reverso (Quadro 3), agua q.s.p. para o volume final de 10 pL, sendo
processada em termociclador automatico (GeneAmp PCR Systems 9700,
Applied Biosystems) programado para realizar 25 ciclos, cada um composto
por etapas de desnaturacdo a 96 °C por dez segundos, hibridizacdo dos
iniciadores a 50 °C por cinco segundos e sintese a 60 °C por quatro minutos.

Para a precipitagdo do cDNA foi utilizado isopropanol e etanol,
sendo as amostras submetidas a etapas sequenciais de: a) Adi¢cao de 40 yL de
isopropanol a 75 % seguida de incubagao a TA por 30 minutos; b) precipitacéo
por centrifugacao a 14.000 rpm durante 25 minutos a 8 °C; c) lavagem com 125
ML de etanol a 70%; d) centrifugacdo a 13.000 rpm por cinco minutos a 8 °C

seguida de incubagdo a TA para completa evaporagcdo do etanol; e)
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reconstituicdo do DNA em 5 uL de solugdo de formamida deionizada pH 7,0
misturada com corante azul dextran EDTA 25 mM pH 8,0 na proporgao 5:1,
respectivamente.

Posteriormente foi realizada eletroforese em sequenciador
automatico durante aproximadamente sete horas, quando entao os fragmentos
de DNA marcados foram separados de acordo com seus tamanhos (diferenca
de um nucleotideo entre cada fragmento), detectados por emissdao de
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda, e interpretados pelo
sistema computacional do equipamento segundo coédigos de cores (azul,
vermelho, verde e amarelo) ao passarem pela regido de leitura otica do

sequenciador.

22.2.7 Filogenia

As sequéncias nucleotidicas obtidas para os genes N, Gn e Gc
das cepas virais BE AR 633512 e BE AR 8033 foram inicialmente comparadas
entre si e com as sequéncias de outros orthobunyavirus pertencentes ao
sorogrupo Califérnia disponiveis no Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov),
utilizando o programa Clustal X (Thompson et al., 1997; Altschul & Gish, 1996).
A filogenia foi realizada mediante a construgdo de arvores filogenéticas
empregando os métodos de agrupamento de vizinhos (neighbor joining, NJ)
(Saitou & Nei, 1987), maxima parciménia (MP) (Swofford, 1999) e maxima
verossimilhanga (MV) (Goldman et al., 2000), implementados nos programas
computacionais PAUP 4.0 (Swofford, 1999) e Mega 3.1 (Kumar et al., 2004).

Para a analise pelo método de NJ, a matriz de distancia foi calculada a partir
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das sequéncias alinhadas usando a formula de dois parametros de Kimura
(Kimura, 1980). Em relacdo a analise pelo método de MP, os valores de 4:1
foram estipulados para avaliagdo da razao transigcao/ transversao. O teste de
bootstrap foi aplicado conjuntamente aos métodos de NJ, MP fixando 1000
réplicas para gerar maior confiabilidade aos valores dos grupamentos
(Felsenstein, 1985). O enraizamento da arvore filogenética foi feito incluindo as
sequéncias homologas (genes N, Gn e Gc) de outro orthobunyavirus, o Virus
Bunyamwera, que funcionou como grupo externo proporcionando uma analise
mais fidedigna do relacionamento genético dos virus estudados. Para o método
de MV foi utilizado o teste de Kishino-Hasegawa (Goldman et al., 2000).
Modelos evolucionarios foram otimizados usando os segmentos genémicos,

bem como suas respectivas topologias.

2.2.2.8. Estrutura secundaria dos genes Gn e Gc.
A estrutura secundaria das moléculas do M-RNA das cepas BE AR
633512 e BE AR 8033, e do protétipo TRVL 9375 foram obtidas utilizando o

programa MFOLD (http://mfold.burnet.edu.au/dna_form) utilizando as

sequéncias nucleotidicas completas dos genes Gn (897nt) e Gec (2907 nt).
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3 RESULTADOS
3.1  INFECCAO EXPERIMENTAL
3.1.1 Suscetibilidade dos camundongos e hamsters as cepas do VMEL
Camundongos albinos suigos recém-nascidos foram suscetiveis a
infecgdo pelas cepas do VMEL, BE AR 633512 e BE AR 8033, apresentando
0S mesmos, sinais de doenga como paralisia, tremores, prostracdo, sendo
levados a 6bito com aproximadamente dois a trés dpi. Os hamsters dourados
também se mostraram suscetiveis a infecgao, principalmente pela cepa BE AR
633512, pela qual alguns destes animais, aproximadamente no 6° dpi.,
apresentaram sinais de doencga (Figura 10) como: incoordenagdo motora,
tremores e paralisia de membro posterior. Também, quatro hamsters evoluiram

para obito entre 0 6° e 0 7° dpi.

