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RESUMO

Muitos estudos t€ém sido realizados para o entendimento da neuropatogénese das
encefalites virais a partir de trabalhos experimentais, porém, nenhum estudo experimental foi
dedicado a compreensdo da neuropatogénese de membros da familia Picornaviridae isolados
de morcegos na regido amazonica. O virus Juruagd, um desses agentes, parcialmente
caracterizado como membro da familia Picornaviridae por Aratjo e colaboradores (2006),
causou lesdes no encéfalo de camundongos neonatos com presenga de gliose reativa, apesar
de ndo provocar efeito citopatico (ECP) em cultivos primarios de células do sistema nervoso
central (SNC), sugerindo que este agente viral seja responsavel pela morte dos animais devido
a uma intensa resposta imune. O objetivo desse trabalho foi investigar a resposta imune no
SNC e alteracdes celulares causadas pelo virus Juruagd em camundongos albinos da linhagem
BALB/c neonatos a partir de analises histopatoldogicas, de ativagdo microglial e da expressao
de citocinas, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS). Para tanto, foram
realizados processamento de amostras para histopatologia, ensaios imunoenzimaticos,
imunohistoquimicos e de imunofluorescéncia, além de testes para quantificagdo de NO e ROS
e analises estatisticas. Nossos resultados demonstraram que o virus Juruagad induz lesdes por
todo o encéfalo, com maior intensidade no parénquima cortical. Os testes imunohistoquimicos
demonstraram a presenca de antigenos virais e de microglias reativas distribuidos por todo o
encéfalo e regido anterior da medula espinhal. Microglias com aspecto ameboide,
demonstrando intensa ativagdo, foram observadas principalmente no cértex cerebral, bulbo
olfatorio, nicleo olfatorio anterior, prosencéfalo e diencéfalo proximo ao ventriculo lateral. A
producdo das citocinas anti-inflamatorias (IL-10, IL-4) diminuiu ao longo do tempo, enquanto
que as pro-inflamatorias (IL-12, IL-6, IL-1B, TNF-a, IFN-y) aumentaram significativamente a
partir do 8° dia. Os ensaios para deteccdo de ROS demonstraram grande producdo de radicais
superoxido desde o 4° dia, ja a producdo de NO foi sempre menor nos animais infectados.
Provavelmente, a ativagdo das células gliais, principalmente microglias, e consequente
producao de citocinas pro-inflamatorias ¢ ROS promoveram uma acao devastadora sobre as
células do SNC, que coincide com a intensificacdo dos sinais clinicos. Diante do exposto,
ficou evidente que os nossos resultados indicam que o virus Juruaca € responsavel por uma

doenca de cunho inflamatério que leva a dbito 100% de camundongos neonatos infectados.

Palavras-chave: Resposta imune. Virus Juruaga. Citocinas. Oxido nitrico. Espécies reativas de

oxigénio.



ABSTRACT

Many studies have been conducted to understand the neuropathogenesis of viral
encephalitis from experimental work, however, no experimental studies have been devoted to
understanding the neuropathogenesis of members of the Picornaviridae family isolated from
bats in the Amazon region. The Juruagé virus, one of these agents, partially characterized as a
member of the Picornaviridae family by Araujo et al. (2006), caused lesions in the brain of
neonatal mice with reactive gliosis presence, although not cause cytopathic effect (CPE) in
primary cultures of central nervous system (CNS) cells, suggesting that this viral agent is
responsible for the death ofanimals due to an intense immune response. The aim of this study
was to investigate the immune response in the CNS and cellular changes caused by Juruaca
virus in newborn albino mice of strain BALB/c from histopathological analysis, microglial
activation, and expression of cytokines, nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS).
Thus, we performed sample processing for histopathology, immunosorbent assay,
immunohistochemical and immunofluorescence assays, tests to quantify NO and superoxide
radicals, and statistical analysis. Our results demonstrated that the Juruacd virus induces
lesions throughout the brain, with greater intensity in the cortical parenchyma.
Immunohistochemical tests showed the presence of viral antigens and reactive microglias
distributed throughout the brain and anterior spinal cord. Microglias with amoeboid shape,
demonstrating intense activation, were observed in the cerebral cortex, olfactory bulb, anterior
olfactory nucleus, midbrain and forebrain near the lateral ventricle. The production of anti-
inflammatory cytokines (IL-10 and IL-4) decreased over time, whereas pro-inflammatory
cytokines (IL -12, IL- 6, IL- 1B, TNF-o and IFN-y) increased significantly from the 8 day.
Assays for ROS detection showed great superoxide radicals production from the 4" day, as
NO production was always lower in the infected animals. Probably, activation of glial cells,
especially microglias, and subsequent production of proinflammatory cytokines and ROS
promoted a devastating action on the cells of the CNS, which coincides with the
intensification of clinical signs. In accordance with what has been explained above, became
evident that our results indicate that the Juruagd virus is responsible for a imprint

inflammatory disease that leads to death 100% of infected neonates mice.

Keywords: Immune response. Juruagd virus. Cytokines. Nitric oxide. Reactive oxygen

species.
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Micrografia de fluorescéncia de culturas de células gliais e
neurdnios embrionarios no 8° d.p.i, mostrando imunomarcagao
de INOS em co-cultura de  células gliais e neurdnios
embriondrios infectada (verde) e coloracdo de nticleos celulares

com corante vermelho iodeto de propidio.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho ¢ dedicado a investigar uma espéciec de virus da familia
Picornaviridae, que causa infeccdo e morte em camundongos neonatos, mas ndo em adultos.
E, portanto, relevante conceituarmos preliminarmente esse agente patologico. Da literatura ha

um conjunto de defini¢des diferentes de interesse para o presente trabalho:

“..Virus sdo pequenos parasitas intracelulares obrigatorios, que por
definicdo contem ou um genoma de RNA ou de DNA circundado por uma
protecdo, um revestimento de proteina codificado pelo virus. Os virus podem ser
vistos como elementos genéticos moveis, mais provavelmente de origem celular e
caracterizados por uma longa co-evoluigdo do virus e do hospedeiro...”

(GELDERBLOM, 1996).
“..0 virus ¢ um biossistema elementar que possui algumas propriedades de sistemas
vivos, tais como um genoma e capacidade de adaptagdo as mudancas ambientais...” (VAN

REGENMORTEL, 2000).

“...0s virus sdo os menores de todos os organismos que se replicam e, historicamente,

sdo caracterizados pela sua habilidade de passar por filtros que conseguem reter as menores

bactérias...” (CONDIT, 2007).

“..0s virus sdo considerados particulas passiveis de subsistirem
extracelularmente, que t€m a capacidade de penetrar na célula e modificar os
processos metabolicos normais da mesma, recodificando-os para a sua
propria replicacdo...” (HARRISON, 2007).

“..0s virus sdo entidades fisicas reais produzidas pela evolugdo bioldgica e

genética...” (COMITE INTERNACIONAL DE TAXONOMIA VIRAL, 9'" report, 2009).

“..Virus sdo montagens macromoleculares metaestaveis compostos por genoma viral

incluido no capsideo protéico...” (PRASAD; SCHMID 2012).

“..0s virus niao sao mais confundidos com os seus virions, mas
podem ser vistos como seres vivos complexos que transformam a célula
infectada em um novo organismo — o virus — capaz de produzir virions...”

(FORTERRE, 2010).
Esta ultima defini¢do trds um conceito Unico e interessante que torna o virus a reunido
dos constituintes virais e a célula infectada. Portanto, até o presente ndo ha um consenso para

a definigdo de virus.
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No contexto desse trabalho, vamos considera-lo como um agente bioldgico capaz de
infectar células e utilizar a maquinaria de sintese (transcri¢do e traducdo) para sua replicagdo e
manutengdo, provocando alteragdes metabolicas e danos ao organismo hospedeiro.

Ao longo dos ultimos 58 anos, o Instituto Evandro Chagas (IEC) acompanha o
desenvolvimento da virologia e, nesse periodo, isolou e identificou inimeros arbovirus e
outros virus, a partir de amostras bioldgicas de humanos, outros vertebrados e invertebrados
capturados na Amazonia e em outras regioes brasileiras. O Juruacé foi isolado pela Secdo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do IEC em camundongo (Mus musculus)
albino suico recém nascido por inoculagdo intracerebral (i. ¢.) de homogeneizado das visceras
de um morcego, capturado em 17 de junho de 1982 na regido de Porto Trombetas, municipio
de Oriximina, Para (ARAUJO, 2006).

Os virus em sua grande maioria sdo responsaveis por doengas de evolucdo benigna,
sem levar a morte ou incapacidade (HALSTEAD, 1988; TRAVASSOS DA ROSA et al,
1998; VIANNA et al., 2002), entretanto alguns arbovirus, além de outros agentes virais,
podem causar sindrome febril, febre com exantema, doengas hemorrdgicas e encefalites
(BELLINT et al., 2005; CHU et al., 2002; DIAMOND et al., 2009; GOH et al, 2000;
LALIVE et al., 2011; MANSFIELD et al., 2009; MISRA et al, 2008; PINHEIRO et al,
1986; SAPKAL et al., 2009; SOLOMON, 2004; SOLOMON et al., 2007; TRAVASSOS DA
ROSA etal., 1982; VASCONCELOS et al., 1991).

As encefalites virais s3o de grande relevancia tanto para a investigacao cientifica
quanto para o manejo médico-sanitdrio, ja que estdo associadas a uma alta taxa de morbi-
mortalidade, além de ser de dificil controle. Dentre os numerosos pontos que permitem um
melhor entendimento sobre as encefalites virais, destacam-se as diferentes localizagdoes das
lesdes e os diversos tipos celulares envolvidos no processo patologico.

Muitos sdo os virus causadores de doenga neurologica ao homem, dentre eles podemos
citar os membros da familia Togaviridae, como o virus da encefalite equina leste (COOPER;
SCOTT 2000), virus da encefalite equina oeste (WEAVER et al., 1997) e virus da encefalite
equina venezuelana (RICO-HESSE et al., 1995); Flaviviridae, como o virus do Nilo ocidental
(CAMPBELL et al, 2002), virus da encefalite Saint Louis (MONATH et al., 1980) e virus da
encefalite japonesa (SOLOMON et al, 2004); Rhabdoviridae, como o virus da raiva
(WILLOUGHBY et al, 2005); Retroviridae, como o virus da imunodeficiéncia humana 1,
virus da imunodeficiéncia humana 2 (SOUSA et al, 2002) e virus T-linfotropico humano 2
(SHINDO et al,, 2002); Herpesviridae, como Varicella-zoster (GILDEN et al., 2000), virus
Herpes simples (BLOOM et al, 2010), virus Epstein-Barr (JEFFREY; COHEN 2000) e
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citomegalovirus (SILVA, J., 2010); e Picornaviridae, como o Poliovirus (BELOV et al,
2010), Coxsackievirus (YUAN et al., 2010) e Echovirus (MAO et al., 2010).

Um grande nimero de estudos tem sido dedicado ao entendimento da neuropatogénese
das encefalites virais a partir de trabalhos experimentais (FAZAKERLEY, 2004; JACKSON
et al, 2001; REMPEL et al., 2004; SAHA et al., 2006) e outros tantos foram realizados para
identificacdo de infec¢des virais em morcegos, animais com caracteristicas Uinicas que tornam
esse mamifero um dos principais reservatorios naturais e veiculos de disseminagdo viral
(LAU et al, 2005, 2010a, 2010b, 2011; LI, L. et al, 2010; WOO et al., 2006, 2007); porém,
nenhum estudo experimental foi realizado sobre a neuropatogénese de membros da familia

Picornaviridae isolados de morcegos na regido amazonica (ARAUJO, 2006).

