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RESUMO

O virus Maraba (Be AR 411459) é um Vesiculovirus (VSV), membro da familia
Rhabdoviridae, isolado em 1983, de um pool de flebotomineos capturado em Maraba-
PA pela Secéo de Arbovirus do Instituto Evandro Chagas. Na literatura pouco se tem
sobre neuropatologia experimental induzida pelo virus Maraba, apesar dos 30 anos de
isolamento. Um anico estudo, porém, revelou que a infecgdo viral em camundongos
recém-nascidos provoca necrose e picnose em neurdnios em varias regides do sistema
nervoso central (SNC) O objetivo do presente trabalho foi investigar a distribuicdo do
virus Maraba no SNC, a ativagdo microglial e astrocitaria, aspectos histopatolégicos; e a
expressdo de citocinas e oxido nitrico (NO), na encefalite induzida pelo virus Maraba
em camundongo BALB/c adultos. Para tanto, foram realizados processamentos de
amostras para andlise histopatologica; immunohistoquimica para marcacdo de
microglia, astrécitos e antigeno viral; testes de quantificacdo de citocinas e NO; e
analises estatisticas. Os resultados demonstraram que os animais infectados (Ai) 3 dias
apos a inoculacao (d.p.i.) apresentam discreta marcacao do antigeno viral, bem como
guanto a ativacdo de microglia e astrocitos no SNC. Por outro lado, nos Ai 6 d.p.i. a
marcacdo do antigeno viral foi observada em quase todas regides encefalicas,
observando-se intensa ativacdo microglial nestes locais, embora a astrogliose tenha
sido menor. Edema, necrose e apoptose de neurdnios foram observados principalmente
no bulbo olfatério, septo interventricular e cortex frontal dos Ai 6 d.p.i. A quantificacédo
dos niveis de IL-12p40, IL-10, IL-6, TNF- a, INF-y, MCP-1 e de NO mostrou aumentos
significativos nos Ai 6 d.p.i., quando comparados aos animais controles e Ai 3 d.p.i.. Por
outro lado, os niveis de TGF-B, importante imunossupressor, nao foi significativo em
todos os grupos e tempos avaliados (3 e 6 d.p.i.). Estes resultados indicam que o virus
Marabda pode infectar diversas regides do SNC de camundongo BALB/c adulto 6 d.p.i.,
produzindo alteracfes anatomo-patolégicas e uma forte resposta imune inflamatoria

gue pode ser letal para o animal.

Palavras-chave: Resposta imune. Microglia. Astrocitos. Neurdnios. Virus Maraba.

Citocinas. Oxido nitrico.



ABSTRACT

The Maraba virus ( Be AR 411459 ) is an Vesiculovirus ( VSV ) , member of the
Rhabdoviridae family, isolated in 1983 from a pool of sandflies captured in Maraba - PA
by Section Arbovirus the Evandro Chagas Institute. In literature There are few studies on
experimental neuropathology Maraba virus induced, despite 30 years of isolation. A
single study , however, revealed that viral infection in newborn mice causes necrosis
and pyknosis in neurons in several regions of the central nervous system (CNS ). The
objective of this study was to investigate the distribution of Maraba virus in the CNS ,
reactive microglia and astrocytes , histopathologic features , and the expression of
cytokines and nitric oxide (NO) , in Maraba virus-induced encephalitis in BALB / ¢ mice.
Thus was performed processing of samples for histopathological examination;
Immunohistochemistry for observation of microglia, astrocytes and viral antigen ; tests
for quantification of cytokines and NO , and statistical analyzes. The results showed that
infected animals (Ai ) 3 days after inoculation ( d.p.i. ) with discrete labeling of viral
antigen, as well as the activation of microglia and astrocytes in the CNS. Moreover , in
Ai 6 d.p.i. marking the viral antigen was observed in almost all brain regions, with
intense microglial activation in these locations, although was less astrogliosis. Edema,
necrosis and apoptosis of neurons were mainly observed in the olfactory bulb, septum
and frontal cortex of Ai 6 d.p.i. Quantification of IL - 12p40 , IL- 10, IL- 6, TNF- a, INF-
Y, MCP-1 and NO, showed significant increases in Ai 6 d.p.i., when compared with
controls animals and Ai 3 d.p.i. On the other hand, TGF-B, important
immunosuppressant, has not been significant in all groups and evaluated times (3 and 6
d.p.i.) . These results indicate that Maraba virus can infect various CNS regions of BALB
/c mouse adult 6 d.p.i. , producing anatomical and pathological changes and strong

inflammatory immune response that can be lethal to the animal.

Keywords : immune response . Micréglia . Astrocytes. Neurons . Maraba virus.

Cytokines. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

Na regido amazOnica coexistem varias espécies de vertebrados silvestres e de
artropodes hematdéfagos que servem como hospedeiros e vetores, respectivamente,
para muitos agentes patogénicos. Entre os diversos patdogenos presentes nesta regiao,
os arbovirus representam um grupo particularmente numeroso e desconhecido em sua
variedade e patogenia. No bioma amazbnico, os arbovirus encontram condi¢des
climaticas favoraveis e uma grande quantidade de artropodes hematéfagos e
vertebrados silvestres, elementos fundamentais para a manutencdo do ciclo de
transmissdo desses virus na natureza (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

A capacidade patogénica de muitos arbovirus isolados de infectar e gerar danos
em humanos ainda € desconhecida. Atualmente, sabe-se que 32 deles sao descritos
como causadores de arboviroses em homens, quatro deles (dengue, febre amarela,
oroupouche e mayaro) sao de grande importancia para a saude publica, pois, além de
causar doencas graves, podem promover surtos epidémicos de consideravel impacto
econdmico e social (VASCONCELOS et al., 2001).

Sindromes febris, febre com exantema, doencas hemorragicas e encefalites, sao
sintomas causados pela infeccéo por alguns arbovirus, porém, na maioria das vezes, as
arboviroses tem evolucdo benigna sem causar morte ou incapacidade
(VASCONCELOS et al., 1991). Sabe-se que alguns arbovirus apresentam tropismo
pelo sistema nervoso central (SNC) podendo infectar dentre outras células astrocitos,
microglias e neurdnios e resultar em prejuizos no equilibrio metabdlico, i6nico e
funcional do SNC.

A emergéncia ou reemergéncia de arboviroses dentro da Amazbnia estdo
intimamente relacionadas ao manejo inadequado do ecossistema pelo homem, cujas
sucessivas interferéncias levam os individuos a entrar em contato com os agentes
causadores destas doencas. Esta realidade amazbnica obriga a permanentes
investimentos em saude publica para a promo¢do de medidas preventivas, socio-
educativas, tratamentos da populacdo e também na pesquisa de vacinas e da

capacidade patogénica dos agentes causadores das arboviroses.



1.2 ARBOVIRUS E FAMILIA RHABDOVIRIDAE

Em 1942 a expressdo arthropod-borne virus foi introduzida para descricdo do
grupo de virus de animais que se propagavam em artropodes e eram transmitidos
biologicamente a hospedeiros vertebrados. Duas décadas depois, o Subcomité
Internacional para Nomenclatura Viral recomendou a adocéo oficial do termo arbovirus
para designacao dos virus que sdo mantidos em natureza em ciclos envolvendo vetores
artropodes hematéfagos e hospedeiros vertebrados (KARABATSOS, 1985).

As arboviroses sdo, quase na sua totalidade, zoonoses mantidas em ambientes
silvestres. Geralmente o ciclo dos arbovirus ndo envolve o homem. Entretanto, com as
sucessivas interferéncias do homem na natureza, esses virus acabam sendo
transmitidos a espécie humana. A transmissdo dos arbovirus entre a populacéo
humana ocorre de duas formas distintas: transmissdo silvestre e urbana. Na
transmissao silvestre, o0 homem é infectado quando penetra no nicho ecoldgico desses
virus, mediante picada de artropode, resultando em pequeno numero de casos,
geralmente encontrados no mesmo local ou nas redondezas. Na transmissao urbana, a
pessoa infectada passa a ser um hospedeiro disseminador, geralmente iniciando uma
epidemia (homem — mosquito — homem), na area urbana (VASCONCELOS et al.,
1991), como ocorre nos casos de infeccéo pelos virus da Febre Amarela, Oropouche,
Dengue e Mayaro, na Amazonia (PINHEIRO et al., 1986; TRAVASSOS DA ROSA et al.,
1997).

A maioria dos arbovirus atualmente registrados, de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas, encontra-se distribuidos dentro de seis familias:
Asfaviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Togaviridae e Rhabdoviridae
(PINHEIRO et al., 1997). Sabendo-se, porém, que nem todos os membros destas
familias séo arbovirus (KARABATSOS, 1985).

A classificagdo do Comité Internacional de Taxonomia Viral (International
Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV) estabelece que familia Rhabdoviridae esta
inserida na ordem Mononegavirales, que compreende nove géneros — Vesiculovirus,
Lyssavirus, Ephemerovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus, Novirhabdovirus,

Perhabdovirus, Sigmavirus, Tibrovirus — e espécies ainda nao-relacionadas



(http://www.ictvonline.org/virusTaxono-my.asp). Outros sorogrupos tais como Hart Park,

Kwatta, Timbo e Mossuri sdo incluidos como pertencentes a familia Rhabdoviridae, mas
ndo estdo classificados nesses géneros. H4 também outros virus nessa familia que nao
foram sorogrupados (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

Os membros dos géneros Vesiculovirus e Lyssavirus apresentam grande
importancia em saude publica por causarem doencas no homem, como a estomatite
vesicular e a raiva, respectivamente (WAGNER & ROSE, 1996). O género Vesiculovirus
inclui o sorogrupo do virus da Estomatite Vesicular (VSV), e o género Lyssavirus inclui
0S grupos antigénicos Rabies, Bovine ephemeral fever e Tibrogargan, que estao
relacionados com a raiva e viroses relacionadas a raiva. (TRAVASSOS DA ROSA et al.,
1997).

Os membros da familia Rhabdoviridae s&o os mais amplamente distribuidos na
natureza. Eles podem ser encontrados infectando invertebrados, vertebrados, assim
como muitas espécies de plantas (WAGNER e ROSE, 1996). Os rabdovirus que
infectam vertebrados e invertebrados apresentam a morfologia semelhante a uma “bala
de revolver” (Figura 1), diferentemente dos virus que infectam plantas que sao
baciliformes. O genoma é constituido por até 10 genes, entre 0s quais, apenas cinco
sdo comuns a todos os membros da familia. Estes genes codificam a nucleoproteina
(N), a fosfoproteina (P), a proteina de matriz (M), a glicoproteina (G) e a polimerase
viral (L). O genoma é associado com as proteinas N, L e P para formar o
nucleocapsideo, que é condensado pela proteina de matriz numa estrutura helicoidal
enrolada firmemente (Figura 1). O nucleocapsideo é rodeado por uma bicamada lipidica
gue contém a glicoproteina G, que constitui 0s receptores que se projetam a partir da
superficie do virus (AURELIE et al., 2012).


http://www.ictvonline.org/virusTaxono-my.asp
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Figura 1 - (A) Eletronmicrografia de particulas por contrastagdo negativa de um isolado de Vesicular
stomatitis Indiana virus. (B) Diagrama ilustrando um rabdovirus e a estrutura do nucleocapsidio.G:

glicoproteina G; M: proteina de matriz; P: fosfoproteina; L: polimerase viral; N: ndcleoproteina
(TORDO et al., 2004).

1.3 VIRUS MARABA (BE AR 411459)

O virus Maraba é um arbovirus da familia Rhabdoviridae, classificado como um
membro do género VSV. Foi isolado em 4 de fevereiro de 1983, através de um grupo
de 70 fémeas Flebotomineos (Lutzomya spp), capturados na estrada principal de Serra
Norte, municipio de Maraba, Estado do Para, Brasil (Figura 2).

Pouco se sabe sobre o potencial neuropatogénico deste virus em humanos e
em animais domeésticos. Resultados de teste de neutralizagdo sugerem que humanos
nao sao frequentemente infectados (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1984), e que em
camundongos e células Vero, a patogenicidade desse virus é similar a encontrada no
VSV-Indiana e VSV-New Jersey (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1984).



Na literatura existem poucos estudos descrevendo a neuropatologia experimental
induzida por arbovirus (HUNEYCUTT et al., 1994; DOBLER, 1996; HUNSPERGER &
ROEHRUG, 2006). Assim também acontece com o Virus Marabd, que apesar dos 30
anos de isolamento um unico trabalho foi realizado com o objetivo de descrever a
neuropatologia deste virus. Este estudo revelou que a infeccdo camundongos recém-
nascidos por via intranasal com o virus Maraba provoca necrose e picnose de
neurbnios em varias regides do sistema nervoso central incluindo cerebelo, hipocampo
e Striatum (GOMES-LEAL et al., 2006).
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Figura 2 - Mapa do Estado do Para, mostrando a area de captura das 70 fémeas de flebotominios
(Lutzomia sp) com os virus Maraba, em Serra Norte que em 1984 fazia parte do municipio de
Maraba, hoje municipio de Parauapebas.

http://mww.transportes.gov.br/bit/mapas/mapdoc/ufs/mapas-dnit/pa-dnit.pdf



1.4 INFECCAO VIRAL E RESPOSTA IMUNE NO SNC

O SNC é alvo de uma variedade de microorganismos patogénicos como
bactérias, protozoarios, fungos e virus. Varias espécies tem sido incriminadas como
causadoras de encefalites virais, como por exemplo, o virus da raiva, membro da
familia Rhabdoviridae (WILLOUGHBY et al., 2005); os virus da imunodeficiéncia
humana 1 e 2 (SOUSA et al.,, 2002) e o virus T-linfotropico humano 2, da familia
Retroviridae (SHINDO et al., 2002); membros da familia Herpesviridae, como o virus da
Varicella-zoster (GILDEN et al., 2000), virus Herpes simples (BLOOM et al., 2010),
Citomegalovirus (SILVA, 2010); e da familia Picornaviridae, como Poliovirus (BELOV et
al. 2010), Coxsackievirus (WENG et al., 2010), Echovirus (MAO et al., 2010).

A infeccdo no sistema nervoso central geralmente cria grandes dificuldades de
tratamento devido ao rapido aparecimento de sintomas e agravamento da doenca,
mesmo em individuos saudaveis. Essa infeccdo pode levar a disfun¢cdes no sistema
nervoso central ocasionando perda permanente ou transitoria de memodria, dificuldade
de aprendizado, déficits motores, sensoriais e corroborar com a progressao de
processos neurodegenetivos que, por fim, podem culminar em deméncia ou morte
(ZIELASEK & HARTUNG, 1996; GARDEN & MOLLER, 2006; HENEKA et al., 2010;
RODRIGUEZ & VERKHRATSKY, 2011).