Figura 10 - Hamsters doentes apds infecgdo com a cepa BE AR 633512.



64

3.1.2 Viremia e titulagao viral

A viremia da cepa viral BE AR 633512 nos hamsters, foi obtida do 3° ao
6° dpi., revelando um titulo maximo ao 3° dpi. (10*° DLs0/0,02 mL) . Na figura
11, estédo representados os titulos desta cepa no sangue dos hamsters, que
foram pesquisados do 1° ao 7° e no 21° dpi. O titulo encontrado para esta cepa

viral em cérebro de camundongos-estoque foi de 10 6.7 DLso/0,02mL.

- '3

c% I \ —o— Viremia
o 25

(=]

=) 2 -
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a 1.5 1

Viremia| 0| 0| 4 1.5/ 1/0.7 0 0

Dias pos-inoculagao

Figura 11 - Viremia da cepa BE AR 633512 do 1° ao 7° dia e com 21 dias pods-

inoculacéo.
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A viremia da cepa viral BE AR 8033 nos hamsters, ocorreu no 2° dpi.,
obtendo-se neste dia um titulo de 10 %° DLsy/ 0,02 mL. Na figura 12, estdo
representados os titulos desta cepa, que foram pesquisados do 1° ao 7° e no
21° dpi. no sangue dos hamsters. O titulo encontrado para esta cepa viral em

cérebro de camundongos-estoque foi de 10 ®° DLso/0,02mL.
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Figura 12 - Viremia da cepa BE AR 8033 do 1° ao 7° e com 21 dias pds-

inoculacéo.
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3.1.3 Deteccgao de anticorpos neutralizantes

Os anticorpos neutralizantes foram considerados positivos quando
apresentaram ILN = 1,8. Estes anticorpos contra a cepa viral BE AR 633512
foram detectados do 5° até o 30° dpi. Os anticorpos neutralizantes contra a
cepa viral BE AR 8033 foram também detectados do 5° até o 30° dpi. Os titulos

respectivos aos dias de coleta dos soros podem ser visualizados na figura 13.
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‘BEAR 8033 |0.9/0.9/0.9/0.9/2.4|2.5/3.3|3.3|13.3| 5 5 5 5 5

©

Dias pos-inoculagao

Figura 13 - Titulo, em ILN, de anticorpos neutralizantes contra as cepas virais

BE AR 633512 e BE AR 8033.
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3.1.4 Avaliacado e analise estatistica dos resultados dos testes
bioquimicos para verificagao das funcoes hepatica e renal

A avaliagado dos resultados obtidos revelou alteragcdes dos marcadores
bioquimicos de fungcdo hepatica (AST, ALT) e renal (uréia e creatinina)
utilizados no trabalho, comparando os resultados dos animais infectados e dos
nao-infectados (controles). Houve diferenca de resultados também entre as
duas cepas do VMEL em estudo, BE AR 8033 e BE AR 633512. Muitos desses
resultados de alteragdo bioquimica mostraram-se estatisticamente

significantes.

3.1.4.1 Cepa viral BE AR 633512

Os soros dos hamsters infectados com a cepa BE AR 633512
apresentaram valores bastante elevados de uréia (Figura 14) e creatinina
(Figura 15). Também houve elevagao consideravel nos valores de AST (Figura
16) e ALT (Figura 17) nos animais infectados com esta cepa do VMEL. No que
se refere a analise estatistica, todos esses marcadores bioquimicos avaliados
(uréia, creatinina, ALT e AST) foram estatisticamente significantes, em
comparagao com o grupo controle (Figuras 14 a 17).