1.1 FAMILIA PICORNAVIRIDAE

A familia Picornaviridae compreende os menores virus de RNA conhecidos e ¢ uma
das maiores e mais importantes familias de patdgenos que causam doengas em humanos e
animais, como a poliomielite, resfriado comum, a doenga de pé e mdo — febre aftosa —, além
de doengas respiratérias, cardiacas, hepaticas, neuroldogicas, mucocutineas e sist€micas com
diferentes niveis de severidade (BEDARD; SEMLER 2004; DE PALMA et al., 2008; LAU et
al, 2010a; MURRAY et al, 2006; RACANIELLO, 2007; RUECKERT, 1996). Os
picornavirus apresentam um papel importante no desenvolvimento da virologia moderna. O
virus da doenca de pé e mio (VDPM), por exemplo, foi o primeiro virus animal a ser
descoberto, por Loeffler e Frosch em 1898. Os poliovirus foram isolados 10 anos depois, uma
descoberta importante para a epidemia de poliomielite na década de 20 (BELSHAM;
NORMAN 2008; DE PALMA et al., 2008; RACANIELLO, 2007; TUTHILL et al, 2010).

As doengas causadas pelos virus dessa familia sdo caracterizadas por um determinado
conjunto de sintomas (sindrome), que podem estar correlacionados com infec¢ao em tecidos
especificos (tropismo celular). Por exemplo, os poliovirus infectam células nasofaringeas e do
intestino, usando-as para se propagar na natureza. A forma paralitica do poliovirus também
tem alta especificidade pelas células do corno anterior da medula espinhal, contribuindo para
as caracteristicas paraliticas especiais da doenca. Os mecanismos responsaveis pelo tropismo
celular ndo estdo totalmente esclarecidos. Ha inumeros relatos de infec¢des abortivas ou
restritas, nas quais o RNA viral sofre desnudamento com sucesso, inicia uma infeccdo, mas ¢é
interrompido em uma etapa critica do ciclo de replicacdo. Isso demonstra a necessidade de

moléculas celulares especificas na multiplicagdo dos picornavirus, que poderiam estar
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envolvidas na funcdao de proteinase viral ou de proteinas virais na sintese do seu RNA
(BEDARD; SEMLER 2004, LIPTON et al, 2006; RUECKERT, 1996; TUTHILL et al,
2010).

Atualmente, a familia Picornaviridae, esta dividida em dezessete géneros, que sdo
diferenciados por caracteristicas genéticas, biofisicas e biologicas: Aphtovirus, Aquamavirus,
Avihepatovirus, Cardiovirus, Cosavirus, Dicipivirus, Enterovirus, Erbovirus, Hepatovirus,
Kobuvirus, Megrivirus, Parechovirus, Salivirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus,
Tremovirus, dos quais, até o momento, quatro apresentam virus que sdo patogénicos para o
homem (Enterovirus, Parechovirus, Kobuviru e Hepatovirus) (ANEXO A) (COMITE
INTERNACIONAL DE TAXONOMIA VIRAL, 9" report, 2009, 2012).

1.1.1 Caracteristicas primarias e secundarias dos picornavirus

Os picornavirus sdo esféricos e apresentam didmetro de 22-30 nm; possuem RNA de
fita simples, continua, linear e de polaridade positiva — que constitui diretamente um RN Am
para a sintese de suas proteinas virais — de aproximadamente 7000 a 8500 nucleotideos; tém
simetria icosaédrica; ndo sdo envelopados; podem ou ndo possuir hemaglutinina; sdo
rapidamente inativados pela luz ultravioleta; infectam uma variedade de tipos celulares de
origem humana e animal; e, dependendo do género, podem ou ndo ser estaveis em pH acido, o
que influencia no sitio de replicacdo do virus (DRESCHERS et al., 2007; GARRIGA et al,,
2012; RACANIELLO, 2007; RUECKERT, 1996; TUTHILL et al., 2010, WANG, S-M. et al,,
2012).

O genoma dos picornavirus apresenta a extremidade 5° ligada a um pequeno peptideo
denominado VPg (proteina gendmica do virion [virion protein genome]) ¢ a 3° ¢
poliadenilada, apresentando em ambas as extremidades regides ndo traduzidas (UTRs
[untranslateds regions]), as quais tém papel importante no inicio da transcrigdo, ja que
formam o sitio de entrada dos ribossomos (RUECKERT, 1996; PEREIRA; GONCALVES,
2003; DE PALMA et al, 2008; TUTHILL et al, 2010). A regido codificadora ¢ dividida em
trés unidades — P1, P2 e P3 — e possui 11 genes traduzidos em uma poliproteina, que ¢
posteriormente clivada em proteinas maduras, dando origem a trés proteases virais —2A, 3C e
3CD - e as proteinas estruturais envolvidas, por exemplo, na alteragdo do ambiente celular
para otimizar a replicagdo e diretamente na multiplicagdo do virus (BELSHAM; NORMAN
2008; DE PALMA et al., 2008; LIPTON et al., 2006; MURRAY et al., 2006; PATHAK et al.,
2007; TUTHILL et al., 2010).
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A proteina precursora estrutural (P1) dos picornavirus possui 90 kD e ¢

proteoliticamente processada pela protease 3C em proteinas estruturais do virus denominadas
de VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo encontradas no capsideo viral (Figura 1) (PATHAK et al,,
2007; RUECKERT, 1996; TUTHILL et al., 2010).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma de Enterovirus. (Fonte: disponivel em

http://viralzone.expasy.org/all by_species/99.html).

A montagem do virion no citoplasma tem inicio com a associagdo das proteinas VPO
(formada pela VP2 e VP4), VP1 e VP3, formando um complexo iniciador com coeficiente de
sedimentagdo 5S. Cinco dessas estruturas 5S se unem para dar origem a um pentamero de
14S, e 12 desses pentimeros formam o capsideo completo com 70S, que envolve o RNA
gendmico ¢ completa a particula viral de 140S (Figura 2). As VP de 1 a 3 sdo necessarias para
conferir a forma icosaédrica do capsideo dos picornavirus, enquanto que a VP4 estd presente
na superficie interna do capsideo viral (RACANIELLO, 2007; TUTHILL et al., 2010).

As proteinas VP1, VP2 e VP3 tém uma estrutura basica semelhante, que consiste em
oito cadeias P preguiadas ligadas por algas de comprimentos variados. O comprimento e a
composicdo das ligagdes, juntamente com a posi¢do inclinada das cadeias B, determinam a

topologia da superficie das particulas virais e sdo responsaveis pela especificidade de ligagao
ao receptor e pelas caracteristicas antigénicas (MURRAY et al., 2006; PATHAK et al., 2007;
TUTHILL et al., 2010).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do capsideo icosaédrico de picornavirus do género
Cardiovirus (Fonte: disponivel em http://viralzone.expasy.org/all by_species/99.html).

Os receptores sdo essenciais para a entrada do virus na célula hospedeira; no caso dos
picornavirus, estdo envolvidos no ataque a célula, sinalizagdo e endocitose. Os receptores
usados para reconhecé-los incluem os membros da familia semelhantes a imunoglobulinas, da
familia de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR), da familia das moléculas de adesdo
celular — integrina — e da familia dos receptores com dominios semelhantes aos de
imunoglobulinas de células T (MURRAY et al, 2006; TUTHILL et al, 2010;
TRIANTAFILOU et al,, 2001; UPLA et al., 2004).

Alguns virus conseguem passar diretamente pela membrana plasmatica, mas estudos
recentes sugerem que esta via ndo ¢ normalmente utilizada. Os picornavirus sdo reconhecidos
por uma variedade de receptores na superficie celular, mas sua entrada no citoplasma ocorre
por meio de vesiculas endossomais (BRABEC et al, 2003, BRANDENBURG et al., 2007,
BERKA et al, 2009), necessitando de um complexo receptor/co-receptor na superficie da
célula para interagir com os sitios de ligacdo, induzir a endocitose e iniciar o
desencapsulamento do virus (TUTHILL et al., 2010).

Apbs entrar na célula, os virus da familia Picornaviridae liberam seu RNA gendmico.
Esse processo tem sido amplamente estudado, mas os mecanismos envolvidos ainda ndo
foram detalhados. Acredita-se que o desencapsulamento ocorre concomitantemente com o
mecanismo de permeabilizagdo das membranas endossomais para liberar o RNA viral, ja que
o limen dos endossomos ¢ um ambiente hostil, provocando alteracdes na estrutura do
capsideo. Dessa forma, esses virus alcangam o citoplasma e ddo inicio ao processo infeccioso
na cé¢lula hospedeira (GARRIGA et al., 2012; TUTLHILL et al., 2010).

Para sair da célula hospedeira, os virus ndo envelopados, como os picornavirus — virus

da encefalomielite murina de Theiler (VEMT) e poliovirus, por exemplo —, podem provocar
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lise celular ou utilizar os mecanismos de autofagia e serem liberados por exocitose, evitando a
destruicdo celular (KIRKEGAARD, 2009; ROUSSARIE et al., 2007a; TAYLOR et al., 2009)
(Figura 3).
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Figura 3 — Estratégia da Replicagdo do Poliovirus, membro da familia Picornaviridae. Fonte:
Adaptado de FLINT et al., 2000.

De acordo com Araujo (2006), as particulas virais do virus Juruagd (BE AN 401933)
foram encontradas em sobrenadantes de culturas primdrias de astrocitos, apresentando
formato esférico com diametro de 23 a 30nm. A analise microscopica de cortes ultrafinos de
cérebro de camundongos infectados com o virus em questdo mostrou particulas virais a partir
do 4° dia apds inoculagdo (d.p.i.) no citoplasma das células desses animais, sem a presenga de
envelope viral

A técnica de RT-PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para o
género Enterovirus correspondentes a regido 5’ ndo traduzida do genoma do Poliovirus —

uma regido extremamente conservada — permitiu observar o anelamento dos fragmentos de
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cDNA do virus Juruaca nesses iniciadores de Poliovirus. A partir das analises ultraestruturais

e moleculares foi possivel indicar uma classificacdo taxondmica preliminar para esse virus na

familia Picornaviridae, género Enterovirus (ARAUJO, 2006).

1.2 CELULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

O SNC ¢ composto por células excitaveis, chamadas neurdnios, € por tipos especiais
de células de suporte, as células gliais ou neurogliais. A interacdo entre elas é responsavel por
diversas fungdes no processamento de informagdes, garantindo a funcionalidade cerebral e o
desenvolvimento do SNC (BRODAL, 2010; KANDEL, 1991; LENT, 2001; SNELL, 2003)
(Figura 4).
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Figura 4 — Figura esquematica das células do SNC. Fonte: disponivel em:

http://www.picstopin.cony 600/c% C3%A 9lulas -
gliais/http:%7C% 7Cwww* medpix* med*br%7Cimgs %7 CCelulas-gliais-1* jpg/

Os neur6nios sdo os componentes estruturais basicos e funcionais do SNC
responsaveis pela recepc¢ao, producao e conducdo do impulso nervoso, com habilidade de
decodificar o que se passa no ambiente externo e no interior do corpo (BRODAL, 2010;
GARTNER et al, 1999; LENT, 2001). Variam consideravelmente de tamanho e forma, mas
cada um tem um corpo celular no qual se encontra a maioria das organelas e de cuja superficie

receptora projetam-se multiplos dendritos, que recebem as informagdes e as envia ao corpo de


http://www.picstopin.com/600/c%C3%A9lulas-gliais/http:%7C%7Cwww*medpix*med*br%7Cimgs%7CCelulas-gliais-1*jpg/
http://www.picstopin.com/600/c%C3%A9lulas-gliais/http:%7C%7Cwww*medpix*med*br%7Cimgs%7CCelulas-gliais-1*jpg/

27

outros neurdnios; ¢ ainda um axonio, que sdo prolongamentos especialmente construidos com
a finalidade de conduzir o impulso nervoso para o corpo celular de varias outras células
(BRODAL, 2010; SNELL, 2003).

Sdo caracterizados pela sua habilidade de responder a estimulos com uma descarga
elétrica — impulso nervoso — e pela conducao rapida desse impulso por longas distancias.
Dessa forma, os sinais podem ser transmitidos em milissegundos de um lugar para outro,
dentro do SNC ou entre este e os 6rgdos de outros sistemas do corpo (BRODAL, 2010;
SNELL, 2003).