A invasédo do virus no SNC envolve varias etapas diferentes, tais como a entrada
do agente patogénico no SNC, replicacdo no sitio primario da infec¢do, disseminacao
no tecido neural e resposta imunoldgica do hospedeiro, que pode resultar na resolucéo
da infeccdo ou em danos ao SNC (CROTTY et al.,, 2002; FAZAKERLEY, 2004;
REMPEL et al., 2004).

O grau de agressdao da infeccdo viral em camundongos adultos depende
significativamente da via de inoculagéo, do titulo do in6culo e da cepa viral (PINHEIRO,
1986). O pico do titulo viral da infeccédo por um VSV € entre o sétimo e décimo dia apos
a inoculacéo (d.p.i), isto esta associado com morte de aproximadamente metade dos
camundongos inoculados. Apds 12 d.p.i. os camundongos sobreviventes estao
praticamente livres de infeccéo viral (HUNEYCUTT et al., 1993).



A instilacdo intranasal do VSV em camundongos de laboratério promove a entrada
direta do virus no SNC (FORGER et al., 1991; HUNEYCUTT et al., 1993; HUNEYCUTT
et al., 1994; PLAKHOV et al.,, 1995). Inicialmente ocorre a infeccdo dos neurdnios
bipolares do epitélio olfatdrio, e posteriormente transmissé@o do virus para os neurénios
mitrais do bulbo olfatério (PLAKHOV et al., 1995); criando, por fim, uma infec¢do aguda
no SNC, com propagacdo para as areas temporal, parietal, frontal, além de regides
limbicas (FORGER et al., 1991; HUNEYCUTT et al., 1994; LUNDH et al., 1987). A
infeccdo pode atingir diferentes areas cerebrais por rotas neuronais que incluem, além
da via olfatoria, a via trigeminal e o sistema nervoso autbnomo (BABIC et al., 1994).

A propagacdao viral no SNC envolve diferentes tipos de transporte do virus pelo
parénquima cerebral, dentre elas destacamos: o transporte axoplasmatico, retrégrado
ou anterogrado, usando a via axonal e a comunicagao sinaptica para repassar o virus a
outras células (REISS et al., 1994; LUNDH et al., 1988; LUNDH et al., 1990); e por via
hematogénica, cuja disseminacao viral ocorre quando células infectadas transpdem a
barreira hematoencefalica e alcancam a circulacdo sanguinea e/ou cefalorraquidiana,
indo deste modo infectar locais distantes do sitio de infeccdo priméaria (LANE et al.,
1996; CARD et al., 1998; CARD et al., 1999; HUNEYCUTT et al., 1993; HUNEYCUTT
et al., 1994; PLAKHOV et al., 1995). A infeccéo viral por VSV, sorotipo New Jersey, por
exemplo, acomete varias regides do cérebro, demonstrando claramente caracteristica
hematogénicas e axoplasmaticas da propagacédo viral pelo parénquima cerebral
(CORNISH et al., 2001).

Cornish e colaboradores (2001), observaram lesdes histolégicas provocadas pela
infeccdo de um VSV com necrose em neurbnios de muitas regiées do cérebro, incluindo
toda a camada de células periventricular ao redor dos ventriculos laterais, terceiro e
guarto ventriculos. Necroses irregulares também foram consistentemente observadas
no nucleo olfatério anterior, tubérculo olfatério, regides talamicas, cortex piriforme,
camada molecular e piramidal do Hipocampus, giro denteado, nucleos hipotalamicos,
septo interventricular, complexo amigdaloide, e varios nucleos do tronco encefalico,
incluindo ndcleos da Raphe, nidcleo do trato solitario, nucleo hipoglossal e locus

cereleus.



Além de necrose, alternativamente infecgBes por VSV também podem induzir
apoptose. As células neurais infectadas pelo VSV exibem uma coloracdo escura
denotando um padrédo de degeneragdo (DALAKAS, 1995). Em animais neonatos 0s
Vesiculovirus provocam necrose e apoptose, sendo que a primeira é mais evidente no
cortex cerebral e a segunda, no hipocampo, levando a morte em cerca de 18h apés a
inoculacdo (GOMES-LEAL et al., 2006). Estes resultados possuem forte correlacdo
com a resposta inflamatdria induzida pela virose (ROULSTON et al., 1999; JULKUNEM
et al., 2000; REMPEL et al., 2004).

A infeccdo quando se dé pelo Virus da encefalomielite murina de Theiler, um
picornavirus de camundongos do género Cardiovirus, assim como outros membros da
familia Picornaviridae, a disseminacdo se da de forma diferente, ocorrendo
primeiramente infeccdo dos neurbnios do hipocampo, cortex, estriado e medula
espinhal para posteriormente se espalhar para outras células por meio do transporte
axonal em aproximadamente duas semanas (BRAHIC et al.,, 2005; BRAHIC &
ROUSSARIE, 2009; RODRIGUEZ et al., 2003; ROUSSARIE et al., 2007a, 2007b).

A acdo neuroimune a invasao viral conta com uma sequencia de eventos que
podem corroborar com a limpeza do ambiente cerebral. A fase inicial de uma resposta
imune efetiva contra um patdégeno invasor é realizada por uma resposta do sistema
imune inato (FARINA et al., 2007). Esse tipo de resposta é independente de células T e
B de memodria e pode ser direcionada através de sistemas de reconhecimento
especificos (FARINA et al., 2007). Alguns estudos ratificaram esta hipétese
demonstrando que a primeira resposta inflamatéria a neuroinvasao por VSV é efetuada
por astrécitos e microglias (HUNEYCUTT et al., 1993; NANSEN et al., 2000). A
ativacdo destas células gliais envolvem reacfes complexas conhecidas por gliose
reativa (HENEKA et al., 2010; LEE et al., 2006; STREIT et al., 2004), que é
resumidamente um processo no qual ocorrem mudancas na morfologia das células
gliais, juntamente com aumento da motilidade, da atividade fagocitaria e liberacédo de
moléculas pré-inflamatérias que induzem outros mecanismos de defesa da resposta
imune, tanto inato quanto adaptativo. No entanto, embora a gliose reativa seja

reconhecida como um processo de neuroprotecdo, existem fortes evidéncias desta



reacdo na génese ou no aumento de processos neurodegenerativos (SOLA et al.,
2002; BORAN et al., 2008; SAMANTA, 2012).

Estudos com animais jovens em modelos experimentais de viroses neurotropicas
citopéticas, tal como as vesiculoviroses, tem verificado que além de estimular a gliose
reativa, ocorre também migracdo de células do sangue periférico ao SNC, como as
células dendriticas e os linfocitos T, cujo objetivo € de reforcar a defesa imunoldgica e
combater tal infeccdo (STEEL, 2009; LIU, 2009; MCCANDLESS, 2008; CIAVARRA,
2006).

A astrogliose e a ativagdo microglial estdo entre as reacdes imunes obtidas em
modelos experimentais de dano neuronal como isquemia, axotomia (GRAEBER et al.,
1988; BARRON et al., 1990), estimulacdo elétrica (LEE-HALL et al., 1989) e lesdo
neurotoxica (AKIYAMA et al., 1994; ACARIN et al., 1996), infeccdes microbianas e
doencas neurodegenerativas (HAGA et al., 1989; GRAEBER & STREIT, 1990).
Portanto, dada importancia das células gliais na resposta neuroimune a infeccao viral
no SNC, serdo descritas agora algumas das caracteristicas importantes de microglias e

astrocitos.

1.5 CELULAS GLIAIS

As células gliais ou neurogliais realizam func¢des importantes no SNC que
comecam desde os primeiros momentos do desenvolvimento do tecido neural e se
estendem por toda a vida. Estdo envolvidas em atividades fundamentais para o
desenvolvimento, defesa, nutricdo e homeostase do parénquima cerebral. (BRODAL,
2010; SNELL, 2003).

Rudolf Virchow em 1846 utilizou pela primeira vez o termo “neuroglia” para
descrever regides entre 0os neurdnios, que ele considerava semelhante ao tecido
conjuntivo cimentante observado em outros 6rgaos. A descoberta de que a regido era
formada por células ndo neuronais so6 foi possivel com o desenvolvimento de técnicas
baseadas em impregnacdo metalica introduzidas por Camillo Golgi, em 1870. Tempos

depois com o melhoramento desta técnica, Santiago Ramon y Cajal e Pio del Rio



Hortega classificaram as células da neuroglia como macroglia e uma pequena parte
considerada derivada de tecido ndo nervoso chamada de microglia (KIMELBERG &
NORENBERG, 1989).

A macroglia é subdividida em astrocitos e oligodendrécitos (Figura 3). Os
oligodendrdcitos sédo células de corpo celular pequeno com poucos prolongamentos e
participam na formag&o da bainha de mielina que envolve os axonios dos neurdnios na
substancia branca do cérebro (BRAHIC & ROUSSARIE, 2009; BRODAL, 2010). Os
astrocitos representam cerca de 40% das células presentes no encéfalo, divididos em
dois grupos distintos, protoplasmaticos e fibrosos. Geralmente apresentam corpo celular
irregular, prolongamentos relativamente longos, podendo estar associados a vasos, a
superficie ventricular e a neurénios (KIMELBERG & NORENBERG, 1989; OBERHEIM
et al., 2012; VERKHRATSKY et al., 2010).

Os ependimdcitos sao células cilindricas, que revestem as cavidades do encéfalo
e o0 canal central da medula espinhal, formando uma camada Unica de células que
limitam o espaco ventricular do cérebro dos vertebrados (SNELL, 2003; ZHANG et al.,
2007). Ja as microglias, sdo células de corpo pequeno que em situacdes normais
exibem muitas ramificacbes, denominadas de processos, importantes para o
reconhecimento de agentes e condi¢cbes que possam oferecer risco ao SNC (DAVALOS
et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005).

Cerca de 10% das células presentes no SNC sao microglias, sendo considerada
a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores e outros tipos de injaria no tecido
cerebral (CARPENTIER et al., 2007; RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012).
Normalmente as microglias sdo mobilizadas em processos infecciosos, lesfes ou
doencas degenerativas do sistema nervoso, apresentam a maioria das propriedades
dos macrofagos residentes em outros tecidos, sendo distinguidas de outros tipos de
macrofagos do cérebro pela sua localizacdo parenquimal e sua funcdo (BRODAL,
2010).

Astrocitos e microglia sdo células que estdo diretamente ligadas a resposta
neuroimune induzida pela infec¢do viral, sendo partes importantes deste trabalho. Por

isso, logo abaixo dedicamos topicos especificos para cada uma dessas células.
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Figura 3: Desenho esquematico mostrando as células gliais:
Oligodendrécitos, Ependimécitos, Microglia, Astrécitos ao redor de um Neurénio.
http://sistema24.wordpress.com/category/uncategorized/

1.5.1 Astrocitos

Os astrocitos sdo 0 mais abundante tipo celular no cérebro, sendo responsaveis
por inumeras atividades dentro do parénquima cerebral que se iniciam na
embriogénese e se mantém por toda a vida.

Nas ultimas décadas houve um grande avanco no entendimento das células
astrocitarias. Os astrocitos realizam func@es diferenciadas dentro do sistema nervoso
central como, por exemplo: manutencdo do equilibrio metabdlico e ibnico no ambiente
neuronal (BENARROCH, 2005; MAGISTRETTI, 2006; VERKHRATSKY, 2010). Um bom
exemplo desta funcdo é a triade formada entre astrocitos e neurbnios pré e pos-
excitatorios. Essa associacdo permite que 0s Astrocitos possam metabolizar os

neurotransmissores GABA e glutamato nos terminais sinapticos, transformando-os em



glutamina e protegendo contra possiveis excitotoxicidade causada pelo excesso dessas
substancias nas sinapses. Posteriormente, a glutamina é repassada novamente aos
neurdnios, os quais podem utiliza-la para renovar seus estoques de neurotransmissores
(MARTIN et al.,, 2000; BENARROCH, 2005; MAGISTRETTI, 2006; VERKHRATSKY,
2010).

Outra caracteristica importante dos astrocitos sdo as interacfes com as células
endoteliais da vasculatura neurocentral, que permite a regulagédo do tonus vascular e
consequente modulacdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica, de acordo
com as atividades e necessidades neuronais (CARDOSO et al., 2010; GORDON et al.,
2007; CARMIGNOTO & GOMEZ-GONZALO, 2010). Os astrocitos também executam
funcdes imunes com papel chave no status neuroinflamatorio (FARINA et al., 2007). A
literatura tem mostrado que essas funcdes imunes podem repercutir positivamente na
restauracdo da homeostase cerebral apos lesbes, e doencas neurodegenerativas
(UNGER, 1998; PEKNY & NILSSON, 2005; RODRIGUEZ et al., 2009), ou podem ter
implicacbes significativas na progressdo de condi¢cdes patologicas (BENVENISTE,
1998; HENEKA et al., 2010; RODRIGUEZ & VERKHRATSKY, 2011).

A proteina acida fibrilar glial (Glial Fibrillary Acidic Protein - GFAP), a vimentina e
a nestina sdo as principais proteinas de filamentos intermediarios encontradas nos
astrocitos. Nos primeiros momentos do desenvolvimento, o0s astrocitos imaturos
expressam, principalmente, vimentina e nestina. Durante a maturacdo dos astrécitos
ocorre a diminuicdo da expressdo de nestina e vimentina, a0 mesmo tempo em que
ocorre um aumento na expressao da GFAP, que, por isso, € reconhecida como um
marcador da diferenciacéo astrocitaria em tecido ou em cultivos celulares (KIMELBERG
& NORENBERG et al. 1989, BIGNAMI & DAHL, 1995; GALOU, 1997; MESSAM et al.,
2000).

Durante a reacdo astrocitica ocorre aumento da expressdo de GFAP, nos
prolongamentos astrocitarios, fenébmeno conhecido como astrocitose fibrilar reacional,
usualmente associada com o aumento do numero (hiperplasia) e do tamanho
(hipertrofia) dos astrocitos sendo, portanto, um dos produtos caracteristicos observados

em condicdes de patogénese no SNC. Ocorre também recuperacao da sua capacidade



de expressar a vimentina, desaparecida durante o desenvolvimento normal do tecido
nervoso (GOMES et al., 1999).