Ao comparar as médias de dosagem de uréia das amostras dos grupos
dos infectados (71 mg/ dL) e dos controles (47,25 mg/dL) para esta cepa,
observou-se uma diferenca que foi estatisticamente significante, ja que p< 0,05,
sendo considerada entédo a hipétese alternativa de que ha diferenga significante
entre as médias dos valores de uréia dos grupos dos infectados e dos controles

(Figura 14).
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Figura 14 — Uréia dos animais infectados com a cepa BE AR 633512 e dos

animais controles.

Com relacao a creatinina verificada no soro desses animais, as médias
encontradas para o grupo dos infectados e dos controles foram: 0,6988 mg/dL
e 0,245 mg/dL, respectivamente, obtendo-se um valor de p<0,05,
considerando-se assim a hipétese alternativa de que ha diferenga significante
entre as médias dos valores de creatinina dos grupos dos animais infectados e

de controles (Figura 15).
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Figura 15 - Creatinina dos animais infectados com a cepa BE AR 633512 e dos

animais controles.

No que diz respeito a AST, encontrou-se uma média de 127,12 U/L para
o grupo dos infectados e de 72,37 U/L para o grupo dos controles, com p<0,05
sendo a hipétese alternativa considerada, ou seja, a diferenca entre as médias
dos valores de AST dos dois grupos de animais, infectados e cintroles, é

estatisticamente significativa (Figura 16).
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Figura 16 - AST dos animais infectados com a cepa BE AR 633512 e dos

animais controles.

Quanto a ALT, a diferenga entre as médias do grupo dos infectados

(100,5 U/L) e dos controles (61,25 U/L) foi também estatisticamente

significante, tendo-se obtido um p<0,05, levando-se assim em consideragéo a

hipétese alternativa, de que ha diferenca entre as médias dos valores de ALT

entre os dois grupos (Figura 17).
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Figura 17 - ALT dos animais infectados com a cepa BE AR 633512 e dos

animais controles.

3.1.4.2 Cepa viral BE AR 8033

Os soros dos hamsters infectados com a cepa BE AR 8033
apresentaram valores aumentados de uréia e que quando comparados aos
valores dos animais controles foram estatisticamente significantes com p < 0,05
(Figura 18). Ressalte-se, no entanto, que as alteragbes foram mais discretas
em comparagido com oOs valores obtidos para a cepa BE AR 633512. Foi
observado também um discreto aumento da creatinina para esses animais, o
qual nao foi estatisticamente significante, pois o valor de p > 0,05 (Figura 19).
Houve um aumento nos valores de AST (Figura 20), e a ALT apresentou-se
consideravelmente aumentada no soro dos hamsters infectados com esta cepa
do VMEL (Figura 21). A analise estatistica para os resultados desta cepa viral

revelou que os marcadores bioquimicos alterados, com significancia estatistica
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foram: uréia, AST e ALT, quando comparados com o grupo controle. A
creatinina ndo apresentou alteragdo estatisticamente significante para esta
cepa.

Ao comparar as médias de dosagem de uréia das amostras dos grupos
dos infectados (57,37 mg/ dL) e dos controles (47,2 mg/ dL) para esta cepa,
observou-se uma diferengca que foi estatisticamente significante, ja que p <
0,05, sendo considerada entdo a hipdtese alternativa de que ha diferenca
significante entre as médias dos valores de uréia dos grupos infectados e

controles (Figura 18).
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t: 2,3367; p: 0,0348

Figura 18 - Uréia dos animais infectados com a cepa BE AR 8033 e dos

animais controles.

Com relagao a creatinina verificada no soro desses hamsters, as médias

encontradas para o grupo dos infectados e dos controles foram: 0,312 mg/ dL e
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0,245 mg/dL, respectivamente, obtendo-se um valor de p>0,05, considerando-
se assim a hipotese nula de que ndo ha diferencga significante entre as médias

dos valores de creatinina dos grupos dos infectados e dos controles (Figura

19).
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t: 1,7013; p: 0,1109

Figura 19 - Creatinina dos animais infectados com a cepa BE AR 8033 e dos

animais controles.

No que diz respeito a AST, encontrou-se uma média de 112,75 U/L para
0 grupo dos infectados e de 72,37 U/L para o grupo dos controles, sendo
p<0,05 e a hipdtese alternativa € considerada, ou seja, a diferenca entre as
médias dos valores de AST dos dois grupos é estatisticamente significativa

(Figura 20).
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Figura 20 - AST dos animais infectados com a cepa BE AR 8033 e dos animais

controles.