O nome “glia” deriva da no¢do de que células gliais serviam como um tipo de cola —
do inglés “glue” —, mantendo os neurdnios unidos. As neuroglias foram inicialmente
designadas como células passivas que promovem somente o suporte estrutural dos neurdnios.
Esse papel puramente estrutural da neuroglia foi abandonado a partir da descoberta de suas
multiplas fungdes na regulagdo e defesa do sistema nervoso (BAUMANN; PHAM-DINH
2001; BRODAL, 2010; LEE et al,, 2001; OBERHEIM et al., 2012; RIO HORTEGA, 1921).

As neuroglias s30 menores que os neurdnios e representam a maior parte do volume
total do encéfalo e da medula espinhal, podendo ser distinguidas dos neurdonios pela
morfologia (BAUMANN; PHAM-DINH 2001; BRODAL, 2010; SNELL, 2003). As
neuroglias normalmente sdo divididas em oligodendrécitos, astrocitos, ependimdcitos e
microglias; cada um desses tipos celulares ¢ estruturalmente e funcionalmente diferente um
do outro (BRODAL, 2010; KIMELBERG; NORENBERG 1989; LEE et al., 2001,
RODRIGUEZ; VERKHRATSKY 2011).

Os oligodendrécitos possuem corpo celular pequeno com poucos prolongamentos,
citoplasma e nucleo com densidade maior que a dos astrocitos e um grande niimero de
microtubulos nos seus prolongamentos que podem estar envolvidos na sua estabilidade; além
de ndo possuirem filamentos intermedidrios e glicogénio no citoplasma (BAUMANN;
PHAM-DINH 2001; BRODAL, 2010; DALLAS et al,, 2006; KIMELBERG; NORENBERG
1989; LIU et al., 2007).

O oligodendrocito passa por muitos estagios de desenvolvimento até a sua maturagao,
que ocorre no periodo pods-natal inicial com a formag¢do da bainha de mielina na substincia
cinzenta do cérebro de mamiferos (BAUMANN; PHAM-DINH 2001). Seus precursores
originam-se de células neuroepiteliais e sdo encontrados nas zonas ventriculares nos primeiros
estagios da vida embrionaria (BAUMANN; PHAM-DINH 2001; CURTIS et al, 1988;

HARDY, 1991, 1993). Células progenitoras também sdo encontradas na zona subventricular
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(ZSV) de mamiferos e podem dar origem a oligodendrocitos e astrécitos (BAUMANN;
PHAM-DINH 2001; LEVISON; GOLDMAN 1993).

A bainha de mielina ¢ uma extensdo da membrana plasmatica de oligodendrdcitos que
reveste em varias camadas os axdnios. Essa estrutura ¢ importante na condugdo saltatoria
rapida do impulso nervoso e no suporte ao axonio subjacente. O citoplasma dessas células ¢
completamente extrudido da mielina, exceto em dreas onde se formam canais que permitem a
comunicagdo desta com o corpo celular dos oligodendrocitos (BRAHIC; ROUSSARIE 2009;
EDGAR; GARBERN 2004; ROUSSARIE et al., 2007b; SALZER, 2003).

Cada oligodendrocito pode formar varios segmentos internodais de mielina sobre o
mesmo ou sobre diferentes axonios, ou um mesmo axonio pode possuir segmentos adjacentes
de oligodendrdcitos diferentes (BAUMANN; PHAM-DINH 2001; BRAHIC; ROUSSARIE
2009; BRODAL, 2010; SNELL, 2003). Essas c¢lulas também circundam os corpos celulares
neuronais € provavelmente tem funcdo semelhante a das células satélites ou capsulares dos
ganglios sensoriais periféricos. Acredita-se que eles influenciam no ambiente bioquimico dos
neuronios (BAUMANN; PHAM-DINH 2001; BRODAL, 2010; RODRIGUEZ;
VERKHRATSKY 2011; SNELL, 2003).

A perda da bainha de mielina, mesmo de um unico segmento internodal, ¢ suficiente
para bloquear a conducdo de impulsos nervosos entre neurdnios. Se muitos axonios sao
afetados dessa maneira, os sintomas no SNC podem ser graves (BAUMANN; PHAM-DINH
2001; DUGANDZIJA-NOVAKOVIC et al, 1995), como ocorre na doengca de Alzheimer
(MITEW et al., 2010; WOOD, 2006), na esquizofrenia (LUCAS et al, 2006), na esclerose
multipla (COLES et al, 1999; FILIPPI et al., 2000, 2004; FRISCHER et al, 2009; WOOD,
2006) e na doenca desmielinizante causada pelo VEMT (BAUMANN; PHAM-DINH 2001;
LIPTON, 1975; LUCAS et al., 2006; RODRIGUEZ, M. et al., 1987).

Astrocitos representam cerca de 40% das células presentes no encéfalo. Sao
geralmente divididos em dois grupos distintos, baseados na morfologia e na localizacdo no
SNC: astrécitos protoplasmaticos, encontrados principalmente na substdncia cinzenta e
compostos de um corpo celular grande com cromatina condensada e prolongamentos curtos,
finos e ramificados; e astrocitos fibrosos, encontrados na substancia branca e caracterizados
pela presenca de nicleo com cromatina mais dispersa € corpo celular menor, do qual partem
prolongamentos longos, delgados, lisos € pouco ramificados (DALLAS et al., 2006; MARIN -
PADILLA, 1995; OBERHEIM et al., 2012; VERKHRATSKY et al, 2010). Além dessas
duas classes, astrocitos especializados situados em diferentes areas do cérebro foram

definidos a partir do século XX, incluindo a glia de Bergmann do cerebelo, a glia de Miller da
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retina, glia radial e tanicitos (KETTENMANN; VERKHRATSKY 2008; KIMELBERG;
NEDERGAARD 2010; OBERHEIM et al., 2012).

Os Astrocitos funcionam como um substrato, capacitando neur6nios a migrarem de
seus pontos de origem para o seu destino final durante a formagdo neuroldogica por meio da
expressao de moléculas de superficie (BENARROCH, 2005; RAKIC et al, 1996). Além
disso, participam juntamente com as células endoteliais na formacdo da barreira
hematoencefalica, promovendo o suporte estrutural dessas células e evitando que substancias
hidrossoluveis potencialmente prejudiciais atravessem e cheguem ao encéfalo
(BENARROCH, 2005; BONKOWSKI et al., 2011; BRODAL, 2010; DALLAS et al., 2006;
KIMELBERG; NORENBERG 1989; ZHANG, Y. et al, 2010). O contato intimo com
neurdnios, capilares e liquido cefalorraquidiano permite que os astrocitos controlem o
ambiente das células neuronais — o fluido extracelular do cérebro — mantendo a fisiologia
normal do SNC (ALLAMAN etal., 2011; BENARROCH, 2005; BRODAL, 2010; RAKIC et
al, 1996, ZHANG, Y. et al, 2010). Esse controle ¢ importante pelas seguintes razdes: os
neurdnios sao muito sensiveis a mudancas nas concentracOes extracelulares de ions e
neurotransmissores; € a pressao osmotica deve ser firmemente controlada devido o cérebro
ndo poder se expandir no cranio (BRODAL, 2010).

Alm disso, os astrocitos podem liberar fatores de crescimento (FG) para neurdnios,
modulando a sobrevivéncia e diferenciacdo dos mesmos (BENARROCH, 2005; GOMES et
al, 1999; RODRIGUEZ; VERKHRATSKY 201 1), e podem se tornar reativos durante uma
injuria ou infecgcdo no SNC, o que leva a producdo de fatores soliiveis — proteases, citocinas e
enzimas metabolicas — que participam da resposta imune e inflamatoria (ALOISI et al., 2001;
DALLAS etal, 2006; LI etal., 2012; WIESE etal., 2012).

Em vista dessas importantes fungdes atribuidas aos astrocitos, qualquer distirbio
nessas cé¢lulas desempenha um papel importante em certas doencas do SNC. Lesdes no
cérebro geralmente resultam no aumento do tamanho e do nimero de astrocitos — processo
chamado gliose reativa — e na produgdo de citocinas pro-inflamatorias, alterando a morfologia
e aumentando a atividade metabolica dos mesmos. O resultado dessa reacdo €, geralmente, a
formacao da chamada “cicatriz glial”, que isola a area danificada agindo como uma barreira
para reinervagdo (FAULKNER et al, 2004; LUCAS et al, 2006; RODRIGUEZ;
VERKHRATSKY 2011; TARDY, 2002).

Os ependimécitos sdo células gliais cilindricas, que revestem as cavidades do encéfalo
e o canal central da medula espinhal, formando uma camada Unica de células que limitam o

espaco ventricular do encéfalo dos vertebrados. Essas células ciliadas participam da
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circulagdao do liquido cefalorraquidiano e a presenga de microvilosidades em suas superficies
livres parece indicar uma fungdo absortiva. Embora a superficie luminal das células
ependimarias seja plana, na face profunda as células formam prolongamentos que se misturam
ao tecido nervoso subjacente (SNELL, 2003; ZHANG et al., 2007). Uma subpopulacio destas
células presente no encéfalo de individuos adultos pode esta associada com a possivel fungado
precursora neural do sistema nervoso (MOMMA et al., 2000).

As microglias foram primeiramente descritas pelo neuroanatomista espanhol Pio del
Rio-Hortega, em 1932. O termo microglia refere-se as células de tamanho pequeno,
igualmente distribuidas no SNC, que ocupam o parénquima do SNC e apresentam a maioria
das propriedades dos macroéfagos residentes em outros tecidos, sendo distinguidas de outros
tipos de macrdfagos do cérebro pela sua localizagdo parenquimal e sua fungdo (BRODAL,
2010; ROCK et al, 2004). Constituem cerca de 10% das células presentes no SNC e
representam a primeira linha de defesa contra patdogenos invasores e outros tipos de injlria no
tecido cerebral (BRODAL, 2010; CARPENTIER et al, 2007; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-
RUIZ 2012).

A micréglia existe no SNC em varias formas morfologicamente distintas, incluindo os
tipos ramificado (em repouso), reativo (ativada) e ameboide (fagocitico). Sob condicdes
fisiologicas, essa célula se encontra em estado de repouso, atuando como um sensor do
microambiente cerebral. Seus prolongamentos estdo constantemente procurando e eliminando
substancias estranhas e células doentes ou mortas. Apds uma infeccdo ou injlria, torna-se
ativada, resultando na retracdo de seus prolongamentos, na proliferagdo e regulagdo de varios
fatores de superficie celular (BRODAL, 2010; DALLAS et al., 2006; LEE et al., 2001; SAIJO
etal, 2013; STREIT et al., 1999).

Além disso, as células microgliais sdo equipadas com receptores para
neurotransmissores, sugerindo que podem ser sensiveis ao estado de atividade neuronal das
redondezas (BRODAL, 2010; DALLAS et al., 2006; LEE et al, 2001). O inicio da ativacao
microglial ainda ndo foi estabelecido, embora determinadas citocinas estejam envolvidas,
promovendo ativagdo ou inibicdo dessas células NAKAMURA, 2002). Alguns receptores de
reconhecimento de padrao (RRP) localizados na superficie das células microgliais, tais como
os da familia dos receptores semelhantes ao Toll (TLR [Toll like receptors]), desempenham
um papel importante na ativacdo de microglias e desenvolvimento da resposta inflamatoria
(FURR; MARRIOT 2012; SAIJO etal., 2013).

De modo geral, as microglias respondem a lesdes neuronais com mudangas

morfologicas e funcionais, que sdo conhecidas como ativagdo glial (JORGENSEN et al,
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1993; LUCAS et al, 2006). Em situagdes patologicas, como doengas neurodegenerativas,
injlria traumatica e invasdo tumoral, essas células sdo ativadas, migram para o local da lesdo,
cercam o tecido danificado ou as células mortas e limpam os residuos celulares da area
(LUCAS et al., 2006; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012).