Entre os mecanismos de resposta imunologicas desempenhados pelos
astrocitos temos, por exemplo, 0 aumento da expressdo génica para uma série de
receptores imunes, tais como receptores Toll-like (TLR), receptores scavenger,
receptores do complemento, secrecdo de varias citocinas, quimiocinas e fatores
neurotroficos (FARINA et al., 2007; HASHIOKA et al., 2010),

Entre as citocinas que os astrécitos podem produzir destacamos a interleucina 1
(IL-1), IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, interferon (IFN-a, IFN-B e IFN —y), fator estimulador de
colénia de granulécitos e mondcitos (GM-CSF), fator estimulador de colbénia de
monacitos (M-CSF), fator estimulador de col6nia de granulocitos (G-CSF), fator de
necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento transformante (TGF-B) e quimiocinas. E
importante ressaltar que a expressdo aumentada de citocinas/quimiocinas estao
implicadas tanto na progressao como na resolucdo de doencas (BENVENISTE, 1998;
HENRY et al., 2009; HUANG & HENRY, 2008). Outro fator importante € que a liberacao
desses mediadores pro-inflamatorios pelos astrécitos, estimula a producdo de
moléculas de adesao vascular, promove atracdo de células hematogénicas e induz a
ativacao microglial (DIRNAGL & PRILLER, 2005).

Os astrécitos sao as principais células de controle antioxidante no SNC. Por
outro lado, astrocitos reativos tém uma reducdo na sua capacidade de sequestrar
espécies reativas de oxigénio (EROs), devido a diminuicdo na liberacdo de enzimas
antioxidantes. Nessas condicdes, 0s niveis de radicais livres e outros tipos de espécies
reativas de oxigénio aumentam significativamente em diversas condi¢des patolégicas
(RAO et al., 2003). Associado a isso, quando reativos, 0s proprios astrocitos sdo mais
vulneraveis a desbalancos metabodlicos e mitocondriais, o que os tornam também
produtores de estresse oxidativo (RAO et al., 2003).

Outra funcao astrocitaria importante que sofre prejuizos funcionais em ambientes
patolégicos € a sua capacidade de regular os niveis neurotransmissores na fenda
sinaptica. O resultado deste processo € a elevacdo da concentracdo de glutamato

extracelular e estimulacdo excessiva de receptores de glutamato, conhecido como



excitotoxicidade do glutamato, responsavel por perda sinaptica e morte neuronal (RAO
et al., 2003; BENVENISTE, 1998; BRAHMACHARI et al., 2006).

1.5.2 Microglia

As microglias sdo derivadas de células de tecido mieloide que migraram para o
SNC durante o processo embrionario, principalmente pela infiltracdo de macr6fagos
mesodermais (ALLIOT et al., 1999; GINHOUX et al., 2010; NAVASCUES et al., 2000).
Uma vez atingido o estagio de diferenciacdo, essas células terdo uma limitada
replicagdo. Existem, no entanto, evidéncias de aumento da proliferagdo microglial em
caso de lesbes neurais (STREIT et al., 1999; WOHL, 2010). Na fase embrionéria, as
células microgliais fagocitam restos celulares do SNC e produzem fatores que
favorecem o crescimento ou a degeneracdo de neurbnios em desenvolvimento
(GINHOUX et al., 2010; NAVASCUES et al., 2000).

As microglias sdo consideradas células do sistema imune residente do SNC,
possuindo propriedades imunoldgicas inatas, sendo ativadas em resposta a traumas,
doencas e infeccbes (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005). Sob
condicBes fisiologicas normais, as microglias estdo em um estado de vigilancia
permanente do parénquima cerebral. Sua morfologia é ramificada com processos
longos e finos, que exibem consideravel motilidade, permitindo o continuo
monitoramento do microambiente ao seu redor (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN
et al., 2005), o monitoramento das sinapses (WAKE et al., 2009), a fagocitose de
materiais apoptoticos (TREMBLAY et al., 2010; SIERRA et al., 2010), a poda sinaptica
(PAOLICELLI et al., 2011), e uma rapida resposta microglial em caso de alteracdes das
condi¢cBes neurais de normalidade (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005).

Em condi¢cdes neuropatolégicas, ou mesmo sob estimulo do sistema imune
periférico, a ativacdo da microglia € um dos primeiros mecanismos envolvidos com a
defesa do sistema nervoso (DIRNAGL et al., 1999; GODBOUT & JOHNSON 2009). O
processo de ativacdo microglial passa por trés diferentes estagios de ativacédo, inicial,

intermediario e avancado, provocando mudancas morfologicas, deixando-a com uma



aparéncia ameboide e processos encurtados no ultimo estagio de ativacdo. Além disso,
estes estagios também sdo acompanhados por aumento do processo fagocitario, da
apresentacao de antigenos, scavenging, ativacdo do complemento e producédo de
citocinas inflamatérias (HANISCH & KETTENMANN, 2007). A microglia também recruta
e ativa astrécitos para promover a propagacao destes estimulos (BLASKO, 2004).

Em condi¢cées de ativacdo microglial o nivel de expressdo de Iba-1(ionized
calcium binding adaptor protein-1) aumenta (ITO et al.,, 1998; 2001). Iba-1 é uma
proteina envolvida na homeostase do calcio e € muito utilizada como proteina alvo em
procedimento de imunohistoquimica para a identificacdo de microglia e seus processos
em seccdes do tecido encefélico e em culturas primarias. (IMAI, 1996).

Entre as moléculas expressas constitutivamente pelas microglias tem-se uma
variedade de citocinas, como IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-a, proteina
inflamatoria de macrofago (MIP)-1a, MIP-1b, e proteina quimiotatica de monadcitos
(MCP)-1 (KAUR et al., 2010; KIM & NAGAI, 2010; LYNCH, 2009). As citocinas IL-1B,
IL-6, e TNF-a, por exemplo, sdo essenciais para inducdo e manutencdo de
comportamentos associados a estados de infeccdo, importantes para a resolucédo da
doenca (DANTZER et al., 2001). Quando tratadas com lipopolissacarideo (LPS), uma
endotoxina de bactérias gram-negativas, uma das respostas microglial € promover o
aumento da producéo das citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, MIP-1a, MIP-1b, e
MCP-1, com excecao da expressao de IL-1p que permanece inalterada (KIM & NAGAI,
2010). Cabe ressaltar também que as microglias ativadas também produzem aumentos
nos niveis de citocinas anti-inflamatérias como um mecanismo de retroalimentacao
negativo (SEO et al., 2004; HENRY et al. 2009).

Algumas citocinas e moléculas inflamatérias tais com a IL-1 a/B, TNF- a, IFNs e
oxido nitrico (NO), podem induzir a ativacdo microglial (BENVENISTE, 1998), porém,
ainda ndo ha consenso definitivo quanto ao gatilho inicial para a ativacdo microglial,
(NAKAMURA et al., 2002).

A precisa consequéncia da ativacdo microglial na sobrevida da célula neural in
vivo permanece incerta. Em cultura, a microglia é estimulada a produzir radicais livres,
aminoacidos excitatorios, citocinas inflamatérias, bem como fatores troficos, sugerindo

gue a atividade microglial tem duplo papel: defesa do organismo e envolvimento nos



processos patoldgicos (ZHANG, 2003; ROZENFELD et al., 2003). Um mecanismo
comumente observado em varias doencas é a producdo em excesso de neurotoxinas
pela microglia, incluindo NO, TNF-a e espécies reativas de oxigénio (ROS), que levam
a ativacao de astrocitos, de outras microglias e, por fim, a morte de neurénios (LEE et
al., 2001; KLEGERIS et al., 2007).

1.6 CITOCINAS E OXIDO NITRICO

A reacgdo glial aumenta a expressao génica de uma variedade de fatores do
complemento (FC), citocinas, 6xido nitrico e neuropeptidios, que estdo envolvidos tanto
na neuroprotecdo quanto na neurodegeneracdo (SOLA, 2002). As citocinas sao
peptideos liberados durante as fases de ativacdo efetora da imunidade inata e da
imunidade especifica, servindo para mediar e regular as respostas imunes de carater
pro-inflamatorio ou anti-inflamatorio (SHEERAN, et al., 1997, ABBAS, et al., 2012). O
gatilho inicial de suas acOes se da atraves da ligacdo a receptores especificos
presentes em varios tipos de células do organismo, provocando aumento ou inibicdo da
expressao de proteinas, inclusive de outras citocinas. Podem agir no local onde sao
produzidas, em células proximas ou sdo secretadas para circulacdo, com efeitos a
distancia (SHEERAN, et al., 1997, ABBAS, et al., 2012). A secrecao delas € um evento
rapido, autolimitado, sendo produzidos por uma variedade de células, macrofagos,
adipdcitos, hepatdécitos, midcitos, entre outras (ABBAS et al., 2012).

Durante o curso de um processo infeccioso agudo ou crénico, € possivel que as
citocinas pré-inflamatérias (IL-1b, IL-6, IL-8, TNF-a) induzam o organismo a criar uma
série de respostas fisiologicas e comportamentais caracterizadas por febre, sintese de
proteinas pelo figado, reducdo da ingestdo de agua e de alimentos, aumento da
liberacdo de corticosteréides, alteracdo da atividade cerebral das monoaminas,
diminuicdo da atividade do cotidiano e da interatividade social, além de hiperalgesia.
Essas alteracdes ocorrem na tentativa de acelerar as reacdes enzimaticas defensivas,
reduzir a replicagcdo de patdgenos, aumentar a proliferacdo de células imune e
conservar energia (HENNESSY et al., 2013; DANTZER, 2001).



A IL-6, por exemplo, expressa por células fagociticas no inicio da infeccdo por
alguns patégenos, desempenha mdltiplos papéis no sistema imunitério, incluindo a
inflamac&o, hematopoiese, e diferenciacdo de linfocitos T (LAW, 1996). Outra citocina
com um papel critico na imunidade € o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a ). Varios
estimulos patogénicos induzem a expressao desta citocina, importante na iniciacdo de
uma cascata bioldégica complexa envolvendo citocinas, quimiocinas,recrutamento e
ativacdo de células fagociticas e linfécitos em locais de lesdo e infecgdo (LOCKSLEY,
et al., 2001). Quando o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é expresso por conta de
infecgéo viral, a interacao dele com o com receptor do tipo | p55 pode induzir apoptose
através da ativacdo de caspase 8 (MICHEAU & TSCHOPP, 2003). Em camundongos
infectados pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) foi observado a inducdo de
niveis de TNF-a no soro pela IL-12, bem como a resposta imune especifica e a inibicao
da producéo de IL-4 (MANETTI 1993; HSIEH et al., 1993). Sob condi¢cbes de infeccéo
viral, a IL-12 é essencial para a propagacao da resposta imune, ao passo que TNF-a
pode otimizar a producao de INF-y (ORANGE et al., 1996).

A IL- 12 € uma citocina proinflamatoria secretada por células apresentadoras de
antigenos (APCs) e fagocitos, incluindo células dentriticas, macréfagos e neutrofilos
(D'ANDREA et al, 1992; MACATONIA et al, 1995). No SNC, astrocitos e microglias séo
as principais fontes de IL-12 (CONSTANTINUESCU et al., 1996; STALDER et al.,
1997). Ja foi demonstrado também a expressao desta citocina derivada de neurdnios in
vitro (IRELAND et al., 2004).

A IL-12, também conhecida como IL-12p70, é uma glicoproteina heterodimérica
composta pelas subunidades p35 e p40, que sdo unidas por ligacdes dissulfereto
(KOBAYASHI et al.,1989; VIGNALI & KUCHROO, 2012; XU et al., 2010). Embora a co-
expressdo de ambas sub-unidades na mesma célula seja essencial para formar o
heterodimero biologicamente ativo (GUBLER et al., 1991; SCHOENHAUT et al., 1992),
a producédo de cada uma das subunidades é regulada de forma independente. O gene
da IL-12p35 é constitutivamente expresso em varias células, porém a expressao de IL-
12p40 é restrito as células que podem expressar IL-12 . Ao contrario da IL-12p35, a
subunidade IL-12p40 é segregada como monomero e homodimero (LING, 1995;
GILLESSEN, 1995)



Na imunidade adquirida, o papel priméario da IL-12 é dirigir a diferenciacdo das
células CD4+ T-helper (Th) para um fenétipo Thl e essas células sdo criticas na
resposta imune para patdégenos intracelular (WOLF et al, 1994). Na imunidade inata, a
IL-12 estimula a migracdo das células Natural Killer (NK) para a regidao da infeccéo
reforcando sua atividade citotoxica e a producdo de IFN-y (TRINCHIERI et al, 1992),
que, por sua vez, suprarregulam a producdo de IL-12 por APCs e fagdcitos em uma
retroalimentacao de feedback positivo (KUBIN et al., 1994; MAX et al., 2001; YOSHIDA
et al., 1994).

O TGF-B é uma citocina antiinflamatoria que em condicdes fisiol6gicas no SNC é
produzido por neurénios, astrocitos e microglias (LAW et al., 2004; MAKWANA et al.,
2007), diminui a producdo das citocinas proé-inflamatérias IFN-y e TNF-a, induz
apoptose e inibe a funcédo de APCs, através da diminuicdo de complexo principal de
histocompatibilidade classe dois (MHC Il) e moléculas co-estimulatorias. Além disso,
essa citocina inibe a atividade de NO-sintase induzida, resultando na supressao da
producdo de o6xido nitrico por macrofagos, e diminui a expressdo de mMRNA de
receptores de quimiocinas em microglias (HARRIS et al., 1995).

Neurbnios, células endoteliais, células musculares lisas, macrofagos, aléem de
astrocitos e microglias ativados estdo entre as células do organismo que produzem
constitutivamente NO (BREDT & SNYDER, 1994; CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002;
CORRADIN et al., 1993). A producao de NO € um mecanismo de defesa imunitaria em
respostas a acao patogénica de microorganismos, incluindo protozoarios, parasitas,
fungos, bactérias e virus (KARUPIAH et al., 1993; SEGUIN et al., 1994; STANGER et
al., 1994).

O NO é um produto da converséo enzimatica de L-arginina em L-citrulina em um
processo catalisado pela enzima 6xido nitrico sintase — NOS (KUO & SCHROEDER,
1995). Trés isoformas de NOS sé&o descritas, sendo uma NOS induzida (INOS) e duas
NOS constitutivas - cNOS (WONG & MARSDEN 1996). Em condi¢cBes de normalidade
a expressao de iNOS, enzima que produz largas quantidades de NO, nédo é detectavel
(CORRADIN et al., 1993; GALEA et al., 1994). Porém, quando ha exposicdo a
componentes patogénicos, como o LPS, ou mesmo o aumento da expressao de

citocinas pro-inflamatorias, principalmente IL-12, IFN-y ou TNF-a, ocorre aumento da



expressao génica de iINOS em astrécitos e microglias (MANDER & BROWN, 2005;
CORRADIN et al., 1993; GALEA et al., 1994). A IL-12, por exemplo, promove a inducao
de iINOS em neurdnios, levando a reducdo do titulo do VSV (KOMATSU et al., 1999a).