Em se tratando da ALT, a diferenga entre as médias do grupo dos
infectados (147,12 U/L) e dos controles (61,2 U/L) foi significante, tendo-se
obtido um p<0,05, levando-se assim em consideragao a hipotese alternativa,
de que ha diferenga entre as médias dos valores de ALT entre os dois grupos

(Figura 21).
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Figura 21 - ALT dos animais infectados com a cepa BE AR 8033 e dos animais
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3.1.5 Comparacao dos resultados obtidos na verificagdao das fungoes
hepatica e renal da cepa BE AR 633512, da cepa BE AR 8033 e dos
animais controles.

Os indicadores bioquimicos analisados neste trabalho (uréia, creatinina,
ALT e AST) apresentaram valores bem alterados para os animais infectados
em comparagdo com o grupo de animais controles, observando-se uma
variagao entre os resultados das duas cepas em estudo, BE AR 633512 e BE
AR 8033. Os soros dos animais infectados com a cepa BE AR 633512 sempre
se apresentaram com valores mais alterados que os observados para a cepa
BE AR 8033, nos marcadores uréia, creatinina e AST (Figuras 22, 23 e 24). A
ALT mostrou-se mais alterada nos animais infectados com a cepa BE AR 8033

(Figura 25).
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Figura 22 - Comparagao dos valores de uréia entre os animais controles e os

animais infectados com a cepa BE AR 633512 e com a cepa BE AR 8033.
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Figura 23 - Comparagao dos valores de creatinina entre os animais controles e

os animais infectados com as cepas do VMEL BE AR 633512 e BE AR 8033.

300

250

200

150

100

50

[

L

BE AR E33512 BE AR 8033

Controles

Figura 24 - Comparacéo dos valores de AST entre os animais controles e os

animais infectados com as cepas do VMEL BE AR 633512 e BE AR 8033.
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Figura 25 - Comparagao dos valores de ALT entre os animais controles e os

infectados com as cepas do VMEL BE AR 633512 e BE AR 8033.

3.1.6 Analise Histopatolégica

A analise histopatolégica das amostras teciduais nos diversos tempos
pos-infeccdo, revelou alteragdes caracteristicas de infecgcdo, sobretudo no
SNC, figado, bago e rim. Os outros 6érgédos estudados, pulmdo e coracéo,
apresentaram alteragdes discretas, observadas, sobretudo no 7° dpi.

O espectro lesional variou em intensidade e amplitude entre os dias
analisados (1° ao 7° dpi. e com 21 dias pos-inoculagdo), apresentando pico de
intensidade entre o 6° e 7° dpi. nos diferentes 6érgdos acometidos e para as
duas cepas do VMEL, BE AR 633512 e BE AR 8033, tendo se observado maior

intensidade nas alteragdes histopatoldégicas nos orgaos dos hamsters
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infectados com a cepa BE AR 633512 em comparagdo com 0s animais

infectados com a cepa BE AR 8033.

3.1.6.1 Cepa BE AR 633512

O SNC dos hamsters infectados com esta cepa do VMEL, durante
analise histopatologica, mostrou presengca de meninges congestas e
permeadas por linfomononucleares associados a edema. O parénquima neural,
principalmente em areas do hipocampo, cérebro e cerebelo, mostrou aspecto
tecidual congesto, freqliientemente permeado por infiltrado inflamatério de
linfomononucleares associado a vacuolizagdo do parénquima, que por vezes
conferia ao tecido, aspecto espongiotico, com freqlientes neurdnios de aspecto
apoptoéides apresentando picnose nuclear caracteristica (Figura 26).