A reagdo glial in vivo produz uma variedade de fatores de crescimento, citocinas,
oxido nitrico (NO) e neuropeptidios, os quais estdo envolvidos tanto na neuroprotecdao quanto
na neurodegeneracdo (SAILJO et al, 2013; SOLA et al, 2002). Nesse ultimo caso, a microglia
reativa pode ser considerada um mediador de morte de neurdnios nas lesdes isquémicas. Um
mecanismo comumente observado em varias doengas ¢ a producdo em excesso de
neurotoxinas pela micréglia, incluindo NO, fator de necrose tumoral o (TNF- a) e espécies
reativas de oxigénio (ROS [Reactive oxygen species]). A produgdo excessiva desses fatores
leva a ativagdo de astrocitos, de outras micrdglias e, por fim, a morte de neuronios (LEE et al,
2001; MACK et al, 2003; KLEGERIS et al, 2007; SAIJO et al, 2013). Devido a
complexidade do estudo da ativacdo glial in vivo, esse fendmeno ¢ frequentemente

caracterizado usando modelos in vitro (SOLA et al., 2002).

1.3 PATOGENIA DA INFECCAO VIRAL

1.3.1 Neuroinvasao

A patogénese da invasdo viral no SNC envolve varias etapas diferentes, tais como a
replicacdo no sitio primario da infeccao, entrada do agente patogénico no SNC, replicagdo e
disseminacdo do mesmo no tecido neural e resposta imunoloégica do hospedeiro que pode
resultar na resolu¢do da infec¢do ou em danos ao SNC (CROTTY et al, 2002;
FAZAKERLEY, 2004; REMPEL et al., 2004).

Quando o virus da estomatite vesicular indiana (VEVI) ¢ inoculado por via intranasal
(1 n.) em camundongos BALB/c com 5 a 7 semanas de idade, os receptores olfativos sdo as
primeiras células a serem infectadas (PLAKHOV et al., 1995, REISS et al., 1998), seguidas
por neurdnios do bulbo olfatorio, e finalmente, a infeccdo aguda se dissemina para neur6nios
de outras areas do cérebro. Essa infeccdo estd associada com encefalite aguda, quebra da
barreira hematoencefalica e alto grau de mortalidade, similar ao que € visto em infecc¢des pelo
virus da raiva (FORGER et al., 1991; HUNEYCUTT et al., 1994).

A oculacdo por via 1. n. em camundongos BALB/c nocautes, desprovidos de

linfécitos T CD4+ ou T CD8+, mostraram que embora essas células limitassem a replicagdo e
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a disseminagdo viral, elas contribuiam pouco para o desenvolvimento das alteragdes
histopatologicas observadas (lesdo tecidual), sugerindo que as células residentes do SNC
devem ter um papel importante na iniciagdo e/ou progressao da inflamagdo do SNC
(HUNEYCUTT etal, 1994; NANSEN et al., 2000).

Por outro lado, a infec¢ao por picornavirus induz mudangas caracteristicas em células
infectadas: o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi sdo os primeiros a serem
destruidos; ocorre marginalizacdo da cromatina, caracterizada pela perda da textura
microscopica homogénea do material nuclear que se acumula dentro do nucleo; mudancas na
permeabilidade da membrana; e no citoplasma, aparecem vesiculas que se iniciam as
proximidades do envelope nuclear e se espalham pelo citoplasma até estar inteiramente
preenchido (RACANIELLO, 2007; RUECKERT, 1996).

O VEMT, um picornavirus de camundongos do género Cardiovirus, assim como
outros membros da familia Picornaviridae, ¢ transmitido por via oral/fecal. O VEMT infecta
primeiramente neurdnios do hipocampo, cortex e estriato do SNC e medula espinhal e se
espalha para outras células por meio do transporte axonal em aproximadamente duas semanas,
persistindo em oligodendrdcitos, nos canais citoplasmaticos da mielina e macrofagos
(BRAHIC, 2002; BRAHIC et al., 2005; BRAHIC; ROUSSARIE 2009; DRESCHERS et al.,
1999; NJENGA et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 2003; ROUSSARIE et al., 2007a, 2007b).

O VEMT provoca uma doenca cronica desmielinizante no SNC de camundongos
inoculados por via i. ¢. (BRIGHT et al, 1999; MILLER et al, 1997; ROUSSARIE et al,
2007a). Estudos demonstraram que, uma semana depois da inoculagdo i.c. do VEMT, os
camundongos desenvolvem polioencefalite aguda caracterizada pelo envolvimento da
substancia cinzenta e clinicamente pela presenca de paralisia flicida (BRAHIC; ROUSSARIE
2009; KREUTZER, 2012; LIPTON, 1975; POZNER et al, 2005; RODRIGUEZ et al., 1987).

1.3.2 Aspectos clinicos e morfolégicos

O SNC foi considerado por muito tempo como um local imuno-privilegiado — uma
regido do corpo que ndo gera uma resposta inflamatdria normal contra um antigeno estranho
(BAILEY et al., 2007; STEINMAN, 2008). Hoje est4 claro que reacdes inflamatdrias podem
ocorrer no SNC, como nas doengas desmielinizantes, neurodegenerativas ou causadas por
microrganismos (BAILEY et al, 2007; BENVENISTE, 1997; FAZAKERLEY, 2004).

A neurodegeneracdo € um processo cronico que resulta na perda progressiva de

funcdo, estrutura e quantidade de células neuronais, levando a uma atrofia generalizada do
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cérebro e déficit cognitivo profundo. O processo neurodegenerativo afeta a conectividade das
redes neurais, que ¢ critica para o processamento das informagdes e poder cognitivo, e reduz o
potencial neuroprotetor das células gliais (KNIGH; VERKHRATSKY 2010; LANSBURY;
LASHUEL 2006; RODRIGUEZ; VERKHRATSKY 2011; TERRY; BUCCAFUSCO 2003).

Durante muitos anos, doencas neurodegenerativas foram consideradas como
patologias especificas de neuronios. Nos ultimos anos, no entanto, as evidéncias demonstram
que o potencial patoldégico das neuroglias tem desafiado o ponto de vista neurocéntrico
(HENEKA et al., 2010; RODRIGUEZ; VERKHRATSKY 2011; ROSSI; VOLTERRA 2009).
As alteracdes em astrocitos nas doengas neurodegenerativas sdo bastante complexas.
Acreditava-se que a neurodegeneragdo era disparada pela astrogliose reativa; porém, estudos
recentes em varios modelos animais desses tipos de doenca revelaram que o inicio do
processo neurodegenerativo ¢ devido a lesdo de astrocitos, que pode afetar a transmissao
sinaptica e provavelmente estar envolvida com os primeiros déficits cognitivos. Em estdgios
mais avancados, a neurodegeneracao promove também a ativacdo de células microgliais, o
que contribui para o estabelecimento do processo neuroinflamatério com producdo de
citocinas em doengas neurodegenerativas (HENEKA et al, 2010; RODRIGUEZ;
VERKHRATSKY 2011).

Muitas investigacdes evidenciaram altos niveis de citocinas pro-inflamatorias
expressas por células gliais de pacientes com doenga de Parkinson — doencga
neurodegenerativa na qual os neurdnios dopaminérgicos da substdncia negra sdo
seletivamente degenerados —, promovendo efeitos deletérios no SNC dos mesmos.
(CIESIELSKA et al., 2003; RODRIGUEZ; VERKHRATSKY 2011).

A fase cronica da infeccdo causada pelo VEMT ¢ caracterizada por uma doenga
desmielinizante inflamatdria com as seguintes caracteristicas clinicas: fraqueza nos membros
inferiores, balango da marcha e paralisia espastica. Camundongos na fase cronica da doenca
apresentam alteracdes degenerativas neuronais graves, proliferacdo microglial principalmente
no tronco cerebral e no talamo, inflamag¢do perivascular da substincia branca da medula
espinhal e leptomeninges e desmielinizagdo cronica progressiva (KREUTZER, 2012;
LIPTON, 1975; RODRIGUEZ et al, 1987). Dependendo da cepa, pode ocorrer pouca ou
nenhuma remieliniza¢do realizada por oligodendrocitos ou pelas células de Schwann (DAL
CANTO et al, 2005; KREUTZER, 2012; ULRICH et al, 2008). Foi observada também uma
resposta autoimune contra antigenos da bainha de mielina — principal causa da
desmielinizacdo — o que contribui para a progressao da lesdo em camundongos susceptiveis.

Por isso, a doenca desmielinizante induzida pela persisténcia do VEMT principalmente em
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oligodendrocitos ¢ usada como modelo animal de esclerose multipla (EM) (GRIGORIADIS;
HADJIGEORGIOU 2006).

Segundo Aratjo (2006), estudos anatomo-patologicos em camundongos infectados
pelo virus Juruagd, objeto deste trabalho, demonstraram alteragdes progressivas,
principalmente no SNC, tais como reatividade glial com tendéncia a formagao de nodulos
gliais, espongiose, vasos mostrando endotélio hipertrofiado com frequente marginacdo
leucocitaria e congestdo, presenga de células neuronais com aspecto apoptotico (condensacao
citoplasmatica, picnose nuclear de células isoladas) e infiltrado de células inflamatérias com
polimorfonucleares (neutr6filos). Além disso, cultivos primarios de células do SNC —
astrocito, microglia e neurdnio — ndo apresentaram efeito citopatico (ECP) quando inoculados
com esse virus; porém, foi observada a presenga de antigenos virais em culturas de astrocitos
e microglias infectadas. A ocorréncia desta, assim como a auséncia de ECP em cultivos
primarios de células do SNC, sugerem que a infeccdo pelo virus Juruagd em camundongos

recém nascidos tenha resultado na exacerbacdo da resposta imune.

1.3.3 Resposta imune a infec¢ao viral

A interagdo entre o sistema imune € o SNC constitui a atividade mais complexa e
interativa em mamiferos (BECHER et al., 2000; BERGMANN et al, 2006). O SNC regula o
sistema imune pela resposta hormonal e pelo sistema nervoso autdnomo; enquanto que o
sistema imune pode regular o SNC pela producdo de citocinas, as quais exercem efeitos
autdcrinos e paracrinos que influenciam na secrecao de hormonios e proliferacdo celular. Uma
ruptura na comunicacio e propriedade regenerativa do SNC torna o individuo vulneravel a
doencas infecciosas, bem como a injurias fisicas (BERGMANN et al., 2006; ESKANDARI et
al, 2003).

Os organismos vivos desenvolveram diversos tipos de defesas contra a invasdo de
microrganismos patogénicos, inclusive para agentes virais. A ativacdo do sistema imune no
SNC ¢ uma caracteristica classica em lesdes isquémicas, doengas neurodegenerativas,
desordens mediadas por imunidade, infec¢des e traumas, que resultam em lesdo neuronal. Em
casos de doengas causadas por agentes virais, essa ativacdo ¢ crucial para estabelecer um
estado antiviral no SNC que ¢ capaz de limitar a replicacdo e disseminacao dos virus e induzir

a producdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas necessdrias para atrair e ativar as
células do sistema imune ao local da infeccio (ABBAS et al, 2012; AMOR et al, 2010;
NEUMANN et al., 2009; SCHWARTZ et al., 2009; SOUCY-FAULKNER et al,, 2010).
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Em um nivel mais bdsico, o sistema imune pode ser visto em dois ramos
interconectados. A resposta imune inata ¢ o ramo mais antigo, sendo descrito nos ancestrais
mais primitivos. Ela evoluiu juntamente com os microrganismos de modo a proteger de
infecgdes todos os seres multicelulares. As células da imunidade inata usam diversos
receptores para detectar e sinalizar a ocorréncia de uma invasdo microbiana, tendo essa
sinalizagdo duas fungdes principais: iniciar uma cascata inflamatoria que ajuda a conter o
processo infeccioso e ativar a resposta imune adaptativa, o segundo ramo do sistema imune
(ABBAS etal., 2012; BARTON, 2008; GUIDOTTI et al., 2001; ZAISS et al., 2002).