Ao que parece o NO resultante da ativacdo da iINOS possui acao citotoxica e
citostatica, promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais. A
citotoxidade do NO resulta da sua acgéo direta ou da sua reacao com outros compostos
liberados durante o processo inflamatorio. A base bioquimica para a acéo direta do NO
consiste na sua reagcdo com metais (especialmente o ferro) presentes nas enzimas do
seu alvo (JAMES, 1995; MONCADA, S. et al, 1991).

A producado de NO parece inibir a replicacéo viral possivelmente pelo efeito direto
sobre o virus e as células hospedeiras. O NO danifica o DNA viral e/ou liga ions
metalicos as proteinas virais que sdo essenciais a replicacdo viral (NGUYEN et al.,
1992; RICE et al., 1993; WINK et al., 1991). Esses efeitos do NO foram evidenciados,
por exemplo, em infecgdes virais por VSV, ectromelia, vaccinia e herpex simples tipo 1
(BARNA et al., 1996; Bl et al., 1995; KARUPIAH et al. 1998; POPE et al. 1998).

O bulbo olfatorio € uma das poucas areas do SNC adulto onde a NOS neuronal é
rapidamente expressa (BREDT et al., 1990). A expressdo constitutiva de NOS em
neurdnios olfatorios declina apos o nascimento, mas sao rapidamente induzidos apos a
injaria (ROSKAMS et al., 1994).

A producdo de NO via microglia parece constituir um dos mais importantes
eventos da imunidade inata do SNC contra a infeccdo de VSV. Alguns estudos
demonstraram que o aumento da expressdo de iINOS microglial coincide com a
diminuicdo da titulacéo viral (Bl & REISS, 1995). O aumento da expressao de NO é um
importante fator para o controle inicial da infeccdo por VSV, antes que respostas
imunes especificas se desenvolvam. Contudo, uma expresséo elevada de iINOS pode
levar a um aumento exagerado na producdo de NO que, em determinadas condicdes,
pode destruir neurdnios, inibindo alguns mecanismos intracelulares necessarios para a
sobrevivéncia dessa célula (MANDER & BROWN, 2005).



2 JUSTIFICATIVA

A aplicacdo de um modelo experimental de infec¢cdo pelo virus Maraba em
animais adultos de laboratério pode propiciar valorosas informac¢des quanto a presenca
do virus nas diferentes regibes do SNC, possiveis danos celulares provocados pela
infeccao, reatividade glial, aumento da expressao de moduladores inflamatérios e NO,
gque podem servir de parametros para comparacdo com a infeccdo produzidas por
outros virus, ou condi¢des neuropatoldgicas, em animais ou mesmo em humanos.

A resposta imunoldgica contra patégenos invasores conta com o envolvimento
tanto de células do sistema imune inato quanto do adaptativo. As microglias e astrécitos
estdo envolvidas na primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, pois atraves
de suas funcbOes basicas eles respondem rapidamente a invasdo, aumentando a
expressao de citocinas, quimiocinas e NO e ROS, que, por fim, promovem aumento do
status pro-inflamatério e aumentam o stress oxidativo no SNC, que tomados em
conjunto podem ajudar na eliminacdo do virus, ou quando a resposta € exagerada,
provocar danos ao SNC.

Portanto, a andlise da neuropatologia induzida pelo Virus Marabad em
camundongos adultos Balb/c, ira tracar um perfil de distribuicdo do virus e das lesbes
no parénquima encefalico, além de demonstrar a aspectos da resposta imune no SNC
induzidas pela infeccdo com o virus em estudo. Os resultados obtidos neste trabalho
irdo fornecer subsidios para estudos futuros que tenham como objetivo o controle da

progresséao da infeccéo pelo virus Marabd, ou de outra espécie do género VSV.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar aspectos da neuropatologia induzida pelo virus Maraba em
camundongos adultos, a partir da andlise histopatologica, imunohistoquimica e de

mediadores inflamatorios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a alteracBes histopatologicas do encéfalo dos animais infectados pelo virus
Marab4;

e I|dentificar as regides encefalicas infectadas pelo virus Maraba em camundongos
adultos;

e Analisar qualitativamente a ativacdo de microglias e astrécitos a partir de sua
morfologia nos animais infectados pelo virus Maraba;

e Quantificar a expresséao de citocinas e NO em animais infectados.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTOS DE BIOSSEGURANCA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa no uso de
Animais (CEUA) do IEC e foi aprovado sob parecer N° 0004/2013/CEUA/IEC/SVS/MS,
além disso, todos os procedimentos tiveram a observancia das normas e critérios pré-
estabelecidos e exigidos pelo Comité Internacional de Biosseguranca, quanto aos
procedimentos de isolamento e técnicas destinadas a utilizacdo de agentes infecciosos
pertencentes ao nivel de biosseguranca 3.

Nos procedimentos que envolvem a manipulagdo dos virus foram utilizados os
equipamentos de protecédo individual — EPIs (6culos, jalecos, luvas, mascara) e o0s
equipamentos de protecdo coletivos — EPCs (camara de fluxo laminar de classe 1l A2).
Materiais biologicos desprezados (carcacas de animais, restos de culturas celulares)
foram acondicionados em recipientes apropriados, esterilizados em autoclave e

enviados para a incineracgao.

4.2 CEPA VIRAL

Amostras do VIRUS MARABA (BE AR 411459) foram fornecidas pela Secéo de

Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SEARB) do Instituto Evandro Chagas.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados um total de 210 camundongos Balb/c provenientes da coldnia
do Biotério Central do Instituto Evandro Chagas conforme quadro abaixo. Os animais
foram alojados no biotério do Laboratério de Microscopia Eletrénica do IEC em gaiolas
plasticas de tamanho padrdo (32x39x16cm) com agua e comida ad libitum, sob a

temperatura aproximadamente 23°C e ciclo claro-escuro de 12h/12h.



Os animais que foram utilizados nos procedimento de Histopatologia,
Imunohistoquimica, detec¢cdo de citocinas e NO foram divididos em grupos controles
(Ac) grupos infectados (Ai) inoculados.

Quadro 1: Procedimentos experimentais e nimero de animais

TECNICAS ANIMAIS (CAMUNDONGOS) AH(I)MD/-I\EIS

TITULACAO VIRAL Neonatos com 2dias de idade 60
ESTOQUE VIRAL Neonatos com 2dias de idade 30
PRODUCAO DE SORO HOMOLOGO Machos adultos 30
HISTOPATOLOGICA rl;eérgg?s com 56 dias de idade (em 30
IMUNOHISTOQUIMICA ;eérg;?s com 56 dias de idade (em 20
DETECCAO DE CITOCINAS E NO Eggg‘;‘s B S18) EIEES B2 IS (Em 40

TOTAL DE ANIMAIS USADOS 210

4.4 PRODUCAO DO INOCULO E DO ESTOQUE VIRAL

Suspensbes de cérebro de camundongos infectados com o espécime viral e nao
infectados na diluicdo de 1:10, foram inoculadas em camundongos BALB/c recém-
nascidos por via intracerebral (i.c.). As suspensfes de cérebro de camundongos
infectados e nao infectados foram feitas a partir da maceracdo de cérebro de
camundongo em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 contendo
albumina bovina a 0,75%, estreptomicina (100 pg/mL) e penicilina (100 Ul/mL), (v/v). O
macerado foi centrifugado a 5.000 g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para recipientes apropriados e 0,02 mL desta suspenséao (1:10) foi inoculado
com seringa hipodérmica no cérebro de camundongos.

Os animais infectados e controles foram observados 2 vezes ao dia (em
intervalos de aproximadamente 12 horas). Ap6s manifestacdo dos sinais de doenca
(dificuldade de alimentacéo, falta de coordenacdo motora, tremores) os animais foram
sacrificados, identificados e congelados a -70°C para compor o estoque viral e

posteriormente serem utilizados nos experimentos.



4.5 TITULACAO DO VIRUS

A titulacdo viral foi realizada a partir do preparo de diluicdes seriadas de dez
vezes (de 10" a 10®) da suspensé&o viral, seguido de inoculac&o via i.c. de 0,02 mL em
camundongos recém-nascidos. O titulo foi calculado pelo método de Reed & Muench
(1938) e expresso como DLs¢/0,02 mL (dose letal capaz de matar 50 % dos
camundongos infectados).

4.6 SORO HOMOLOGO

Os antigenos imunizantes foram preparados a partir de suspensao de cérebros
de camundongos infectados, na proporcao de 1:10, em solucéo salina (NaCl) a 0,85%.
O esquema de imunizacdo consistiu de quatro injecdes intraperitoniais (i.p.) em
camundongos machos adultos, administradas com intervalos de sete dias (durante
guatro semanas), na quantidade de 0,2 mL por camundongo. O soro foi obtido apés um
intervalo minimo de sete dias da ultima dose administrada. Os animais foram
anestesiados e sangrados por puncédo cardiaca. O sangue foi centrifugado a 1370g
durante 10 minutos, e soro coletado e conservado a -20°C. Foram utilizados 30 animais
nesta etapa do trabalho.

Para o processo de adsorcdo do anticorpo um animal € anestesiado e
eutanasiado por anestesia profunda com halotano, o cérebro é retirado, pesado e
macerado, depois homogeneizado com PBS 0.1M, BSA a 10%, penicilina a 200Ul/ml e
estreptomicina a 200ug/ml, respeitando a diluicdo de 1:5. O homogeneizado é
centrifugado por 15 minutos a 8.000 RPM a uma temperatura de 4°C, terminado o
tempo coleta-se o sobrenadante. A este sobrenadante € adicionado soro homélogo na
proporcao de 1:1, de acordo com a necessidade do experimento a ser realizado, e a
mistura é mantida a temperatura de 10°C por 12hs. Apds esse periodo a mistura é
centrifugada novamente por 15 minutos a 9800g a uma temperatura de 10°C e o
sobrenadante colhido para ser utilizado como anticorpo primario para marcacdo do

antigeno viral no procedimento de imunohistoquimica.



4.7 PERFUSAO E CRANIOTOMIA

Ap’s os tempos avaliados em cada procedimento, os animais foram anestesiados
com tribromo-etanol intraperitoneal (0,1ml/5g de peso corporal) e perfundidos por via
intracardiaca com solucdo salina a 0,9%, pH 7,2, contendo heparina, seguida de solugéo
fixadora contendo 4% de formaldeido nascente em tampdo fosfato a 0,1M, pH 7,2, a
temperatura ambiente. ApOs perfusd@o, a calota craniana foi removida para a retirada do
cérebro, o qual foi imerso na mesma solucao fixadora por 48 horas. Os encéfalos retirados e
seccionados em micrétomo de Iamina vibratéria (Micron HM 650 V) em fatias de 80 um de
espessura, e estocados em paraformaldeido a 2% (imunohistoquimicas).

4.8 PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

Os camundongos (oito semanas de idade) foram divididos em grupo de Ai e
grupo de Ac, inoculados por via i.n. com 0,02mL em cada narina, de uma suspensao de
encéfalo de camundongo infectados com o virus Maraba e de camundongo normal
respectivamente, na proporcdo de 1:1000. ApGs 2, 4 e 6 dias da inoculagéo, trés
animais de cada grupo (Ai e Ac) foram anestesiados com tribromo-etanol intraperitoneal
(0,1ml/5g de peso corporal) e submetidos aos procedimentos de perfusdo e
craniotomia, conforme descrito no item 4.7. Ao final desse periodo, foram realizadas
trés lavagens com PBS, pH 7,2, a temperatura ambiente, seguida da desidratacdo em
diluicdes crescentes de etanol (50%, 70%, 90%, e 100%), com trés passagens em xilol
a temperatura ambiente e imersdo em dois banhos de parafina a 60°C. O
processamento foi finalizado com a inclusdo das amostras em blocos de parafina.

Os blocos foram seccionados com o auxilio de micrétomo rotativo (Leica - Suica),
obtendo-se cortes coronais com espessura de 5um. Por fim, os cortes foram corados
pela técnica de Hematoxilina e Eosina, seguida da observacdo ao microscépio 6ptico

(Axiophot - Zeiss) e obtencdo das imagens com maquina digital (AxioCam HRC - Zeiss).



4.9 PROCESSAMENTO IMUNOHISTOQUIMICOS

Foram utilizadas rea¢6es de imunohistoquimica para identificacdo dos antigenos
do virus Maraba, de astrécitos e microglias no parénquima cerebral. Para isso, foram
utilizados camundongos Balb/c de oito semanas em média, sendo que 0S mesmos
foram divididos em grupos de animais infectados (Ai) inoculados com homogeneizados
de macerado de cérebro de camundongo infectado pelo virus Maraba, e animais
controles (Ac) inoculados com homogeneizado de macerado de cérebro normal,na
propor¢cdo de 1:1000. Posteriormente, em 3 e 6 dias pdés-inoculagdo (d.p.i.).cinco
animais de cada grupo foram submetidos ao procedimento perfusdo e craniotomia,

conforme descrito no item 4.7.

4.9.1 Imunohistoquimica para os antigenos virais e para GFAP

Para identificar a presenca dos antigenos virais e astrocitos reativos em secc¢oes
fixadas foram empregadas técnicas imunohistoquimicas utilizando anticorpos
especificos contra o virus Maraba e contra proteina acida fibrilar glial (GFAP)
respectivamente. Foram realizados 0s seguintes passos para ambos 0s processos:

As seccdes foram tratadas com acido borico 0,2M, pH 0.9 a 70° C por uma hora.
Depois deste processo, foi realizado somente para as amostra para Imunohistoquimica
de anti-GFAP a Incubacdo em Tris-EDTA durante 12h. Em seguida os cortes foram
permeabilizados e lavados com Salina tamponada fosfatada + Triton 5% (PBST) e
Salina tamponada fosfatada (PBS) respectivamente por trés vezes de cinco minutos.
Terminada a lavagem as secc¢des foram colocadas em uma solucao para bloqueio de
sitios inespecificos, feito com o componente MOM IgG Blocking Reagent (12 gotas
Stick Solution Mouse IG Blocking Reagent + 15 ml TBS) por uma hora. Entdo os corte
foram novamente lavados com PBS por trés vezes de cinco minutos, para em seguida
serem incubados por 72h na solu¢do contendo o anticorpo primario especifico para
cada amostra: Anti-Maraba cuja diluicdo do anticorpo foi de 1:50 na solucdo de
concentrado proteico (500ul do anticorpo/25ml de concentrado proteico); ou anti-GFAP

cuja diluicdo do anticorpo foi de 1:800 (18,75ul de GFAP + 15 ml de concentrado de



proteina). O concentrado proteico, também conhecido como solucdo de trabalho, foi
feito com 1200ul de concentrado de proteina + 15 ml de PBS.

Terminada a incubacdo no anticorpo primario os cortes receberam novamente
uma lavagem em PBS por trés vezes de cinco minutos, e foram colocados em
incubagdo em uma solugéo de 60 ul de Biotinylated IgG (Kit MOM IgG Biotinylated Anti-
/mouse IgG) em 15000 pl (15ml) da solugéo de trabalho por 12h.