O figado desses hamsters mostrou alteracbes patoldgicas intensas,
apresentando ao nivel celular tumefagdo hepatocitaria caracteristica com
balonizagdo dos hepatédcitos, os quais apresentavam frequentemente
citoplasmas palidos e com aspecto arenoso, por vezes mostrando vacuolos
claros distribuidos no citoplasma (esteatose) ao lado de nucleos reativos, que
freqientemente mostram areas de regeneracéao do tipo dupla placa (Figura 26).
Os espacos-porta mostraram expansao caracteristica a custa de proliferacao
inflamatdria linfomononuclear, edema e congestdo de veia e arteriola
hepaticas. Ndo foram observadas lesdes de paredes vasculares e de
colangiolos, tampouco sinais de congestao e colestase sinusoidais, bem como
proliferacéo fibrosa portal, porto-portal e porto-centro lobular com consequente

subversao da arquitetura hepatica (Figura 26).
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As alteragdes encontradas no bago desses animais foram: proeminéncia
de polpa vermelha e polpa branca, com freqlentes areas de congestdo e
hemorragia do parénquima (Figura 26).

Com relagao ao rim dos animais infectados com a cepa BE AR 633512,
houve também alteragdes acentuadas, tendo-se observado, durante a analise
histopatolégica, o referido 6rgao com aspecto glomerular congesto e mostrando
tumefacao de células tubulares renais, estas associadas a areas de necrose
litica e coagulativa com infiltrado de linfomononucleares variando de discreto a
moderado, e também se observou congestao do intersticio renal (Figura 27).

No tocante ao pulmédo, houve apenas leve congestdo de paredes
alveolares com espessamento dos mesmos. Nao se observou aspecto de
pneumonite viral em nenhuma fase da infecgao (Figura 27).

O coragao dos animais infectados mostrou leve infiltracdo de linfocitos
no 7° dpi. por entre as fibras miocardicas, apesar de os miocardiécitos nao

mostrarem alteragdes a microscopia convencional (Figura 27).
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Figura 26 - Histopatologia do SNC, Figado e Bago dos hamsters controles e
infectados com a cepa BE AR 633512. (A) SNC de animal controle (400x). (B)
SNC mostrando infiltrado inflamatério linfomononuclear ao nivel das meninges
(circulo) e edema do tecido neural subjacente (400x). (C) Figado de animal
controle (200x). (D) Figado mostrando tumefacdo hepatocitaria e esteatose
(setas), onde se nota freqlente necrose caracterizada pelo desaparecimento
do nucleo (400x). (E) Bago normal (200x). (F) Tecido esplénico mostrando

proeminéncia de polpa vermelha com hiperplasia de polpa branca (seta)(200x).
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Figura 27 - Histopatologia dos hamsters controles e infectados com a cepa BE
AR 633512. Rim. (A) Histologia de rim de animal controle (200x). (B) Tecido
renal mostrando alteragdes caracterizadas pela congestdo de glomérulo (seta)
(400x). (C) Tecido pulmonar de animal controle (400x). (D) Tecido pulmonar
mostrando leve congestdo das paredes alveolares (seta) com espessamento
dos tabiques (400x). (E) Miocardio de animal controle (400x). (F) Miocardio de

animal infectado sem alteracdes (400x).
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3.1.6.2 Cepa BE AR 8033

No SNC dos hamsters infectados com a cepa do VMEL, BE AR 8033,
pbdde-se observar a presenga de meninges congestas e permeadas por
linfomononucleares associados a edema. O parénquima neural, principalmente
em areas do hipocampo, cérebro e cerebelo, mostrou aspecto tecidual
congesto, frequentemente permeado por infiltrado inflamatério de
linfomononucleares associado a freqlientes neurdnios de aspectos apoptoides
apresentando picnose nuclear caracteristica, ao lado de células com
fragmentacao dos nucleos (cariorrexis) (Figura 28).

No figado desses animais, observou-se tumefagcédo caracteristica com
hepatdcitos que apresentaram freqlientemente citoplasmas palidos e com
aspecto arenoso, por vezes mostrando vacuolos claros distribuidos no
citoplasma (esteatose) ao lado de nucleos reativos, e frequentemente exibindo
areas de regeneracao do tipo dupla placa. Nao foi observada degeneracéao
balonizante. Os espacgos-porta mostraram expansao caracteristica a custa de
proliferacdo inflamatéria linfomononuclear, edema e congestdao de veia e
arteriola hepaticas. Nao foram observadas lesbes de paredes vasculares e de
colangiolos, nem sinais de congestdao e colestase sinusoidais, bem como
proliferagéo fibrosa portal, porto-portal e porto-centro lobular (Figura 28).