A imunidade inata desempenha trés fungdes importantes: € a primeira resposta aos
microrganismos que previne, controla e elimina a infeccdo do hospedeiro causada por
diversos agentes patogénicos ou injlrias no tecido; seus mecanismos reconhecem os produtos
de células danificadas e mortas do hospedeiro, eliminando-os e iniciando o processo de reparo
tecidual; e sua ativacdo estimula o desenvolvimento da resposta imune adaptativa e pode
influenciar a natureza dessa resposta, tornando-a mais eficaz contra diferentes tipos de agentes
patogénicos (ABBAS etal, 2012).

O mecanismo que ativa o sistema imune inato ¢ o reconhecimento de microrganismos
invasores por receptores denominados de RRP e podem ser encontrados na membrana ou em
forma de proteinas solaveis. Esses receptores reconhecem estruturas moleculares
denominadas padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs), que sdo caracteristicas
de patdgenos microbianos, mas ndo estdo presentes em células de mamiferos, e incluem
RNAs de fita dupla, sequéncias CpG ndo metiladas de DNA, proteinas, lipideos, carboidratos
complexos, dentre outros (ABBAS et al., 2012; BARTON, 2008; CARPENTIER et al., 2007;
GUIDOTTI et al, 2001; KAWAIL AKIRA 2006; KUMAR et al, 2006, 2009; SOUCY-
FAULKNER etal, 2010; WAKEFIELD et al., 2010; ZAISS etal., 2002).

A maioria dos tipos celulares expressa os RRP e, por isso, ¢ capaz de participar de
respostas imunes inatas, reconhecendo os componentes essenciais a sobrevivéncia dos
patdgenos e produzindo citocinas inflamatorias. Células fagociticas, incluindo neutréfilos e
macrofagos, e células dendriticas expressam as maiores variedades e quantidades desses
receptores, o que contribui para a realizacdo das fungdes de detec¢do dos microrganismos,
ingestdo e eliminacdo dos mesmos e inducdo do processo inflamatoério, com consequente
ativacdo da resposta imune adaptativa (ABBAS et al., 2012; WAKEFIELD et al., 2010).

Em infec¢des virais, varios tipos de TLR — um dos RRP mais estudados —, tais como
TLR3, TLR7, TLR8 e TLRY, expressos na membrana de endossomos de células dendriticas

plasmocitdides (pDCs), participam do reconhecimento de componentes virais, como DNA e
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RNA genémicos, por meio de mecanismos independentes de replicagdo. Além disso, algumas
células expressam helicases de RNA que funcionam como RRP para os componentes virais,
sendo também essenciais no estabelecimento da imunidade antiviral juntamente com os IFNs
do tipo I (ANUKUMAR; SHAHIR 2012; HEIL et al., 2004; KAWAI; AKIRA 2006;
KUMAR et al., 2006; LUND et al., 2006).

Os principais mecanismos da resposta imune inata contra agentes virais sdo a inibigao
do processo infeccioso por interferons do tipo I — IFN-a e IFN-B —, pois tem efeito direto
sobre agentes virais e células vizinhas ndo infectadas, enquanto ativa a resposta imune
adaptativa contra virus. Estdo associados a regulacdo dos mecanismos de apoptose € morte de
células infectadas mediada por células natural killer (NK), um mecanismo importante no
inicio da infeccdo, antes do desenvolvimento da imunidade adaptativa. A rapida inducdo
desses mecanismos de apoptose em células hospedeiras infectadas com virus ¢ um
componente critico da resposta imune inata antiviral (ABBAS et al., 2012; EVERETT; MAC
FADDEN 1999; KAWAI; AKIRA 2006; PARRONCHI et al., 1992; WARK et al,, 2005).

A resposta imune adaptativa, por sua vez, ¢ reconhecida apenas em vertebrados e
consiste, basicamente, na proliferacdo de linfocitos especificos para o agente patogé€nico, um
processo altamente efetivo e especifico, mas que leva dias para se desenvolver por completo.
A imunidade adaptativa contribui para exacerbar o efeito da resposta imune inata. Muitos
microrganismos patogénicos evoluiram tornando-se resistentes a imunidade inata, e a
protecdo contra essas infeccdoes passa a depender fundamentalmente da resposta imune
adaptativa (ABBAS et al., 2012; BARTON, 2008).

A imunidade adaptativa contra infec¢des virais ¢ mediada por anticorpos que
bloqueiam a ligacdo do virus e a sua entrada nas células hospedeiras, podendo também
provocar a destrui¢ao das células infectadas para eliminar o agente viral (ABBAS etal, 2012;
SANTOS et al, 2009). Os anticorpos antivirais ligam-se ao envoltdrio ou aos antigenos do
capsideo do virus e desempenham fungdes principalmente neutralizantes, prevenindo tanto a
infeccdo iicial como a disseminagdo do virus entre as células. Além disso, os anticorpos
podem opsonizar particulas virais e ativar o sistema complemento, promovendo a eliminacao
do patdgeno por meio de fagocitose (ABBAS et al., 2012; KAW AI; AKIRA 20006).

A eliminacdo dos agentes virais do interior das células hospedeiras ¢ mediada por
linfécitos T citotoxicos (LTC) que destroem células infectadas. A maioria dos LTC
especificos para virus sdo chamados de células T CDS", que sofrem processos de proliferacio
e diferenciacio macicos mediante a presenca de citocinas liberadas pelas células T CD4". Sio

capazes de reconhecer peptideos virais citosolicos especificos apresentados pelas moléculas
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do MHC de classe I, destruindo qualquer célula infectada, ativando nucleases que degradam o
genoma viral e secretando citocinas, como IFN-y, para o controle da infec¢do (ABBAS et al,
2012; JACOBSON 2002; KAWAI; AKIRA 2006; MURRAY et al, 2006; SANTOS et al,
2009).

Alguns estudos demonstraram que doengas causadas pelo virus da coriomeningite
linfocitica (VCML) (FISCHER et al., 2006; BARTON et al., 2002) e pelo virus da hepatite B
infectam células especificas sem provocar lesao direta. Nesses casos, a destruigdo das células
infectadas € provocada pela ativacdo dos LTC especificos a esses virus, na tentativa de

erradicar a infeccao (ABBAS et al., 2012).

1.3.4 Resposta imune no SNC

As células do SNC podem iniciar, regular e sustentar uma resposta imune (BECHER
et al., 2000; CARPENTIER et al., 2007). A vigilancia imune limitada do SNC faz com que
seja crucial a capacidade das células residentes em reconhecer rapidamente e responder a
infeccdo sem causar danos extensivos ao cérebro. A imunidade inata depende primeiramente
das fun¢des das células gliais, tais como astrdcitos e micrdglias, que sdo importantes para o
rapido controle da replicacdo do patdgeno e para direcionar o recrutamento € a ativacdo de
células do sistema imune adaptativo necessarias para a elimina¢do do agente patogé€nico
(BAILEY et al., 2007; CARPENTIER et al., 2007; HOWE et al., 2012; SAVARIN et al,
2010; SAVARIN; BERGMANN 2008; SILVA, M., 2010).

Astrocitos e micrdglias contribuem para a formacao da resposta imune inata no SNC
por meio do reconhecimento dos PAMPs por diferentes tipos de RRP. Dentre as fungdes
imunes inatas dessas células gliais estdo incluidas as propriedades anti-microbianas com
produgdo de IFN do tipo I e inducdo da oxido nitrico sintase induzida (INOS) que ¢
responsavel pela producdo de NO. Astrocitos e microglias também produzem uma série de
quimiocinas, como CCL2, CCL3, CCL4, CCLS e CXCLIO0, responsaveis pelo recrutamento
de leucocitos para o local da inflamagdo, e citocinas pro e anti-inflamatorias que possibilitam
o desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa (BAILEY et al, 2007;
CARPENTIER et al., 2007; HOWE et al., 2012; OLSON; MILLER 2004).

Durante uma infec¢do viral, a simples interacao entre as proteinas de superficie viral
com proteinas da superficie celular deflagra reagdes celulares que, em muitos casos, conduz a
uma primeira onda de produgdo de citocinas. Além disso, muitas proteinas virais que nao

estdo presentes na particula infecciosa, o acumulo de RNA viral e a sobrecarga da maquinaria
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de produgdo de proteinas também induzem sinais que disparam uma resposta inicial do

hospedeiro a infec¢cdo com sintese de citocinas (MOGENSEN; PALUDAN 2001).

1.3.5 Citocinas

O termo citocina inclui uma grande e diversa familia de moléculas de sinalizacdo —
peptideos ou glicoproteinas, geralmente — que tem como atividade principal a modulacdo da
resposta imune (BAUER et al., 2007; HERBERT et al.,, 2012; JANSSEN et al, 2010;
RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012). Sao produzidas por varias cé¢lulas imunes e nao
imunes de diferentes origens embriondrias e seus efeitos bioldgicos incluem estimulagdo ou
inibicdo da proliferacdo celular, citotoxicidade/apoptose, atividade antiviral, crescimento e
diferenciacdo celular, resposta inflamatoria e regulacdo da expressdo de proteinas de
membrana (ABBAS et al, 2012; BAUER et al, 2007, KOZIEL, 1999; RUBIO-PEREZ;
MORILLAS-RUIZ 2012).

As citocinas participam da patogénese de diversas doengas, incluindo infecciosas,
auto-imunes, acidente vascular encefalico (AVE), traumas, transtornos neuropsiquiatricos e
doengas neurodegenerativas. Elas se ligam a receptores especificos para iniciar a transdugdo
de sinal e a formacdo do complexo citocina-receptor desencadeia uma cascata de sinalizagao
que resulta na ativacdo da transcricdo e modulagdo da atividade celular (ABBAS et al., 2012;
JANSSEN et al, 2010; KOZIEL, 1999). Algumas delas estdo claramente associadas com a
indugdo do processo inflamatorio, sendo entdo chamadas de citocinas pro-inflamatdrias, como
IL-12, IL-6, IL-1B, TNF-a, IFNs, IL-23; enquanto que outras t€m a fungdo de suprimir a
atividade das citocinas pro-inflamatorias e sdo denominadas de anti-inflamatorias, como IL-
10, IL-4 ¢ TGF-B (ABBAS et al., 2012; BROWN; HURAL 1997; CHAKRABARTY et al,
2012).

A IL-12 possui importante papel na regulacdo da resposta imune inata inicial a
microrganismos intracelulares como bactérias, protozodrios e virus (COUTERLIER et al,
1995; OLIVEIRA et al, 2005; SILVA et al, 2008). A IL-12 ¢ essencial em resposta a
infeccdo viral por ser um potente indutor de IFN-y em células NK e linfocitos T e acentuar a
fungdo citolitica de LTC CD8" e de células NK, além de estimular a diferenciagdo de
linfocitos T auxiliares CD4" em células Tn1 (ABBAS et al., 2012; COUTERLIER et al., 1995;
DEL VECCHIO et al, 2007; NGUYEN et al, 2012; ORANGE et al, 1996;
PAGENSTECHER et al, 2000). Esta citocina ¢ produzida por macroéfagos ativados e células
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dendriticas e ¢ negativamente regulada pela IL-4 e IL-10, potentes citocinas indutoras da
resposta do tipo Ty2 (BUXBAUM; SCOTT 2005; TRIPATHI et al., 2007).

A familia da IL-1 inclui as proteinas IL-1a e IL-1pB e ¢ um importante iniciador da
resposta imune, desempenhado um papel fundamental no aparecimento e desenvolvimento da
cascata inflamatoria celular (ABBAS et al., 2012; LUCAS et al., 2006; MASON et al., 2001;
RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012). E um potente indutor endogeno e exdgeno de
febre por interferir na termorregulacdo hipotaldmica, e esta envolvido com os estimulos para
manuten¢ao do sono e memoria (LUCAS et al., 2006; POLLMACHER et al., 2002).