O passo seguinte foi a lavagem das amostras em PBS por trés vezes de cinco
minutos, para em seguida serem incubadas por 10 minutos em uma solugéao de 0,3%
de Peroxido de Hidrogénio (H202) em PBS para blogueio da atividade da peroxidase
endégena . Em seguida ocorreu a lavagem com PBS por trés vezes de cinco
minutos, quando , entdo, sdo incubados em solugdo ABC (complexo biotina avidina) -
2,5ml de PB 0,1M + uma gota da solucéo de avidina + 1 gota da solucéo de biotina,
ambos do Kit MOM, por uma hora. Terminada esta etapa, os cortes sdo lavados em PB
0,1M por trés vezes de cinco minutos. Antes da revelacdo com GND (Glucose oxidase/
Niquel/ DAB) as secc¢fes sao incubadas com Tampao Acetato 0.2M pH 6.0 por cinco
minutos., para em seguida ser colocados na solucdo de GND para revelagdo. Para
interromper a reacao foi utilizado PB 0,1M.

Este processo de revelacédo da peroxidase presentes nos sitios de ligacdo antigeno
— anticorpo foi realizada seguindo-se o protocolo para intensificacdo da reacéo
utilizando Niquel/glicose oxidase/diamino benzidina (SHU et al., 1988).

A precipitacdo do cromoégeno intensificado pelo Niquel se da apds a reacao
enzimatica empregando glicose oxidase (enzima que quebra a glicose), a-D-glicose
(substrato) e Cloreto de ambnia (co-fator). Para preparo da solucdo de glicose-oxidase/
Diaminobenzidina/ Niquel foram utilizadas as seguintes etapas:

a) Solucao A: 50mg/ml de sulfato de Niquel em tampé&o acetato a 0,2M e pH de

6.0;

b) Solucao B: 0,5 mg/ml de DAB em 4gua destilada,;

c) Adiciona a solucéo A na Solugao B e acrescenta 4mg/ml de a-D-glicose e 0,8

mg/ml de cloreto de aménia a solucao final.

d) A solucao final é adicionada as seccdes e ap0s 3 minutos acrescenta-se,

aproximadamente, 1mg/ml de glicose oxidase a mistura, continuando o acréscimo



em intervalos de 10 minutos. A reacdo é interrompida no trigésimo minuto de
reacao, realizando-se 3 lavagens com tampao fosfato a 0,1M e pH de 7,2 a 7,4.

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas, secos a temperatura
ambiente e, posteriormente, desidratados em &lcool em vérias concentra¢gdes (70, 80,
90 e 100%), para entdo serem diafanizados em xileno e montados entre
lamina/laminula com Entellan (Merk - Alemanha), analisados em microscopio optico de
campo claro (Axiophot — Zeiss) e fotografados com camera digital (AxioCam HRC —
Zeiss).

4.9.2 Imunohistoquimica para revelacéo de microglia ativada

A proliferagéo e ativagéo microglial em secgdes fixadas em paraformoaldeido, foi
avaliada usando anti-Iba-1 (ionized calcium binding adaptor protein-1). O protocolo
utilizado possui as mesmas etapas dos procedimentos para marcacado do antigeno viral
e de GFAP acima descritos, alterando-se apenas as seguintes solucdes e reagentes:

- Tris salina Triton 5% (TBST) para permeabilizacdo das amostras;

- Tris salina tamponada (TBS) para lavagem do material;

- O anticorpo primario anti-lba-1 (diluicdo de 40ul de Iba-1 + 16 ml de TBS)

- Solucédo de caseina (1ml de caseina + 10ml de agua destilada) para bloqueio
dos sitios inespecificos;

- O anticorpo secundario salstok Biotinylated Anti-Rabbit IgG (90 ul de
Biotinylated IgG em 18000 ul da solugdo de trabalho - 1200 uyl de concentrado de
proteina + 15 ml de PBS).



4.10 TESTES PARA DETECCAO DE CITOCINAS E NO

4.10.1 Preparo do homogeneizado de cérebros de camundongos

Camundongos BALB/c com média de 8 semanas de idade, foram divididos em
grupo de Ai e grupo de Ac e inoculados por via i. n. com 10uL em cada narina. A
solucdo inoculada foi feita a partir de suspensbes de cérebros de camundongos
infectados com o espécime viral em estudo e de suspensdes de cérebro de
camundongo normal, respectivamente, na proporcao de 1:1000, preparadas conforme
descrito no item 4.4. Os animais infectados e controles foram identificados e congelados
a -80°C com 3 e 6 d.p.i. Em seguida, foi feita a maceracdo dos cerebros desses
camundongos em tampao PHEM 2X na proporcdo de 1:5 para serem utilizados nos
experimentos de detecgao de citocinas e NO.

4.10.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA do tipo sandwich)

Essa técnica foi realizada conforme instrucées do fabricante do kit (BD OptEIA™
-BD Biosciences-EUA). Para analisar a expresséao das citocinas IL-12p4, TGF-B1 foram
utilizados homogeneizados de encéfalo de camundongos adultos albinos da linhagem
BALB/c infectados e do grupo controle sacrificados em 3 e 6 dias pos-inoculagéo.

Placas de 96 pocos foram incubadas com anticorpo de captura especifico para
cada citocina, overnight a uma temperatura de 4°C. As placas sensibilizadas foram
lavadas com uma solucéo contendo PBS e Tween 20 a 0,05% e depois incubadas com
200uL de uma solugéo de bloqueio composta de PBS e 10% de soro bovino fetal (SBF)
por um periodo de uma hora a temperatura ambiente.

As placas foram novamente lavadas como descrito anteriormente, seguida da
adicdo dos sobrenadantes das suspensfes dos encéfalos de camundongos e das
diluicbes seriadas da curva padrdo; e incubacdo por duas horas em temperatura
ambiente — para a quantificacdo da citocina TGF-B1, as amostras foram previamente
tratadas com &cido cloridrico (HCI) por uma hora e depois neutralizadas com hidroxido

de sodio (NaOH). Apé6s esse intervalo, as placas foram lavadas cinco vezes e



incubadas com anticorpo de deteccdo biotinilado acrescido de estreptavidina ligada a
peroxidase por um periodo de uma hora a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas e incubadas com o cromégeno (TMB - Tetrametilbenzidina) por 15-30 minutos
a temperatura ambiente e protegidos da luz. Apés incubacéo, a reacao foi interrompida
com acido sulfarico (H,SO4) a 2N e analisada na leitora de ELISA Modelo EL 800 - BIO-
TEK com filtro de 450nm.

4.10.3 Citometria de Fluxo

Essa técnica foi realizada conforme instrucdes do fabricante do kit (BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflamatory - BD Biosciences-EUA). Para analisar
a expressao das citocinas IL-6, TNF, IFN-y, IL-12p70, IL-10 e MCP1 foram utilizados
sobrenadantes de homogeneizados de encéfalo de camundongos albinos da linhagem
BALB/c adultos infectados e do grupo controle, sacrificados em 3 e 6 dia pos-
inoculacao.

As amostras e as diluicbes seriadas da curva padréo foram colocadas em tubos
apropriados devidamente identificados contendo os anticorpos de captura de deteccao
das citocinas mencionadas acima, incubados por duas horas e, apds esse periodo, foi
acrescentado o tampao de lavagem para aumentar o volume das amostras e facilitar a
leitura. Os tubos contendo as amostras foram levados ao citbmetro de fluxo (BD
FACSCanto Il) para a leitura dos resultados. A analise dos resultados foi realizada

utilizando o software FCAP Array 3.0.

4.10.4 Reagente de Griess para Quantificacdo de Nitrito

Essa técnica foi realizada conforme instrucbes do fabricante do kit (Molecular
Probes, EUA), com algumas modificacées. Para quantificacdo de nitrito, formado pela
oxidacdo espontanea de NO sob condic¢@es fisiologicas.

Os animais foram divididos em grupo de Ai e grupo de Ac e inoculados por via i.

n. com 20uL — 10uL em cada narina — de suspensdes de cérebros de camundongos



infectados com o espécime viral em estudo e de suspensfes de cérebro de
camundongo normal, respectivamente, na propor¢do de 1:1073, preparadas como
descrito no item 4.4. Os animais de ambos os grupos foram sacrificados em 3 e 6 dias
pos-inoculagdo. O limite de detecgéo para esse método é de 1,0 uM de nitrito.

Foram colocados 50 uL de cada sobrenadante das suspensdes de encéfalo de
camundongos em uma placa de 96 pocos, juntamente com 50ul das diluicbes previstas
no kit em tampéao apropriado para produzir a curva padrdo. Em seguida, nos pogos que
continham as amostras biolégicas e as diluicdes seriadas da curva padrao foram
adicionados 50uL do reagente de Griess, anteriormente preparado com volumes iguais
do componente A (N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride) e do componente B
(acido sulfanilico), incubando a placa por uma hora a temperatura ambiente. A amostra
de referéncia fotométrica foi preparada misturando-se 50uL do reagente de Griess e
50uL de agua deionizada. Apods incubacao, a absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotdmetro, utilizando filtro de comprimento de onda de 550nm.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Trés experimentos realizados para analisar quantitativamente a producdo de
citocinas e nitrito em homogeneizado de encéfalos de camundongos infectados e nao
infectados. A partir dos resultados sera feita andlise estatistica no software GraphPad
Prism 5 utilizando o teste ANOVA Two-way, pos-teste de Comparacdo Mdltipla de

Bonferroni, com p<0,05.

5 RESULTADOS

5.1 ANIMAIS INFECTADOS COM O VIRUS MARABA



Os animais inoculados com o virus Marabd via i.c., 18 horas pés-inoculacdo
(p.i.), apresentaram sinais de infeccdo caracterizados por hipoatividade progressiva,
tremores nas extremidades, hipodesenvolvimento e dificuldade de movimento e de

alimentacdo. O titulo viral do estoque ficou em torno de 9,6 DL5,/0,02 mL.

5.2 RESULTADOS DOS TESTES HISTOPATOLOGICOS

O Ac de 2,4 e 6 d.p.i. e 0s Ai 2 e 4 d.p.i. ndo apresentaram evidéncias de
alteracdes histopatolégicas (dados nao mostrados).

Os Ai 6 d.p.i. demonstram inflamacéo aguda e cronica no septo interventricular e
substancia branca adjacente ao cortex das regides occipital e fronto-parietal. Células
picnéticas estavam presentes em varias regidoes encefalicas. Foi observado ainda e
edema perivascular em varias regioes encefalicas e sinais intensos de celular no bulbo

olfatorio. (dados ndo demonstrados).

5.3 DETECCAO DE ANTIGENOS VIRAIS

Os ensaios imunohistoquimicos para deteccdo dos antigenos virais demonstrou
a presenca do virus Maraba em camundongos inoculados por via intranasal 3 d.p.i no
bulbo olfatério, cortex olfatério primario, cortex pré-limbico e cortex infra-limbico (Figura
4C, D). As Figura 4A,B sdo de animais controles 3 d.p.i. demonstrando o parénquima

cerebral sem marcacdes inespecificas.



Figura 4: Fotomicrografias de seccdes de cérebro de camundongo controle 3 d.p.i. (A - B), de cérebro
de camundongo infectado pelo virus Maraba 3d.p.i. (C — D), processados por imunohistoquimica para
marcacdo do antigeno viral marcagdo do antigeno viral: A: cortex frontal préximo ao cortex olfatério
primario de animal controle 3 d.p.i., B — mesma regido com aumento de 40x.; C - cortex pré-limbico
de animal infectado 3.d.p.i.; D — mesma regido com aumento maior.

As seccdes de cérebro de camundongo infectado 6 d.p.i. apresentaram intensa
marcacao de antigenos virais disseminada por todo o encéfalo principalmente no bulbo
olfatdrio, cértex cerebral , lobo olfatorio, plexo coroide, septo interventricular, camada de
células ependimais dos ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculo, nudcleo
acumbens hipocampo, capsula interna e externa, giro denteado, nucleos da base,
talamo, cingulum, corpo caloso, tronco encefalico, cerebelo e meninges de varias

regides encefélicas. As Figura 5C, D, E, F mostram a presenca dos antigenos virais no



cortex frontal (5C,D) e regido do corpo estriado (5E,F) . As figura 5A,B sdo micrografias

sem marcacdao inespecificas em Ac de 6 d.p.i..

Figura 5: Micrografia de secc¢des de cérebro de camundongo controle (A — B ) e micrografia de
secc¢les de cérebro de camundongo infectado pelo virus Maraba 6 d.p.i. (C, D, E, F) processados por
imunohistoquimica para marcagdo do antigeno viral. A - Cértex frontal de animal controle sem
marcacgdo do antigeno viral; B — Corpo estriado e area septal de animal controle sem marcacéo; C
marcac¢do do antigeno viral no cortex frontal; D — Maior aumento de C; E — Marcac¢&o do antigeno viral
no corpo estriado préximo ao ventriculo lateral; F - mesma regido com aumento maior.



Figura 6:Desenho esquematico de um encéfalo em corte sagital com delimitagdo de algumas
regides e micrografia de sec¢Bes de cérebro de camundongo infectado 6 d.p.i., mostrando algumas
das regiGes encefalicas com marcagéo do antigeno viral. A - Cértex olfatorio primario; B — Regides
adjacentes ao ventriculo lateral com marcagdo do antigeno viral (corpo estriado, CA3 do
hipocampo,Septo interventricular); C - Hipocampo. Giro denteado e cortex entorrinal; D — Marcagao
do antigeno viral no cerebelo; E — Marcacéo do antigeno disseminada no tronco encefalico; F —
Regibes talamicas abaixo do ventriculo lateral.

5.4 DETECCAO DE MICROGLIA

Nas seccles encefalicas processadas para deteccdo de Iba-1 nos animais do
grupo infectado 3 d.p.i, foram observadas marcagfes de microglias com processos mais
curtos e espessos e soma hipertrofico, morfologia esta compativel com a de células
ativadas. Microglias com aspecto ativado foram mais observadas no bulbo olfatério e
em cortex.olfatorio primario, cortex pré-limbico e cértex infra-limbico.(Figura 7C, D). Por

outro lado em animais do grupo controle foram observadas células com processos



longos e delgados e soma menor quando comparado com as micréglias ativadas
(Figura 7A, B).

Figura 7: Micrografia de secc¢des de cérebro de camundongo controle (A — B ) e de secgdes de
cérebro de camundongo infectado pelo virus Maraba 3d.p.i. (C — D), processados por
imunohistoquimica para marcacéo de lba-1. A — regido de coértex olfatério primario de animal
controle 3 d.p.i.; B — foto anterior em aumento maior; C — Evidente ativacdo microglial no bulbo
olfatério de animal infectado 3 d.p.i.; D — Maior aumento de C, mostrando microglias em estado de
ativacao.