O rim dos animais infectados com a referida cepa apresentou-se com
aspecto glomerular congesto, e ao nivel dos tubulos renais foi observado
tumefacao de células tubulares renais, estas associadas a areas de necrose
litica das células tubulares com discreto infiltrado de linfocitos e congestao do

intersticio (Figura 29). As alteragbdes encontradas no bago (Figura 28), coragao
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e pulméao (Figura 29) desses hamsters foram as mesmas observadas para a

cepa BE AR 633512.

"";/l
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Figura 28 - Histopatologia do SNC, figado e bagco dos hamsters controles e
infectados com a cepa BE AR 8033. (A) SNC de animal controle (400x). (B)
SNC mostrando infiltrado inflamatério linfomononuclear ao nivel das meninges
(circulo) com edema do tecido neural subjacente (400x). Notar que a
intensidade do infiltrado € menor nestes animais do que nos animais infectados

com a cepa BE AR 633512. (C) Figado de animal controle (200x). (D) Figado
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mostrando tumefagao hepatocitaria e esteatose. Nessa mesma area se nota
freqiente necrose caracterizada pelo desaparecimento do nucleo (setas),
porém as lesbes sdao menos intensas que o observado para a cepa BE AR
633512 (400x). (E) Bagco de animal normal (200x). (F) Tecido esplénico
mostrando proeminéncia de polpa vermelha com hiperplasia de polpa branca

(seta) (400x).
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Figura 29 - Histopatologia dos hamsters controles e infectados com a cepa BE
AR 8033. Rim. (A) Histologia de rim de animal controle (200x). (B) Tecido renal
mostrando alteragdes caracterizadas pela congestdo de glomérulo (seta)
(400x). (C) Tecido pulmonar de animal controle (400x). (D) Tecido pulmonar
mostrando leve congestdo das paredes alveolares (seta) com espessamento
dos tabiques (400x). (E) Miocardio de animal controle (400x). (F) Miocardio de

animal infectado sem alteracdes (400x).
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3.1.7 Imunohistoquimica

Objetivando demonstrar a presenga de antigenos virais nos tecidos dos
hamsters infectados para a confirmacao da infecgcdo, com as cepas virais do
VMEL em estudo, foi realizada a técnica de imunohistoquimica nos mesmos
tecidos analisados por histopatologia. Como anteriormente mostrado, os
tecidos que apresentaram alteragdes caracteristicas de infecgao foram o SNC,
figado, rim e baco. Além desses 6rgaos, foram também processadas amostras
de coragado e pulmao, que apresentaram discreta alteragdo histologica, tendo
também a finalidade de confirmagao da infecgao.

No aspecto global, o padrdo de imunomarcacéo do antigeno viral nao
diferiu entre as duas cepas analisadas, em cada um dos 6rgaos analisados. No
SNC e no figado, a imunorreatividade para o antigeno viral mostrou-se mais
intenso com pico de intensidade no 3° dpi. (Figura 30), apresentando
decréscimo nao muito intenso até o 7° dpi. Interessante, imunomarcacgao
positiva no SNC e no figado foi observada até o 21° dpi., quando o experimento
foi encerrado (Figura 30).

A imunorreatividade para o antigeno viral, no rim (Figura 30), mostrou
pico de intensidade no 4° dpi., apresentando decréscimo ndo muito intenso até
0 6° dpi., mantendo-se a partir desse periodo em diante inalterada até o final do
experimento. Imunomarcagao positiva foi também observada para as amostras
de baco dos animais, embora nio tenha se observado variagao de intensidade
no mesmo entre as cepas analisadas.

Quanto ao coragédo e pulmé&o, ndo se observou reatividade, sendo a

analise de antigenos considerada negativa.
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Figura 30 — Imunohistoquimica em cortes de figado, SNC e rim de hamster
infectado com as cepas do VMEL, BE AR 633512 e BE AR 8033. A
positividade é caracterizada pela coloragao acastanhada no tecido (setas). (A)
Imunohistoquimica de tecido hepatico. (A1) Padrao de imunomarcagao positivo
para o tecido hepatico de hamster infectado com a cepa BE AR 633512 (400x).
(A2) Padrao de imunomarcacédo positivo para tecido hepatico de hamster
infectado com a cepa BE AR 8033 (400x). (B) Imunohistoquimica d