As principais fontes de IL-1p, assim como de TNF-a, sdo os fagocitos mononucleares
ativados, sendo também produzidas por neutréfilos, células epiteliais e endoteliais (ABBAS et
al, 2012; SIMS; SMITH 2010). Essa citocina esta presente poucas horas apds injlria no
tecido cerebral de humanos e roedores e parece estar associada a neurodegeneracdo em
doencas desmielinizantes, como na esclerose multipla (LUCAS et al., 2006; MASON et al,
2001; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012), e em infec¢des virais (MASON et al,
2001; SIMS; SMITH 2010). Além disso, promove a ativagdo de astrdcitos estimulando a
producao de IL-6, do fator estimulador de colonia de macrofagos (MCSF) e a atividade da
INOS; além disso, induz a ativacdo de microglias (LUCAS et al, 2006; RUBIO-PEREZ;
MORILLAS-RUIZ 2012). Essa citocina, juntamente com o TNF-qa, sdo importantes para
mediar a infiltracdo de leucocitos no tecido lesionado (MOYNAGH, 2005; SIMS; SMITH
2010).

A IL-6 ¢ uma citocina de grande importdncia nas respostas inflamatdrias agudas
apresentando efeitos locais e sist€émicos, como a sintese de mediadores inflamatorios
hepaticos, a estimulacdo da proliferacdo de neutr6filos na medula dssea — servindo também
como um fator quimiotdtico para essas células — e a diferenciacdo de células T helper
produtoras de IL-17 (CHEN et al, 2007; HAYNES et al., 2001; KHAYRULLINA et al,
2008; LEVITZ et al,, 2012). E considerada como um pir6geno enddégeno que exerce efeitos
benéficos ou destrutivos para as células do SNC. Sua expressdo no cérebro ¢ baixa em
condigdes fisiologicas, porém ¢ bastante elevada em um grande numero de doencas
neurolégicas humanas (ABBAS et al, 2012; LUCAS et al, 2006; RUBIO-PEREZ;
MORILLAS-RUIZ 2012).

A producdo da IL-6 pode ser estimulada em fagdcitos mononucleares, células
vasculares endoteliais e fibroblastos por uma variedade de moléculas, incluindo IL-183, TNF-
a, TGF-B, e prostaglandinas (PG), tendo sua produgdo inicial potencializada por mediadores

inflamatorios, como IFN-y, IL-4 e mediador B-amildide. Da mesma maneira que a IL-1f, a
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IL-6 tem efeitos diretos e indiretos sobre as células neuronais, além de promover a
astrogliose, ativar as células microgliais e estimular a producdo de proteinas de fase aguda
(ABBAS etal., 2012; LUCAS et al., 2006; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012).

O TNF-oa ¢ uma citocina pro-inflamatéria pleiotropica com atividade bioldgica
importante nos processos inflamatorios, pois ¢ responsavel pelo inicio e regulagao da cascata
de sinalizagdo durante a resposta inflamatoria (ABBAS et al,, 2012; HAVELL, 1987; LUCAS
et al, 2006; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012). Quando produzida em pequenas
quantidades, atua como regulador paracrino e autocrino de leucécitos e células endoteliais;
porém, em quantidades maiores, atua de forma endocrina, provocando efeitos letais (LUCAS
etal, 2006; WOOD, 2006).

No estado inflamatorio ou em situacdo de doenga, o TNF-a, juntamente com outros
mediadores pro-inflamatorios e substancias neurotoxicas, € sintetizado principalmente por
macrofagos, células dendriticas e células neurogliais em resposta a estimulos patologicos,
estimulando a produgdo de outras citocinas, como IL-1f e IL-6, promovendo a gliose
(ABBAS et al., 2012; LUCAS et al, 2006; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012).

O IFN-y ¢ uma citocina sintetizada por linfécitos T, células apresentadoras de
antigenos e células NK. Sua liberagao por esses dois ltimos tipos celulares ¢ considerada um
evento vital para o inicio da resposta imune inata (ELLERMANN-ERIKSEN, 2005;
RODRIGUEZ et al., 2003). Essa citocina medeia varios efeitos imunomoduladores em células
do SNC tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa, incluindo ativacdo de
macroéfagos, promo¢do da adesdo leucocitdria seguida do trafico de células para o SNC,
efeitos antiproliferativos, antivirais e inducao da sintese de outras citocinas, como TNF-a e
IL-1. A expressao do IFN-y foi tradicionalmente atribuida a infiltrados de células NK e
células T CD4" (CHESLER; REISS 2002; GEIGER et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 2003).

Além disso, o IFN-y ¢ a principal citocina ativadora de macréfagos e exerce papel
importante na imunidade mediada por células contra microrganismos intracelulares,
induzindo a produgdo de 1L-12. Também estimula a expressdao de moléculas de MHC de
classe 11 em macrofagos e micréglias, promove a diferenciagio de células T CD4" para a
subpopulacao Ty1, inibe a diferenciacdao de células T ndive nos subtipos Ty2 ¢ T17 e atua na
troca do isotipo de anticorpos para atuarem como opsonizantes ¢ fixadores do complemento
(ABBAS et al, 2012; GEIGER et al, 1997, RODRIGUEZ et al., 2003; SAMUEL,;
DIAMOND 2005; XIE et al., 2000).

A IL-4 ¢ produzida por células Ty2 e células da linhagem de mastocito e basofilos. E

uma citocina pleiotropica que desempenha um papel importante na resposta Tn2, medeia o
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recrutamento de mastocitos e estimula a produgdo de anticorpos IgE por meio da
diferenciacdo de células B em células secretoras desse tipo de anticorpo (ABBAS etal,, 2012;
AWASTHI et al., 2004; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012; VILELA et al., 2010),
além de ser uma citocina imune regulatoria capaz de suprimir a inflamagdo. Seu papel na
regulacao da resposta inflamatdéria no SNC foi demonstrado em modelos de esclerose multipla
em ratos ¢ na encefalomielite alérgica experimental (EAE) (KUCHROO et al, 1995;
PONOMAREYV et al., 2007; SILVA etal., 2008).

Também tem efeitos inibidores na expressdo de citocinas pro-inflamatérias, sendo
capaz de bloquear e suprimir as citocinas IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8. A IL-4 pode ainda exercer
seu efeito neuroprotetor por meio da inibicdo de IFN-y e da redugdo da concentragdo de TNF-
a, de NO ¢ ROS (ABBAS et al., 2012; ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; RUBIO-PEREZ;
MORILLAS-RUIZ 2012; SILVA et al., 2008).

A IL-10 foi primeiramente descrita como um fator associado a resposta Th2 que
envolvia a regulacdo dos sinais pro-inflamatorios da resposta Ty1. No entanto, sabe-se hoje
que ¢ uma das principais citocinas anti-inflamatérias produzida por diferentes tipos celulares,
tais como macrofagos, células dendriticas, células B e varios subtipos de células TCD4" e T
CDS8", desempenhando um papel importante na homeostase neural e sobrevivéncia celular. A
IL-10 tem um papel regulador central realizando a limitagdo imunopatologica em respostas
imunes muito intensas, como em doencas autoimunes (COUPER et al., 2008; MCKINSTRY
et al, 2009; O’GARRA; VIEIRA 2007; RONCAROLO et al, 2006; RUBIO-PEREZ;
MORILLAS-RUIZ 2012; SILVA etal., 2008).

Essa citocina limita a inflamagdo por reduzir a sintese de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IL-1a, IL-1 B e TNF-0, suprimindo a expressdo de receptores de outras citocinas e
inibindo a ativacao de receptores no encéfalo. A IL-10 também inibe a produgao de IL-2, IL-
5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrofago (GM-
CSF) (COOLS et al, 2007; MOORE et al., 2001; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012;
SCHANDENE et al, 1994), a sintese de IFN-y em linfocitos T auxiliares e a atividade das
células dendriticas, realizando dessa forma o controle da imunidade inata e adaptativa contra
microrganismos intracelulares (COOLS et al., 2007; KOSSODO et al., 1997).

O TGF-B ¢ sintetizado como um precursor inativo por células T regulatorias
inicialmente estimuladas por antigenos, fagdcitos mononucleares ativados por LPS, células B
e células NK (COOLS et al, 2007; KEHRL et al., 1986; RONCAROLO et al., 2006; WAHL,
1994).
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Essa citocina ¢ um regulador importante da proliferacdo, da diferenciacdo celular e
formagdo da matriz extracelular. O TGF-f§ também pode converter um sitio inflamatério em
um local de reparag¢ao celular, inibir a proliferagcdo e diferenciagao de células T e B, impedir a
ativacdo de macrofagos e limitar a producdo das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a, provocando
diminuicdo da resposta oxidativa e da produgdo de NO e promovendo o aumento da morte
celular por apoptose (RONCAROLO et al, 2006; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012;
WAHL, 2004). Além disso, ¢ um potente fator quimiotatico, recrutando monocitos,
neutrdfilos e linfécitos para o local da inflamagdo; influenciando também na adesdo e ativagao
de leucocitos (WAHL, 2004).

A IL-2 ¢ uma das principais citocinas produzidas por células T CD4" apds a sua
ativacio. E designado como um fator de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacio para
linfécitos T, agindo nas mesmas cé€lulas que a produzem ou em células adjacentes. Sua
producdo ¢ rapida e transitoria, comegando dentro de duas a trés horas da ativacdo das células
T. Essa citocina € necessaria para a sobrevivéncia e funcionamento das células T regulatorias,
que suprimem as respostas autoimunes e respostas contra antigenos estranhos. Também foi
demonstrado que a IL-2 estimula a proliferagao e diferenciacao das células B e NK in vitro
(ABBAS etal., 2012; SADLACK et al,, 1993; SEDDIKI et al, 2006).

A IL-17 € produzida por células Ty17 e tem um papel essencial tanto em inflamacdes
agudas quanto cronicas. Atua como um mediador de recrutamento de neutrofilos e
macrofagos no local da infecgao por meio da producao de quimiocinas (KHADER; COOPER
2008; KHADER et al, 2007, KHAYRULLINA et al, 2008; PARK et al, 2005; SERGEJEVA
et al., 2005; SILVA et al., 2008). As células T associadas a resposta imune inata também
podem produzir IL-17, como as células y0T em infeccdo por micobactérias (KHADER;
COOPER 2008; UMEMURA et al., 2007).

Virios relatos mostraram que muitas citocinas sdo produzidas por neurdnios e células
gliais e uma série de estudos indicaram alteragdes nos niveis de IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-q,
fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrdégafos (GM-CSF), IFN-0, e do receptor
tipo B da IL-18 em pacientes com doenga de Alzheimer (AMOR et al, 2010;
CHAKRABARTY et al, 2012; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ 2012; WYSS-CORAY,
2006). Outras evidéncias sugerem que citocinas pro-inflamatorias desempenham papel
importante na fisiopatologia de transtornos neuropsiquiatricos, como a depressao. Pacientes
depressivos apresentam aumento do nivel de citocinas pro-inflamatorias — IL-1, IL-6, TNF-a,

dentre outras —, proteinas de fase aguda, quimiocinas e moléculas de adesao (JANSSEN et al,
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2010). Estudos com citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1B, mostraram inibicdo da
neurogénese ¢ morte de células no hipocampo (JANSSEN etal, 2010; KOO; DUMA 2008).

As citocinas desempenham um papel muito importante na patofisiologia de infec¢des
virais. A expressdo de citocinas no SNC tem sido observada na infeccdo por coronavirus
neurotropicos (LI et al., 2004), rabdovirus neurotropicos (BI et al., 1995), citomegalovirus,
virus herpes simples, HIV 1 e pelo VEMT, um membro da familia Picornaviridae (ROCK et
al, 2004; ROUSSARIE et al., 2007a).