Os animais controles 6 d.p.i como esperado ndo apresentaram microglias em
estagios de ativacdo (Figura 8A,B). J& os camundongos infectados com o virus 6.d.p.i.,
demonstraram marcacdo indicadora de ativagdo microglial em vérias regides
encefalicas, incluindo bulbo olfatorio, cortex olfatério anterior (Figura 8C,D,E), septo
interventricular, corpo estriado, talamo, hipocampo, giro denteado (Figura 8F,G), tronco
encefalico, cerebelo e cortex. Além disso, neste periodo de infeccdo (6 d.p..) a

imunomarcacao também ocorreu em muitas células ameboides e globulares presentes



nas mesmas regifes que apresentavam microglia ativada, porém em maior quantidade
nas camadas corticais adjacentes a pia-mater e na prépria superficie pial. A localizacao
das microglias ativadas em geral coincidiu com localizacdo da marcacdo do antigeno

viral.

A

Figura 8: Micrografia de seccdes de cérebro de camundongo controle (A — B ) e micrografia de
sec¢bes de cérebro de camundongo infectado pelo virus Maraba 6 d.p.i. (C, D, E, F,G)
processados por imunohistoquimica para Iba-1. A - Nucleo olfatério anterior mostrando microglias
sem ativagdo; B - Aumento de A; C - Regido do nucleo olfatério anterior; D - Aumento de C
mostrando ativacdo microglial; E - Aumento de D; F - Ativagdo microglial nas camadas
moleculares e polimorfica do do giro denteado; D - maior aumento de C.



5.5 - DETECCAO DE ASTROCITOS

A imunohistoquimica para deteccdo de GFAP nédo revelou marcagdo de
astrocitos reativos nos animais do grupo controle de 3 d.p.i. (Figura 9A, B). Quanto aos
animais dos grupos infectados com os virus Maraba 3 d.p.i a presenca de astrocitos
reativos no encefalo foi observada apenas no bulbo olfatério (Figura 9C, D).

Figura 9: Micrografia de seccdes de cérebro de camundongo controle (A — B ) e de seccdes de
cérebro de camundongo infectado pelo virus Marabd 3d.p.i. (C - D), processados por
imunohistoquimica para marcacdo GFAP. A —regido do cortex olfatériol de animal controle 3 d.p.i.; B —
mesma regido de A em aumento maior, mostrando astrécitos sem reatividade; C — Evidente reacao
astrocitaria no bulbo olfatério de animal infectado 3 d.p.i.; D — Maior aumento de C, mostrando
astrogliose.

SeccOes de cérebro de animal controle 6 d.p.i. ndo apresentaram astrocitos
reativos no parénquima(Figura 10A,B). Por outro lado, nos camundongos infectados
com o virus 6.d.p.i., mostraram a presenca de astrogliose moderada principalmente no

bulbo olfatério, cingulum, capsula interna, corpo estriado, tAlamo, cortex frontal, regides



paraventriculares do ventriculo lateral, 3° e 4° ventriculos e nucleo do trato solitario
(Figura 10C,D,E,F).

Figura 10: Micrografia de sec¢bes de cérebro de camundongo controle (A — B ) e micrografia de
secc¢les de cérebro de camundongo infectado pelo virus Maraba 6 d.p.i. ( C, D, E, F) processados por
imunohistoquimica para GFAP. A - Regido do cortex frontal; B — maior aumento de A; C — regido do
cortex frontal com astrdcitos reativos; D - maior aumento de C; E — regido do nucleo do trato solitario
abaixo do 4° ventriculo; F - Regido do corpo estriado proximo ao ventriculo lateral revelando moderada
astrogliose.



5.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E DE NO

5.6.1 Técnica de ELISA tipo sandwich

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para andlise da expressao da citocina pro-
inflamatérias IL-12p40 e antinflamatéria TGF-B, foram realizados a partir de
sobrenadantes de homogeneizados de cérebros de camundongos infectados e de
cérebros de animais normais, submetidos a eutanasia no terceiro ou sexto dia apés a
inoculacao.

A andlise da expressdo das citocinas TGF-B ndo apresentou diferencas
significativas entre os Ai e Ac nos tempos avaliados (dados ndo demonstrados). Isto
também foi observado em relacdo a citocina 1L-12p40, nas amostras provenientes de
sobrenadantes de Ac e Ai com o virus Maraba 3d.p.i. Por outro lado, os Ai 6 d.p.i.
apresentaram aumento significativo na expresséo de IL-12p40, quando comparados ao

Ac do mesmo periodo e Ac e Aide 3 d.p.i. (Figura 11).
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Figura 11: Andlise estatistica da expressdo da citocina IL-12p40 em sobrenadantes de
homogeneizados de cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e
cérebros de animais normais (Ac) 3 e 6 dias pés inoculacao (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal
infectado; Ac: animal controle.Teste estatistico ANOVA Two-way, pds-teste Comparagdo Multipla de
Bonferroni, com (*) = p<0,001; (**) = p<0,01.



5.6.2 Citometria de fluxo

O teste de Citometria de Fluxo para analise da expresséo das citocinas IL-12p70,
INF- vy, IL-6, TNF, IL-10 e quimiocina MCP-1p, foi realizado a partir de sobrenadantes de
homogeneizados de cérebros de camundongos infectados e de cérebros de animais
normais, eutanasiados no terceiro ou sexto dia apds a inoculacéo.

A andlise da expressao da citocina IL-p70 mostrou baixos niveis de expressao e,
portanto, ndo apresentou diferencas significativas entre os Ai e Ac nos tempos avaliados
- 3 e 6 d.p.i. (dados ndo demosntrados).

A expressao da citocina IL-10 3 d.p.i., ndo apresentou diferenca entre os animais
controles e infectados com o virus Maraba. Por outro lado, os Ai 6 d.p.i. apresentaram
aumento significativo na expresséo de IL-10, quando comparados ao grupo controle do

mesmo periodo de tempo, assim como para 0s outros grupos de animais 3 d.p.i. (Figura
12).
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Figura 12 : Analise estatistica da expressao da citocina IL-10 em sobrenadantes de homogeneizados de
cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e cérebros de animais
normais (Ac) 3 e 6 dias pos inoculacéo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal infectado; Ac: animal
controle. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Mdltipla de Bonferroni, com (*) =
p<0,001; (**) = p<0,01.



A andlise da expressdo da citocina TNF-a 3 d.p.i., ndo apresentou diferenca
significativa entre os animais controles e infectados com o virus Maraba. No entanto, as
amostras de Ai 6d.p.i apresentaram aumento significativo na expressdo de TNF-q,
guando comparados ao grupo controle do mesmo periodo de tempo, assim como para 0s
outros grupos de 3 d.p.i (Figura 13).
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Figura 13 : Andlise estatistica da expresséo da citocina TNF-a em sobrenadantes de homogeneizados
de cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e cérebros de animais
normais (Ac) de 3 e 6 dias pds inoculacéo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal infectado; Ac: animal
controle. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Multipla de Bonferroni, com (*)=
p<0,05.

Os niveis de expressao da citocina IL-6 ndo apresentaram diferencas entre os
animais controles e infectados com o virus Maraba 3 d.p.i. Porém, os Ai 6 d.p.i
apresentaram aumento significativo na expressao de IL-6, quando comparados ao grupo
controle do mesmo periodo de tempo, assim como para 0s outros grupos de 3 d.p.i
(Figural4).
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Figura 14 : Andlise estatistica da expressao da citocina IL-6 em sobrenadantes de homogeneizados de
cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e cérebros de animais
normais (Ac) de 3 e 6 dias pds inoculacéo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal infectado; Ac: animal
controle. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Mdultipla de Bonferroni, com (*) =
p<0,001.

As amostras para deteccdo de INF-y também ndo apresentaram aumento da
expressao desta citocina 3 d.p.i. nos grupos de animais controles e infectados pelos virus
Maraba. No entanto, os Ai 6 d.p.i. apresentaram aumento significativo na expressao de
INF-y, quando comparados ao grupo controle do mesmo periodo de tempo, assim como

para os outros grupos de 3 d.p.i (Figura 15).
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Figura 15 : Andlise estatistica da expressao da citocina INF- y em sobrenadantes de homogeneizados de
cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e cérebros de animais
normais (Ac) e de 3 e 6 dias pos inoculacéo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal infectado; Ac:
animal controle.Teste estatistico ANOVA Two-way, pés-teste Comparacdo Multipla de Bonferroni, com (*)
= p<0,001.

As amostras para deteccdo de MCP-1 também ndo apresentaram aumento da
expressao desta citocina 3 d.p.i. entre 0s grupos de animais controles e infectados pelos
virus Maraba. No entanto, os Ai 6 d.p.i. apresentaram aumento significativo na expressao
de MCP-1, quando comparados ao grupo controle do mesmo periodo de tempo, assim

como para os outros grupos de 3 d.p.i (Figura 16).
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Figura 16 : Analise estatistica da expressdo da citocina MCP-1 em sobrenadantes de homogeneizados
de cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Maraba (Ai) e cérebros de animais
normais (Ac) de 3 e 6 dias pds inoculagéo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai: animal infectado; Ac: animal
controle. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Mdultipla de Bonferroni, com (*) =
p<0,001.

5.6.3 Técnica do reagente de Griess para quantificacao de nitrito

Este teste foi utilizado para quantificacdo de nitrito, formado pela oxidac&o
espontanea de NO sob condicbes fisiologicas, a partir de sobrenadantes de
homogeneizados de cérebros de camundongos infectados e de cérebros de animais
normais controles, sacrificados no terceiro e sexto dia apos a inoculacdo. As amostras
mostraram diferenca significativa na expressdo de NO entre os animais do grupo Ai
sacrificados 6d.p.i quando comparado ao grupo de Ac do mesmo periodo de tempo
(Figura 17).
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Figura 17: Andlise estatistica da expressdo de Oxido Nitrico (NO) em sobrenadantes de
homogeneizados de cérebros de camundongos previamente infectados com o virus Marab4a (Ai) e
cérebros de animais normais (Ac) de 3 e 6 dias pés inoculacdo (d.p.i.). 3d.p.i. (3) e 6.d.p.i. (6). Ai; animal
infectado; Ac: animal controle.Teste estatistico ANOVA Two-way, pés-teste Comparagdo Mdultipla de
Bonferroni, com (*) = p<0,05.



6 DISCUSSAO

Os estudos com o virus Marabé tiveram inicio em 1983, quando o mesmo foi
isolado a partir de fémeas de flebotomineos. Nessa época, foram realizados teste
sorologicos que o caracterizaram como uma espécie do género VSV, membro da
familia Rhabdoviridae.

O presente trabalho € o primeiro a descrever as alteragbes anatomos-
patoldgicas, a disseminacao do antigeno viral no parénquima encefalico, a reacao glial
e 0 aumento da expressdo de moduladores inflamatérios e NO, induzidos na infec¢céo
pelo virus Maraba no SNC em camundongos adultos.

Para isso, foi realizada analise histopatol6gica, testes imunohistoquimicos em
seccOes de encéfalo com o intuito de confirmar a presenca do agente viral e analisar os
estagios de ativacao celular de microglias e astrocitos.a partir de sua morfologia. Além
disso, foi realizada a quantificacdo da producédo de citocinas e NO para tracar um perfil

da resposta imune local induzida pelo virus Maraba.

6.1 PATOGENESE

Dentre os patdgenos que podem provocar encefalites, 0s virus sdo os agentes
patogénicos que mais causam doencas infecciosas no SNC, apresentando uma
incidéncia global de 6,34 por 100 000 pessoas de todas as idades (FURR & MARRIOTT
2012; JMOR et al., 2008). Ano apos ano, vem sendo demonstrado a importancia do
estudo das encefalites causadas por virus, tanto pela diversidade de espécies que
acometem o SNC, como também pela variedade de lesdes e pelas altas taxas morbi-
mortalidade em humanos e em animais doméstico, de importancia comercial e
ecoldgica.

A co-evolucdo dos agentes virais com o sistema nervoso de mamiferos
demonstra um duelo constante pela sobrevivéncia (CHAKRABORTY et al., 2010). A
maioria das infeccBes virais no SNC é transitdria, mas algumas podem resultar em
incapacidade ou morte. Diversos virus de RNA e DNA entram no SNC por meio do
transporte axonal do sistema nervoso periférico (SNP) (ABDELMAGID, 2012; DENIZOT

et al, 2012) e podem induzir injuria no tecido nervoso por replicagdo direta e lise das
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células do hospedeiro, por ativagdo do sistema imune inato e adaptativo resultando em
apoptose ou por inducdo de autofagia (ABDELMAGID, 2012; AMOR et al, 2010). Em
outros casos, 0s virus podem entrar no SNC por via hematogénica, devido as
alteracfes nas células endoteliais dos vasos sanguineos que permitem a passagem do
virus através da barreira hematoencefalica diretamente ou pelo interior das células
infectadas que atravessam o endotélio (JOHNSON & CUNNINGHAM, 2011; DELEIDI &
ISACSON, 2012).

Em nosso trabalho verificamos que os animais inoculados apresentaram
sobrevida de 6 a 7 dias. Os resultados da andlise histopatolégica mostraram que
apenas nos Ai 6 d.p.i foram observadas alteracdes anatomo-patoldgicas, distribuidas
em varias regides do encéfalo, com presenca de picnose, necrose, edema, infiltrado
inflamatorio de células mononucleares na pia-mater e ao redor de vasos.

No estudo de Gomes-Leal e colaboradores (2006) a inoculagéao i.n. do virus
Maraba em camundongos neonatos mostrou que 25% dos animais inoculados
morreram cerca de 20h apds a inoculacao. Esta morte prematura demonstra claramente
a maior susceptibilidade dos camundongos neonatos quando comparados com a
sobrevida dos adultos observada em nosso trabalho. Essa diferenca na sobrevida
destes animais € justificada pela imaturidade do sistema imune em animais recém
nascidos.

O cerebelo, cortex cerebral, hipocampo e corpo estriado e a maioria dos
neurdnios corticais apresentaram alteracdes anatomo-patolégicas, com presenca de
picnose e necrose induzidas pelo virus Maraba em neonatos (GOMES-LEAL et al.,
2006).

Gomes-Leal e colabradores (2006), também verificaram que na infeccao induzida
pelo VSV Piry, ocorreu intensa necrose em neurbnios corticais e subcorticais.
Neurbnios do cortex cerebral, corpo estriado, hipocampo e cerebelo estavam
claramente necroticos, sendo que células Picndéticas eram muito mais frequentes no
cortex cerebral.

Por outro lado, com VSV Carajas os animais apresentaram sinais evidentes de
infeccdo apenas dois dias ap0s a inoculacdo, sendo que 0S mesmo comecaram a

morrer no terceiro dia apos a inoculagdo. Os antigenos virais foram encontrados em



células redondas nas meninges, nos neurdnios corticais, cerebelo, e nos vasos
sanguineos. A andlise histopatoldgica revelou neurbnios necréticos presentes
principalmente em algumas regides corticais, tais como cortex visual e parietal. Ja o
namero de células picnoticas foi mais elevado no cerebelo (GOMES-LEAL et al., 2006).

As alteracOes histopatolégicas observadas em nosso trabalho sdo semelhantes
as descritas por Gomes-Leal e Colaboradores (2006) em animais neonatos, variando
contudo, o tempo de manifestagdo das mesmas devido a maior velocidade de
disseminacdo do virus nestes animais.

Nossos estudos mostraram que nos Ai 3 d.p.i o virus Marabéa estava presente
somente nas células da superficie da pia-mater do bulbo olfatério, do cortex olfatério
primario, cortex pré-limbico e infra-limbico. Enquanto que os Ai 6 d.p.i. 0 virus alcangou
diversas regides encefalicas, incluindo a camada de células da pia-mater de varias
regides, o bulbo olfatorio, regides corticais (frontal, temporal, parietal, principalmente),
camada de células ependimais dos ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculo,
septo interventricular, corpo caloso, tadlamo, corpo estriado, hipocampo (principalmente
CAl e CA3), giro denteado, mesenceéfalo, ponte e bulbo do tronco encefalico e
cerebelo.

Esses achados confirmam que as lesdes encontradas nestas regides estao
relacionadas a presenca do virus, e sugere que a disseminacao viral no parénquima
encefalico pode ter ocorrido por transporte axonal, hematogénico e através do fluido
cefalorraquidiano.

Alguns trabalhos mostraram que as primeiras células infectadas em uma
inoculacdo de VSV via i.n. em camundongos Balb/c sdo os neurbnios receptores do
sistema olfatério (PLAKHOV et al., 1995), em seguida os neurdnios do bulbo olfatério
sdo infectados, e, por conseguinte, o virus é disseminado para outras areas do cérebro
(HUNEYCUTT et al., 1994; FORGER et al., 1991; LUNDH, et al., 1987).

Na inoculacdo i.n. de um VSV, sorotipo New Jersey, em ratos, os antigenos
virais foram inicialmente observados em neurdnios do epitélio olfatério, seguido de uma
disseminacao caudal a partir do bulbo olfatério para outras regides do cérebro. O virus

também foi detectado através do sistema ventricular e canal central da medula espinhal



(CORNISH, et al., 2001). Esses achados assemelham-se com os resultados no que diz
respeito as lesdes e disseminagao viral.

A sequencia de neuroinvasao para os virus Curionopolis e Itacaiunas, espécies
de um novo género proposto para a familia Rhabdoviridae (DINIZ et al., 2006),
chamado Bracorhabdovirus, também parece ser muito similar aquela apresentada pelas
espécies do género VSV, como a do virus Maraba. Apdés infeccdo de camundongos
neonatos por instilagdo nasal, antigenos dos virus Curiondpolis foram detectados em
células das meninges e em alguns neurénios corticais, proximos a superficie da pia-
mater. No segundo dia pdés-inoculacdo, neurdnios imunomarcados eram visiveis no
bulbo olfatério, cértex pré-frontal ventral e meninges. Por outro lado, os antigenos viras
do virus Itacaiinas sO0 foram detectados apds 3 d.p.i., em alguns conjuntos de
neurdnios imunomarcados nas areas frontais, cortex temporal e parietal, além de
estarem visiveis proximos a superficie pial (DINIZ et al., 2008), similar ao encontrado
em nosso trabalho. Isso demonstra que apesar de serem espécies diferentes,
apresentam semelhancas quanto ao avanco da infeccdo no SNC a partir de uma

inoculacao intranasal

6.2 RESPOSTA IMUNE NO SNC

As interacdes entre o sistema imunologico e SNC em mamiferos constituem uma
complexa rede reguladora de acdes celulares. A resposta imune no SNC diante de uma
infeccdo em principio deve ser um processo rapido, rigorosamente controlado que
reduza de forma eficaz a disseminacdo do agente infeccioso, resultando em danos
minimos ao cérebro e prevenindo uma reposta auto-imune (CHAKRABORTY et al.,
2010). Astrocitos e microglias respondem a qualquer dano no tecido nervoso, com
acOes complexas conhecidas como gliose reativa (STREIT, 2004). A reacéo glial in vivo
produz uma variedade de fatores de crescimento, citocinas, NO, e neuropeptideos, 0s
guais podem estar envolvidos tanto na neuroprotecdo, quanto na neurodegeneracao
(SAIJO et al, 2013; SOLA et al., 2002).

As células microgliais sdo o0s sensores de infeccdes virais no SNC e

desempenham um papel fundamental na geragao de resposta imune. Durante as fases



iniciais da infec¢do viral, essas células atuam como importantes mediadores de
processos neuroinflamatorios e representam a primeira linha de defesa antes da
infiltracdo de linfécitos no cérebro por meio da producdo e secrecdo de inUmeros
moduladores imunes ( FURR; MARRIOTT 2012; MESTRE et al., 2006; STELLA, 2009).

As microglias podem ser ativadas por muitos fatores, incluindo RNA de fita dupla
e fita simples de origem viral, proteinas virais, membranas bacterianas e neurdnios
apoptoticos (TURRIN, 2008). Sua ativacdo é caracterizada por mudancas morfolégicas,
aumento da expressdo de moléculas de superficie e da secrecdo de fatores pro-
inflamatérios e/ou neurotoxicos (KAUR et al., 2010), além disso pode induzir
neuroprotecao por liberar fatores tréficos e neuroprotetores tal como plasminogénio. Em
contraste, pode induzir apoptose em neuronios infectados através da liberacdo de
fatores toxicos incluindo o NO (BENVENISTE, 1997;1998).

Chauhan e colaboradores (2010), verificaram que a infeccdo por VSV in vivo
pode resultar na infeccdo das células da glia in situ, e que a replicacdo viral em
astrocitos e microglias pode desempenhar um papel importante na producdo de
mediadores inflamatérios no SNC, o que pode possivelmente ser estendido para outros
virus neurotropicos de RNA de cadeia negativa também.

Em modelo murino de encefalite induzida por VSV, tanto a astrocitose quanto a
ativacdo microglial ocorrem ja nas fases iniciais da doenca (CHRISTIAN et al., 1996,
STEEL et al., 2009). De Sousa e colaboradores (2011) relataram que camundongos
albinos suicos adultos infectados com o VSV Piry apresentaram intensa ativacao
microglial ao longo da infeccdo, principalmente nas areas do bulbo olfatorio, septo
interventricular e hipocampo.

Camundongos Balb/c jovens infectados por via i.c. com o virus da raiva cepa
CVS-11 apresentaram aumento no numero de células microgliais com morfologia
ameboide em 3 d.p.i., principalmente nas areas do cértex e hipocampo (KOJIMA et al.,
2010).

Em nosso trabalho verificamos a ativagdo microglial ja no 3° d.p.i., principalmente
no bulbo olfatério, cortex pré-limbico, infra-limbico e meninges do cértex frontal. Por
outro lado os Ai 6 d.p.i. demonstraram a intensa presenca de microglia ativadas em

varias regibes do SNC, com marcacdo em células ameboides semelhantes as



microglias em ultimo estagio de ativagdo, principalmente em regides corticais, ha pia-
mater, hipocampo, septo interventricular e camadas paraventriculares dos ventriculos
laterais e 3° e 4° ventriculos. Os resultados mostram algumas areas, incluindo o a
regido CA2 do hipocampo e pequenas por¢cdes giro denteado, sem a presenca de
microlia, e com evidente migracdo microglial em direcdo as regifes proximas a
superficie pial.

Os locais onde foram observadas microglias ativadas coincidiram com os locais
aqueles onde foi observada a presenca de neurdnios infectados com o virus Maraba
em ambos os tempos avaliados (3 e 6 d.p.i.), 0 que demonstra que a ativagcédo microglial
nas varias regides do SNC ocorreu simultaneamente ao surgimento do virus na regiéo.

A reacéo astrocitaria também é um importante mecanismo que pode corroborar
para limitacdo das areas de lesdo (formacéo da cicatriz glial) e para o remodelamento e
recuperacdo das funcdes neurais apos injurias ( ROLLS et al.,, 2009). A astrogliose
reativa € caracterizada por aumento de GFAP, com hiperplasia e hipertrofia astrocitica,
gue ocorrem em resposta a todo tipo de insulto e doengca no SNC (DA CUNHA et al.
1993; EDDLESTON & MUCKE 1993; SOFRONIEW, 2009).

Alguns estudos tem verificado que os astrocitos estdo envolvidos na progressao
patogénica da encefalite causada pelo virus Herpes Simplex-1(HSV-1) (REINERT,
2012). Durante a infeccao por HSV-1, ocorre suprarregulacdo da liberacédo de citocinas
por astrécitos infectados que podem alterar a comunicacdo normal entre neurénios -
astrocitos e levar a instabilidade local do SNC (MACK, 2013).

Camundongos Balb/c adultos infectados via i.n. pelo VSV apresentaram
astrogliose no bulbo olfatério 1 d.p.i.,, sendo que a ativacdo microglial somente foi
observada 3 d.p.i. em regides do bulbo olfatério (Bl et al., 1995). Machado e
colaboradores (2006) também observaram intensa marcacao de astrocitos reativos no
bulbo olfatério e hipocampo de camundongos C57BI6 adultos, apds 6 dias de infeccéo
como VSV.

Em nosso trabalho os Ai 3 d.p.i. apresentaram astrdcitos reativos apenas no
bulbo olfatorio. J& os Ai 6 d.p.i. apresentaram astrogliose, principalmente no bulbo
olfatdrio, cértex olfatorio primario e regides adjacentes as paredes ventriculares (corpo

estriado, tadlamo, septo interventricular e nucleo hipoglossal). A analise de nossos
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resultados permitem dizer que a reacao microglial foi mais intensa quando comparado a
astrogliose em ambos os tempos avaliados (3 e 6 d.p.i.). Isto sugere que a resposta
imunoldgica induzida pela infecgdo com o virus Maraba estd mais associada a ativagéo
microglial do que a astrogliose.

Varios mediadores inflamatérios como citocinas/quimiocinas, Sao expressos
constitutivamente por neurénios, astrécitos e microglias no SNC, em niveis basais
(LUCAS et al., 2006). Em condicbes patoldgicas, a producdo desses mediadores
aumenta, contribuindo para o desenvolvimento da resposta imune (KAUR et al., 2010).

Microglias ativadas sé@o as principais fontes de citocinas pro-inflamatérias no
SNC, embora também possam expressar citocinas antinflamatérias como a IL-10 e o
TGF-B, que inibem a propria resposta inflamatéria através de um feedback negativo
autocrino (KIM & NAGAI, 2010).

O TGF-B € uma citocina produzida por neur6nios, astrocitos e microglias (LAW
et al., 2004; MAKWANA et al., 2007). Esta citocina possui importantes caracteristica
supressoras sobre alguns mecanismos de resposta imune, entre eles a diminuicdo da
producéo das citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-q, inibe a fungdo de APCs e a
atividade de iNOS, (MAKWANA et al., 2007).

Alguns estudos demonstram que o TGF-f impede a neurodegeneragao
provocada por intensas respostas inflamatérias (HANISCH, 2002; MITCHELL et al.,
2013), e que sua expressdo é rapidamente elevada em caso de injurias no SNC
(BRIONNE et al., 2003; LAW et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que o TGF-8
inibe a ativacdo da microglia por sua habilidade em reduzir a expressdo de moléculas
MHC I, citocinas pro-inflamatérias e intermediarios reativos de oxigénio (SUZUMURA
et al., 1993; MITCHELL et al., 2013).

Em um estudo com encefalomielite alérgica, foi relatado que a expressdo de
TGF-B protege o hospedeiro contra danos provocados por esta doencga, além disso,
camundongos com deficiéncia no gene que codifica o TGF-f exibiram forte
neuroinflamacédo por todo o cérebro, astrogliose excessiva e proliferacdo de microglia
com fenétipo ativado (MAKWANA et al., 2007).

No presente trabalho a expressdo de TGF-f n&o apresentou aumento

significativo nas amostras analisadas dos Ai em ambos os tempos avaliados (3° e 6°



d.p.i.). Fato este que pode ter corroborado com a intensa ativacdo microglial
apresentada em nosso trabalho.

A IL-10 também é uma potente citocina antinflamatoria que pode inibir a ativacao
de macrofagos (DAVIDSON et al., 2000) e a producdo de IFN-y por células
Th1(RANSOHOFF & BENVENISTE, 2006). Durante o curso de uma auto-imunidade no
SNC, essa citocina pode ser produzida por macréfagos, células Th2, células B, células
dendriticas, astrdcitos e microglias (RANSOHOFF & BENVENISTE, 2006).

Cua e colaboradores (2001) em modelo de encefalomielite alérgica experimental,
relataram que embora a IL-10 possa prevenir a inflamacdo do sistema nervoso, a
localizacdo e o momento da sua producdo pode determinar sua efetividade. Os
mesmos sugerem ainda que a IL-10 pode inibir a producéo de IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e
TNF-a, sendo importante para a recuperacao do hospedeiro. Outro trabalho verificou
gue a IL-10 é expressa no cortex cerebral de ratos estimulados com LPS, prevenindo a
neurodegeneracéo (PARK et al., 2007).

Nosso trabalho mostrou que apenas os Ai 6 d.p.i. apresentaram um aumento
significativo na expressao da IL-10. Esses resultados coincidem com o periodo de maior
ativacao microglia, o que pode justificar o aumento de IL-10, uma vez que essas células
expressam esta citocina como um mecanismo de feedback negativo autécrino na
tentativa de diminuir o processo inflamatério, embora efetivamente ndo tenha
contribuido para a diminuicdo da resposta inflamatoéria induzida pelo virus.

A IL-12 pode ser produzida por astrécitos e microglias e infiltrados de células do
sistema imune (KAUR et al., 2010; LYNCH, 2009 ). E uma citocina pleiotropica que
induz varios mecanismos de perfil pro-inflamatorio, entre eles a ativacdo de microglias,
aumento da citotoxidade e migracdo das células Natural Killer para a regido da
infeccdo, a producdo de IFN-y (TRINCHIERI et al., 1992), de NO (KOMATSU et al.,
1999a), ativacdo dos lifocitos T CD8 (VALENZUELA , 2002) e diferenciacdo de outras
células da imunidade especifica (WOLF et a.l, 1994).