A sindrome da resposta inflamatoria sist€mica (SRIS) causada por infecgdes ¢ uma
condicdo tipica em que mediadores pro-inflamatorios liberados de células infectadas pode
resultar na faléncia de multiplos 6rgaos. A explosdo da sintese de citocinas em algumas
infecgdes provocadas por agentes virais, como a sindrome respiratoria aguda grave (SRAQG),
causada por coronavirus, virus influenza, virus da dengue, virus Epstein-Barr e enterovirus
humano (EV71) induz estimulacdo de substincias efetoras da resposta imune inata que
alteram a fisiologia do organismo (CAMERON et al., 2008; WANG, S., 2008; WANG et al,
2012).

Estudos sugerem que as células Ty17 produtoras de 1L-17 podem estar associadas a
atividade protetora contra agentes virais, como em infec¢des causadas pelo virus influenza
(MCKINSTRY et al, 2009; PARISH; KAECH 2011), além de estarem envolvidas em
processos inflamatdrios cronicos e em doengas autoimunes, como ocorre na artrite reumatoide
(COOKE, 2006; KHAYRULLINA et al., 2008; KRAMER; GAFFEN 2007; PARK et al,
2005).

Outros trabalhos demonstraram que microglias infectadas com o HIV-1 secretam as
citocinas pro-inflamatérias IL-1B e TNF-a e as quimiocinas CXCL10 e CXCL2 que podem
causar morte neuronal durante a atuacdo da resposta imune no SNC, desenvolvida para
combater o agente patogénico (JONES; POWER 2006; VIVITHANAPORN et al., 2010).
Outros virus, como o VEMT, provocam a morte de neurdnios nao pela infecc¢ao celular direta,
mas pelo desenvolvimento da resposta imune adaptativa (BUENZ et al., 2009; HOWE et al,
2012).

1.3.6 Oxido nitrico (NO)

O NO ¢ um radical livre, gasoso, molecular, inorginico, incolor. Na década de 1980,

esse radical livre foi considerado apenas um poluente ambiental e um carcin6geno potencial;
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hoje, o NO constitui-se em um mediador fundamental de processos intra e extracelulares
(DUSSE etal, 2003; PEYROT; DUCROCQ 2008; SHEN; LIU 2006).

O NO participa do vasorrelaxamento dependente do endotélio, da citotoxicidade
mediada por macréfagos, da inibi¢do da ativagdo, adesdo e agregacdo de plaquetas, da
regulacdo da pressdo sanguinea basal, do relaxamento do corpo cavernoso peniano humano,
da depressdo sinaptica a longo prazo, da potencializagdo dessa transmissdo sinaptica, da
microcirculagio medular e glomerular, e da preven¢do de piloroespasmos em estenose
pildrica hipertrofica infantil (CERQUEIRA; YOSHIDA 2002; DUSSE et al., 2003).

A producdo de NO também pode ser uma das respostas a presenca de patdgenos no
organismo, incluindo protozodrios, parasitas, fungos, bactérias e virus (STENGER et al,
1994). Sua producao no SNC ¢ ativada pela interagdo com TLR que desencadeiam a secrecao
de IL-12, IFN-y e/ou TNF- a, necessarias para a liberagdo de NO (ANUKUMAR; SHAHIR
2012; BARNA et al., 1996; BOGDAN, 2001; REISS; KOMATSU 1998). O TGF-f3 por sua
vez, ¢ uma das citocinas responsaveis pela inibicdo da sintese de NO por meio da degradacao
da enzima INOS em ambito pds-traducional (BOGDAN, 2001; MACMICKING et al, 1997,
PEYROT; DUCROCQ 2008).

Diversos tipos celulares, como neurOnios, células endoteliais, macroéfagos, células
dendriticas, células NK e células musculares lisas, sdo capazes de produzir NO por meio da
conversao enzimatica de L-arginina para L-citrulina mediada pela enzima NO-sintase
constitutiva (¢ctNOS), dependentes de ions célcio e de calmodulina, e pela iINOS, expressa por
macroégafos e outras células ativadas (BOGDAN, 2001; CERQUEIRA; YOSHIDA 2002;
CROEN, 1993; DUSSE et al., 2003; MOCHEL et al., 2010; DEL RiO et al., 2006).

A iINOS ndo ¢ normalmente expressa no cérebro, mas ¢ induzida em astrocitos e
micréglias por citocinas pro-inflamatorias e componentes patogénicos, como o LPS. Quando
expressa em altas concentragdes, induz a producdo de grande quantidade de NO que, em
determinadas condigdes, pode destruir neurdnios por meio da inibicdo de mecanismos
intracelulares necessarios a sobrevivéncia dessa célula (BOGDAN, 2000, 2001; MANDER;
BROWN 2005). As NOS ativadas, as proteinas imunorreativas de NOS e os mRNA sdo
encontrados em doengas autoimunes, como esclerose multipla associada com lesdes
desmielinizantes e artrite das articulagdes, sendo produzidas durante uma resposta imune
(REISS; KOMATSU 1998).

Muitos estudos indicaram que o NO e seus derivados tem efeito inibidor em uma
variedade de infecgdes virais (ANUKUMAR; SHAHIR 2012; FERNANDEZ-LIZARBE et

al, 2008) de animais, incluindo virus herpes simples do tipo 1 (VHS1), virus ectromelia, virus
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vaccinia (VV), virus da estomatite vesicular (VSV), virus de leucemia murina (VLM), virus
da dengue. Essas moléculas atuam inibindo a replicagdo viral possivelmente por efeito direto
sobre o virus e sobre as células hospedeiras devido a sua citotoxicidade. Isso sugere que o NO
pode ser um dos fatores vitais usados pela resposta imune inata para controlar os estagios
iniciais de infecgdes virais no SNC. No entanto, se a produgdo dessa molécula ndo for
devidamente regulada, pode causar sérios danos as células do hospedeiro (ANUKUMAR;

SHAHIR 2012; Bl etal, 1995; LEVY etal, 2010; NGUYEN etal., 1992).

1.3.7 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

ROS fazem parte de um grupo de radicais livres que sdo altamente instdveis e reativos.
Sao os radicais livres mais importantes em sistemas bioldgicos devido ao envolvimento de
oxigénio na maioria de suas reagdes quimicas. ROS sdo de curta duragdo e tendem a reagir
com outras biomoléculas para formar outros radicais livres de oxigénio, como anion
superoxido (O7?), radical hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,03), que sdo os mais
abundantes em organismos vivos (HARRISON, 2002; HUANG et al, 2011; MURPHY,
2009; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR 2011). Embora sejam prejudiciais em concentragdes
elevadas, ROS, em condicdes fisiologicas, desempenham diversas fungdes benéficas na
sobrevivéncia e imunidade como um importante mensageiro da sinalizagdo celular (VALKO
etal, 2007; HUANG et al,, 2011).

ROS tem um papel fundamental na resisténcia do hospedeiro a patdogenos. Sua
producao durante a patogénese no tecido ou em resposta a infecgdes virais induz uma série de
eventos adaptativos associados ao estresse oxidativo. ROS podem estar associadas a diversas
condigdes patoldogicas, tais como doengas neurodegenerativas, distirbios psiquiatricos,
doencas cardiovasculares, doengas inflamatorias, infec¢des, entre outras. Desempenham um
papel importante na proliferagdo de células; morte celular por apoptose ou necrose; em alguns
casos, estimulacdo de um ambiente pro-angiogénico; e formacdo de mutacdes no DNA
mitocondrial e nuclear, com quebra na dupla fita que ativa o checkpoint celular, bloqueia a
cé¢lula na fase G2 da divisao celular e induz a morte por apoptose (FANG, 2004; HRISTOV et
al, 2010; HUANG et al., 2011; ROBERT et al, 2010; SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR
2007; SOUCY-FAULKNER et al., 2010; WANG, Y., 2008).

Diversos estudos demonstraram que as mitocondrias produzem grandes quantidades
de ROS como um subproduto do transporte de elétrons e, quando ndo regulado, podem

resultar em danos no DN A mitocondrial e oxidagdo das membranas interna e externa dessas
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organelas, permitindo a permeabilizagdo. Mitocondrias danificadas acumulam mais ROS,
provocando aumento do estresse oxidativo celular e danos em outras organelas (HUANG et
al, 2011; JIN, 2006; MURPHY, 2009; VALKO et al., 2007).

A produgdo de ROS ¢ realizada pela acdo da enzima NADPH oxidase fagocitaria, que
¢ dividida em Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, oxidase dupla 1 ¢ 2 (Duoxl ¢ 2). A Nox2 ¢ a
NADPH oxidase melhor caracterizada, sendo a mais expressa em fagocitos, desempenhando
um papel importante na imunidade inata do hospedeiro. Quando induzida por estimulos
variados, como a sintese de IFN-y, promove a reducdo do oxigénio molecular em ROS. As
subunidades dessa enzima encontram-se distribuidas na membrana e no citosol. Apods
estimulagdo, as subunidades se unem formando um complexo capaz de reduzir o O; em O,
que ¢ convertido em H,O; pela superdxido desmutase (ABBAS et al, 2012; HUANG et al,,
2011; MOCHEL et al., 2010; OLIVEIRA et al, 2006; QIN et al., 2008; ROBINSON et al,
2004; SOUCY-FAULKNER et al., 2010).

Macrofagos e neutrofilos ativados sdo capazes de sintetizar ROS em grandes
quantidades, promovendo a destruicdo de microrganismos e outras células; esse processo de
sintese de ROS ¢ denominado de explosio ou burst oxidativo (ABBAS et al, 2012;
DUNAND, 2007; ROBINSON et al, 2004). Fatores virais desesmpenham um papel ativo na
inducdo de ROS. Ha precedentes da ativacdo de Nox2 em fagocitos durante a infecgdo
causada pelo virus da hepatite C e pelo virus Epstein- Barr (GRUHNE et al., 2009; HRISTOV
etal, 2010; LIN etal., 2011; MOCHEL et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos de virus a partir de infecgdes experimentais em animais de laboratdrio e/ou
cultivos celulares t€m permitido a identificagdo da preferéncia viral por diferentes tecidos de
animais, avaliacdo das interagdes virus-célula e a criacdo de modelos de infeccdo que possam
servir de comparagdo com infecgdes humanas.

A resposta imune inata, fase inicial da resposta imune a patdgenos invasores, ndo
depende das células de meméria T e B, mas sim de fatores secretados por varios tipos
celulares, principalmente macrofagos. No SNC, os macrofagos derivados de mondcitos e
microglias cerebrais residentes apresentam receptores que interagem com componentes
microbianos e disparam a resposta imune inata. Além dessas células, os astrocitos também
participam da resposta inflamatéria no SNC, contribuido com a producdo de citocinas,
quimiocinas, NO e ROS.

A ocorréncia de reatividade glial e lesdes histopatologicas em tecidos de
camundongos, mas a auséncia de ECP em cultivos priméarios de células do SNC, conduziu a
hipétese de que a infecgdo pelo virus Juruaga possa determinar uma exacerbagao da resposta
imune, que ¢ letal em camundongos recém nascidos, levando ao 6bito 100% dos animais
inoculados apds sete dias por inoculagao intracerebral.

Este trabalho envolvendo a resposta das células residentes do SNC do hospedeiro
contra o virus Juruagd contribuird para esclarecimento dessa hipotese e melhor entendime nto

da imunopatologia induzida por esse virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a resposta imune inata no SNC e alteragoes celulares induzidas pelo virus

Juruagd em camundongos neonatos inoculados por via intranasal.