A producdo da IL-12p70 bioativa requer a expressao génica das subunidades
IL-12p35 and IL-12p40 (VIGNALI et al., 2012). A ativacdo da transcricdo génica da IL-
12p70 é dependente de 2 sinais: um iniciado por células CD40 e outro por IFN-y

(HAYES et al., 1995; MOSCA, 2000). Ambos os sinais sdo necessarios para a ativacao



transcricional da subunidade IL-12p35, enquanto que a transcricdo da IL-12p40 é
menos dependente da indugdo por IFN-y (CURTSINGER, et al; 1999). Além disso, a
expressdo da IL-12p40 pode ser induzida em resposta ao patbgeno somente nas
células que podem expressar o heterodimero de IL-12p70 (GILLESSEN, 1995;
VIGNALLI, 2012; XU et al., 2010).

A expresséo da citocina IL-12 no SNC tem sido associada com a progressao de
processos neurodegenerativos em algumas patologias, como a esclerose multipla,
encefalomielite alérgica experimental em ratos e camundongos e endotoxemia murina.
(KAUR et al., 2010; LYNCH, 2009)

Por outro lado, a infeccédo neurocentral por VSV parece contar com o controle da
IL-12 que induz ativacdo de células, infiltracdo celular, indugéo de iNOS em neurénios,
levando a reducgéo do titulo do VSV (KOMATSU et al., 1999a). Demonstrou-se que a IL-
12 inibe a replicagdo de VSV através da indugdo de iNOS em neurdnios in vivo, e
camundongos knockout para iINOS foram mais suscetiveis a infeccdo letal e o
tratamento com IL-12 ndo impediu esse fato (KOMATSU et al,. 1999b). Chesler & Reiss
(2002), realizaram um estudo cujo tratamento com a IL-12 mostrou ser benéfico, tanto
in vitro como in vivo, durante a infeccdo experimental com um VSV. A inibicdo da
replicacéo do VSV era dependente da producédo de NO induzido por esta citocina.

Em culturas de astrocitos infectados com o Coronavirus neurotropico MHV- A59
e com o MHV-2 (n&o neurotrépico), os niveis das citocinas inflamatorias IL-12p40, TNF-
a e IL-6 estavam mais altos nas culturas de astrécitos infectados com MHV-A59 do que
em MHV-2, demonstrando que os astrocitos sdo importantes fontes desta citocina no
SNC no combate a virus neurotrépicos.(LI et al., 2004).

Estudos anteriores relataram que as células que secretam IL- 12p70 bioativo
também secretam IL-12p40 na forma livre em excesso quando comparado ao
heterodimero IL-12p70 (TRINCHIERI, 1992; D'ANDREA, 1992; CASSATELLA, 1995).
Ao que parece niveis constitutivamente elevados da expressao da IL-12p40 seria uma
condicdo fundamental para a producdo de IL-12p70 (RASHMI et al., 2013). Esses
relatos podem explicar nossos resultados, uma vez que obtivemos aumentos

significativos dos niveis de expressao da subunidade IL-12p40 no grupo de Ai 6 d.p.i, 0



que, todavia, ndo ocorreu com a expressdo do heterodimero IL-12p70 em todos o0s
grupos de animais no decorrer dos tempos avaliados.

Por outro lado, a subunidade IL-12p40 pode formar um homodimero, IL-12p80,
que compete pelos receptores da IL-12 e antagoniza seus efeitos (HOLSCHER, 2004).

O TNF- a é uma citocina que possui agao pro-inflamatdria durante a fase aguda
do processo inflamatdrio e imunossupressora na fase crénica da inflamacédo (HANISCH,
2002; LUCAS et al., 2006). Esta citocina possui importantes modula¢cdes imunes em
contextos neuropatolégicos, como, por exemplo: a inducdo da ativacdo microglial
(BENVENISTE, 1998); a proliferacédo de astrécitos e formacao da cicatriz glial (SRIRAM
et al., 2006; WOICIECHOWSKY et al. 2004); estimula o recrutamento de neutréfilos e
monocitos para locais de infeccdo (RAHMAN & MCFADDEN, 2006); induz a expresséo
de outras citocinas, necrose e apoptose celular (RAHMAN & MCFADDEN, 2006; MIR et
al., 2008). Microglia e astrocitos ativados podem aumentar a expressao desta citocina
no SNC(KIM & NAGAI, 2010; HUANG & HENRY, 2008).

O TNF- a esta envolvido em processos neurodegenerativos, entre as razdes esta
a capacidade de poder iniciar e manter por longo tempo a astrogliose (BUFFO et al.
2009). Outro fator importante € que esta citocina também pode induzir o aumento da
expressao de IL-6, 0 que promove um aumento ainda maior na expressado de GFAP no
cortex cerebral e no hipocampo (TANABE et al., 2010; WOICIECHOWSKY et al., 2004).

Em condicdes de infeccdo viral ocorre a expressao de TNF-a e a interagao dele
com o com receptor do tipo | p55 pode induzir apoptose em células infectadas através
da ativacao de caspase 8 (MICHEAU & TSCHOPP, 2003). Em camundongos infectados
pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) foi observado a inducdo do aumento nos
niveis de TNF-a no soro pela IL-12 (MANETTI, 1993; HSIEH et al., 1993).

Nosso estudo demonstrou aumento importante nos niveis de expressao de TNF-
a nos Ai 6 d.p.i. O aumento da expressao desta citocina pode ser um produto da
intensa intensa gliose reativa observada no mesmo periodo de tempo (6 d.p.i), ja que
microglia e astrécitos sdo importantes fontes desta citocina no SN.Isso pode explicar
também a presenca de necrose e apoptose nos Ai 6 d.p.i.

A IL-6 é uma citocina com atuacdo tanto na resposta imune inata como na

adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras
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células em resposta a microrganismos e também a estimulagdo por outras citocinas,
principalmente IL-1 e fator TNF-o (SOUZA, 2008).

A IL-6 é originalmente identificada como um factor que induz a maturacao de
linfécitos B em células produtoras de anticorpos (HIRANO et al., 1985), além disso,
pode juntamente com outras citocinas, IFN-y por exemplo, induzir gliose reativa, sintese
local de fatores neurotréficos ou mesmo degeneragédo neural (CAMPBEL et al., 1993).
Resultados de infecgdes virais experimentais in vitro e in vivo indicam que uma das
principais fontes de IL-6 no SNC sédo os astrécitos (LIEBERMAN et al, 1989; YAMABE
et al, 1994; SCHNEIDER-SCHAULIES et al., 1993).

Em nossos resultados os niveis de expresséo de IL-6 nos Ai 6 d.p.i. mostraram-
aumentos significativos quando comparados aos outros grupos. O aumento a
expressado de IL-6 nos Ai 6 d.p.i. pode ser produto do aumento dos niveis de TNF-a ou
da gliose reativa nestes animais, uma vez que ambos os fatores contribuem para
estimular o aumento da expresséao da IL-6.

Outra citocina importante na modulacdo da resposta imune pro-inflamatoéria € o
IFN-y que pode exercer neuroprotecao durante infeccdes virais (ROTTENBERG, 2002;
WANG, 2003). Entretanto a expressao prolongada de IFN-y no sistema nervoso central
pode também produzir danos em neurénios e células e gliais ( CORBIN, 1996; KIM,
2002)

O INF-y é particularmente um potente ativador de microglia, que pode
suprarregular a expressao de MHC-II, aumentar o processo fagocitario e a producao de
citocinas por estas células (MERRILL, 1996; NGUYEN, et al., 2012). Além disso, esta
citocina pode indiretamente induzir o aumento dos niveis de expressado da enzima iNOS
microglial, o que pode resultar em aumento na producao de oxido nitrico (MIR et al.,
2008).

A producdo de INF- y por astrocitos e microglias infectados por VSV induz a
migracdo de células T para o SNC (TAUB et al., 1993; VANGURI et al., 1994). Em
estudo com camundongos Knockout para receptores de INF-y, confirmou o importante
papel que esta citocina tem no desenvolvimento da resposta da imune contra a infeccao
intravenosa (MULLER, 1994), e intracerebral por VSV (BI et al.,1995a; KUNDIG et al.,

1993). Em um estudo com um arbovirus Sindbis da falimia Togaviridae, demonstrou



gue na auséncia de anticorpos o INF- y & essencial para a limpeza do virus na fase
aguda da infec¢cdo no SNC (BURDEINICK et al., 2007). Isto normalmente ocorre apés
um aumento na produgdo da citocina IL-12, fator este importante na indugédo de
aumento da expressao de IFN-y (KOMATSU et al., 1999a; OWENS et al., 2006).

Nosso estudo mostrou aumento significativo na expressao de INF- y ocorrido nos
Ai 6 d.p.i., apesar do aumento dos niveis de IL-12p70, forma bioativa desta citocina,
nao terem sido significativos nos tempos avaliados.

A MCP-1 é uma quimiocina pré-inflamatéria que promove efetiva infiltracdo de
macréfagos em varios modelos de doencas inflamatérias (LU et al., 1998; TESCH et al.,
1999; HUANG et al, 2001). Também exercem, in vitro, potente quimiotaxia para
linfocitos T CD4 e CD8 ativados (CARR et al., 1994). Essas respostas sdao mediadas
pela exclusiva ligacdo da MCP-1 com o receptor CCR2 (BORING et al.,, 1997;
KURIHARA et al., 1997). A MCP-1 esta entre as moléculas constitutivamente expressas
pelas microglias no SNC (KAUR et al., 2010; KIM e NAGAI, 2010).

Em um modelo de encefalomielite experimental, A MCP - 1 é essencial para
desencadear o recrutamento de macréfagos para os sitios de inflamacé&o no SNC, além
de serem necessarios para a ativacdo das células Th naive. A auséncia desta
guimiocina leva a diminuicdo local do recrutamento de macrofagos e da resposta imune
de linfécitos Th1 (HUANG et al., 2001). A MCP-1 tem importantes envolvimento néo
s0 no desenvolvimento da respota Thl como também nos niveis de expresséo de
INF- y por essas células (LU et al., 1998). Por outro lado, os niveis aumentados de
MCP-1 tem importantes implicacdes na patogénese de varias doencas, e sua inibicao
pode trazer beneficios em tais condicdes (RUTLEDGE et al., 1995; YADAV et al.,
2010).

Em nosso estudo a expressdo de MCP-1 mostrou-se intensamente elevada nos
Ai 6 d.p.i. Esta producédo de MCP1 pode estar relacionado com presenca de microglias
ativadas e com o aumento de INF- y. Além disso, o aumento da MCP-1 também pode
estar associado a presenca de infiltrados leococitarios nas meninges e ao redor dos
vasos observados nos ensaios histopatologicos e imonohistoquimicos dos Al 6 d.p.i.

Outro mecanismo de defesa a invasdo de agentes patogénicos no SNC é a
producéo de NO (SEGUIN et al., 1994; STANGER et al., 1994; HARRIS et al., 1995).



Neurdnios, astrocitos e microglias sdo células produtoras de NO (BREDT & SNYDER,
1994; CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; CORRADIN et al., 1993) e a sua producéo é
induzida pela atividade de IL-12, IFN-y ou TNF-a (BARNA et al., 1996; KOMATSU et al.,
1997).

Os efeitos neuroprotetores do NO foram evidenciados, por exemplo, em
infeccdes virais por VSV, ectromelia, vaccinia e herpex simples tipo 1 (BARNA et al.,
1996; Bl et al., 1995b; KARUPIAH et al. 1998; POPE et al. 1998).

Bi & Reiss (1995b), mostraram que entre 0s principais eventos da imunidade
inata do SNC contra a infeccdo por VSV esta na producédo de NO pela microglia. Esse
trabalho verificou que o aumento da expressao de INOS microglial coincidiu com a
diminuicdo da titulacdo do VSV . Por outro lado, o0 aumento da expresséo de iNOS pode
desencadear um aumento exagerado na producdo de NO que, em determinadas
condicdes, pode destruir neurénios (MANDER & BROWN, 2005).

Em nosso trabalho ocorreu aumento significativo na expressédo de NO Ai 6 d.p.i.,
guando comparados aos Ac do mesmo tempo avaliado. Esses resultados coincidem
com o aumento da expressdo de IFN-y, TNF-a, microglias ativadas, além da maior
imunomarcacao do virus em neurdénios no mesmo grupo de animais, o que tomados em
conjunto, podem estar colaborando com esse aumento de NO nos Ai 6 d.p.i.

O presente trabalho mostra alguns aspectos neuropatologicos induzidos pelo
virus Maraba em modelo murino adulto, bem como alguns eventos desencadeados pelo
sistema imune durante a infeccdo. Nossos resultados demonstram que o virus Maraba
ao logo do tempo induz intensa resposta pro-imflamatéria, caracterizadas pela ativacéo
de micrdglias, astrécitos, migracdo de células mononucleares, producdo das citocinas
IL-12p40, IFN-y, TNF-a, IL-6, MCP-1 e de NO, que pode levar a 6bito 100% dos animais

infectados com este virus, no periodo de 6 a 7 dias.



7 CONCLUSAO

— Camundongos adultos infectados pelo virus Maraba 3 d.p.i. apresentaram gliose
reativa e a presenca do virus somente em regides anteriores do cérebro adjacentes ao

bulbo olfatério.

— Camundongos adultos com 6 d.p.i mostraram a presenca do virus Maraba por todo o
encéfalo, principalmente no bulbo olfatério, cortex olfatério primario, cértex pré-limbico
e infra-limbico, corpo estriado, tadlamo, camada de células ependimais dos ventriculos
laterais, 3° e 4° ventriculos, hipocampo, giro denteado, regides corticais, meninge pia-

mater, cerebelo e mesencéfalo, ponte e bulbo do tronco encefalico;

— Camundongos adultos inoculados com o virus Maraba apresentaram ao longo do
tempo intensa gliose reativa, cuja localizacdo ocorreu simultaneamente com a

presenca do virus nas varias regidées do SNC.

— Os Ai com o virus Maraba 6 d.p.i. apresentaram edema, necrose e picnose em

varias regides encefalicas.

— Animais infectados com o virus Maraba apresentaram baixos niveis de TGF-B ao
longo do tempo avaliados (3° e 6° d.p.i.), ndo interferindo, portanto, no processo

inflamatorio.

— Animais infectados com o virus Maraba 6.d.p.i apresentaram aumentos significativos
de IL-10, entretanto, parece nado ter contribuido para a diminuicdo do processo

inflamataorio.

— A infeccéo pelos virus Maraba in vivo induz uma resposta imune com intensa ativacao

microglial e moderada astrogliose, com predominancia de perfil pro-inflamatorio



promovido pelo aumento na produgédo das citocinas IL-12p40, TNF- a, IFN- vy, IL-6,

MCP-1 e de NO nos tempos finais da infecgéo.
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