3.2 Objetivos especificos

— Analisar as alteragdes histopatologicas em encéfalos de camundongos neonatos
infectados com o virus Juruaga;

— Identificar diferentes perfis morfologicos de ativagdo microglial induzidos pelo virus
Juruaga em encéfalos de camundongos neonatos;

— Analisar a produgdo de citocinas e 6xido nitrico em camundongos neonatos infectados
como virus Juruaca;

— Analisar a produgdo de citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio em
culturas primarias de células do SNC infectadas com o virus Juruacd;

— Verificar se neurdnios e oligodendrocitos sdo susceptiveis a infecgcdo pelo virus Juruagé

in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas e critérios
estabelecidos e exigidos pelo Comité Internacional de Biosseguranga. O presente trabalho foi
submetido ao Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) do IEC e foi aprovado sob parecer
N° 0022/2012/CEUA/TEC/CENP/SVS/MS (Anexo C), para realiza¢do de procedimentos de
isolamento e técnicas soroldgicas destinadas a agentes infecciosos que pertencem a classe de
risco 3.

Para manipula¢do do virus em estudo, foram utilizados os equipamentos de protegdo
individual (EPIs) — 6culos, tocas, mascara, luvas e jaleco — e os equipamentos de protecdo
coletiva (EPCs) — camara de fluxo laminar do tipo II A2. Materiais biolégicos desprezados e
carcagas de animais utilizados neste trabalho foram acondicionados em recipientes

apropriados e enviados para a incineragao.

4.2 CEPA VIRAL

O virus Juruagd (BE AN 401933) foi isolado pela SAARB do IEC em camundongos
albinos suicos recém nascidos inoculados por via i. ¢. com homogeneizado de visceras de um
morcego capturado em 1982 na regido de Porto Trombetas, municipio de Oriximina, Estado

Para.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem BALB/c fémeas
na 2* semana de gestag¢do para cultura de neur6nios embriondrios e recém nascidos com dois a
trés dias de idade para cultura primaria mista de células gliais e para produzir homogeneizado
de células do SNC. Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais com
mamadeiras de 4gua filtrada ad /libitum, alimentados com ragdo peletizada e observados
diariamente. Os camundongos adultos foram eutanasiados em camara de CO; com capacidade
de 1.000 cm’® e suas carcacas foram embaladas adequadamente, armazenadas em freezer a

uma temperatura aproximada de -20°C e posteriormente enviadas para incineragao.
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4.4 EXPERIMENTOS IN VIVO

4.4.1 Producao de estoque viral

As suspensdes virais foram produzidas, na propor¢ao de 1:10, a partir da maceragao de
encéfalos de camundongos infectados com o virus Juruaca (8 d.p.i.) em solugdo de cloreto de
sodio a 0,8% tamponada com fosfato (PBS) pH 7.2, contendo albumina bovina a 0,75%,
estreptomicina (100pg/mL) e penicilina (100UV/mL). O macerado foi centrifugado a
10000rpm por quinze minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para recipientes
apropriados. O volume de 0,02mL da suspensdo foi inoculado por via i c. com seringa
hipodérmica no cérebro de camundongos da linhagem BALB/c neonatos (2 dias de idade).

Esses camundongos infectados com o virus Juruagd foram observados duas vezes ao
dia e apds manifestacdo dos sinais clinicos, como paralisia, tremores, retardo do crescimento,
entre outros, foram identificados e congelados a -80°C no 8° d.p.i. para compor o estoque
viral e posteriormente serem usados nos experimentos. Os animais do grupo controle foram

apenas congelados sob a mesma temperatura que os camundongos infectados.

4.4.2 Titulaciao do estoque viral

A titulagdo do estoque viral foi realizada a partir do preparo de suspensdes de encéfalo
de camundongos infectados com o virus Juruaca (8 d.p.i), preparadas como descrito no item
4.4. Essas suspensdes foram utilizadas para preparar dilui¢des seriadas de 10 a 107'°, sendo
inoculados 0,02mL de cada diluicdo por via ic. em grupos de seis camundongos recém
nascidos com dois dias de idade. O titulo viral foi calculado pelo método descrito por Reed e
Muench (1938) e expresso como DLsp/0,02mL, que representa a dose letal para 50% dos

camundongos infectados.

4.4.3 Pesagem dos animais

Camundongos albinos da linhagem BALB/c neonatos (dois dias de idade) foram
separados em grupo controle, inoculados por via i. n. com suspensdes de encéfalos de
camundongos ndo infectados, e grupo infectado, inoculados por via i n. com suspensdes de
encéfalos de animais infectados com o virus Juruagd. Desde o primeiro dia até o décimo

segundo dia apods inoculagdo os camundongos foram pesados diariamente em balanca (Bel
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Engineering/EUA), sendo o 12° dia o periodo maximo de sobrevida dos animais em

decorréncia da infecgao.

4.4.4 Processamento histopatologico

Os camundongos recém-nascidos (dois dias de idade) divididos em grupo controle e
grupo infectado foram inoculados por via in. com 0,02mL, sendo 0,01 mL em cada narina, de
uma suspensdo de encéfalo de camundongo ndo infectado e infectado com o espécime viral
em estudo na proporcao de 1:2, respectivamente. Apos 4, 8 e 12 dias de infecgao, trés animais
do grupo controle e trés do grupo infectado de cada um desses tempos foram anestesiados
com halotano (Halocarbon Laboratories) e perfundidos por via intracardiaca (ventriculo
esquerdo) com solugdo de cloreto de sdédio a 0,9%, contendo heparina, seguida de solugao
fixadora contendo 4% de formaldeido nascente em tampao fosfato a 0,1M, pH 7.2, a
temperatura ambiente. Apos perfusdo, a calota craniana foi removida para a retirada do
cérebro, o qual foi imerso na mesma solugdo fixadora por 48 horas. Ao final desse periodo,
foram realizadas trés lavagens com PBS, pH 7,2, a temperatura ambiente, seguida da
desidratacdo em diluig¢des 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 sagitais com espessura de 5pum. Por fim, os cortes foram corados pela
técnica de Hematoxilina/Eosina (MICHALANY, 1998; PROPHET et al. 1992), seguida da
observagdo ao microscopio Optico (Axiophot - Zeiss/Alemanha) e obtencdo das imagens com

maquina digital (AxioCam HRC - Zeiss/Alemanha).

4.4.5 Produgio de soro homdlogo

O soro homologo foiproduzido a partir de inoculagdes, por via intraperitonial (ip.), de
0,2mL de suspensdes de encéfalo de camundongos infectados com o virus Juruaga,
preparadas em solugdo de cloreto de sodio a 0,8%, em camundongos albinos da linhagem
BALB/c adultos com trés a quatro semanas de idade. Foram feitas cinco inoculagdes em
intervalo de uma semana cada e sete dias apds a ultima inoculagdo, os animais foram
anestesiados com halotano e sangrados por pung¢do cardiaca. O sangue foi coletado e

centrifugado a 3000rpm por dez minutos para obtencdo do soro, o qual foi armazenado a -
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20°C para uso posterior (CASALS, 1967). A especificidade do soro foi comprovada pelo
teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizando as dilui¢des de 1:10, 1:50, 1:100, 1:2200
e 1:400.

4.4.6 Processamento imuno histo quimico

Para cada experimento, camundongos albinos da linhagem BALB/c neonatos (dois
dias de idade) foram distribuidos em dois grupos: 1) grupo controle com animais nio
infectados; 2) grupo infectado com animais inoculados por via i n. com os virus Juruaga.
Apos completarem os tempos de infeccao de 4, 8 e 12 d.p.i, os animais foram sacrificados e

processados conforme a técnica citada abaixo.

4.4.6.1 Fixacdo por Perfusdo e Microtomia

Os animais foram anestesiados com halotano (Halocarbon Laboratories) e perfundidos
por via intracardiaca (ventriculo esquerdo), com solucdo de cloreto de sodio a 0,9%
heparinizada, seguida de solugdo fixadora contendo formaldeido nascente a 4% em tampao
fosfato a 0,1M. Apos perfusdo, os encéfalos foram retirados, examinados macroscopicamente
e processados, como descrito no item 4.4.4. Em seguida, as amostras destinadas aos
procedimentos imunohistoquimicos foram seccionados a Spum em micrétomo rotativo
(Leica/Suica), montados em lamina, retirada a parafina com dois banhos em xilol a
temperatura ambiente, seguido de reidratacdo em dilui¢cdes decrescentes de etanol (100%,

90%, 70%, 50% e 30%) e dois banhos de agua destilada.

4.4.6.2 Imunohistoquimica

Para a imunomarcacgdo, foi utilizada a técnica de imunoperoxidase usando um kit
comercial Vector Mouse on Mouse Basic Kit (M.O.M. kit — Vector Laboratories/EUA),
seguindo instrugdes do fabricante com adaptacdes. Os cortes foram incubados com acido
borico a 0,2M por uma hora para fazer a recuperagdo antigénica, permeabilizados com uma
solucdo de Triton X100 a 0,5%, sitios inespecificos bloqueados em solugdo contendo Mouse
IgG Blocking Reagent, incubados em anticorpo primario por um dia, depois em anticorpo

secundario por trés horas (Biotinylated Anti-Mouse 1gG Reagent), a peroxidase endogena foi
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inativada com peroxido de hidrogénio a 0,3% e finalmente incubado com o reagente ABC
por uma hora.

As reagdes imunohistoquimicas foram reveladas com solugdo reveladora DAB/niquel,
montadas entre 1dmina/laminula com Entellan (Merk/Alemanha), analisadas em microscopio
optico de campo claro (Axiophot - Zeiss/Alemanha) e fotografados com camera digital
(AxioCam HRC - Zeiss/Alemanha). Os anticorpos primarios utilizados nesses ensaios de
imunomarcacdo foram anti-IBA-1 monoclonal feito em camundongo para a marcacdo de

micréglias e o soro homologo hiperimune anti-Juruacga feito em camundongo.

4.4.7 Testes para deteccio de citocinas e NO

4.4.7.1 Preparo do homogeneizado de cérebros de camundongos

Camundongos albinos da linhagem BALB/c neonatos (dois dias de idade) foram
inoculados por via i. n. com 0,02mL — 0,01 mL em cada narina — de suspensdes de cérebros de
camundongos infectados com o espécime viral em estudo e ndo infectados na proporcao de
12, preparadas como descrito no item 4.4. Os animais infectados e ndo infectados foram
identificados e congelados a -80°C com 4, 8 e 12 d.p.i. Em seguida, foi feita a maceragao do
encéfalo desses camundongos em tampao PHEM 2X na propor¢do de 1:5 para serem

utilizados nos experimentos de detecc¢ao de citocinas € NO.

4.4.7.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA do tipo sandwich)

Essa técnica foi realizada conforme instrugdes do fabricante do kit (BD OptEIA™ -
BD Biosciences/EUA). Para analisar a expressdo das citocinas 1L-1, IL-12p4g, IL-10, IL-4,
TGF-B1 foram utilizados sobrenadantes de co-culturas de células do SNC de camundongos
infectadas e ndo infectadas e homogeneizados de encéfalo de camundongos albinos da
linhagem BALB/c infectados e do grupo controle (item4.4.7.1).

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 solucdo contendo PBS e Tween 20 a 0,05% e depois incubadas com 200pL de uma
solucdo de bloqueio composta de PBS e 10% de SBF por um periodo de uma hora a

temperatura ambiente.
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As placas foram novamente lavadas como descrito anteriormente, seguida da adi¢ao
dos sobrenadantes das co-culturas, das suspensdes dos encéfalos de camundongos e das
diluicdes seriadas da curva padrdo; e incubacao por duas horas em temperatura ambiente —
para a quantificagdo da citocina TGF-P1, as amostras foram previamente tratadas com acido
cloridrico (HCI) por uma hora e depois neutralizadas com hidroxido de s6dio (NaOH) a 1N.
Apos 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 — a citocina IL-1p necessita que o anticorpo de deteccdo seja
adicionado uma hora antes do conjugado de estreptavidina-peroxidase, permanecendo esse
ultimo por 30 minutos na placa juntamente com as amostras. As placas foram lavadas e
incubadas com o cromdgeno (TMB - Tetrametilbenzidina) por 15-30 minutos a temperatura
ambiente e protegidos da luz. Apds incubacdo, a reagdo foi interrompida com acido sulfurico
(H,SO4) a 2N e analisada na leitora de ELISA Modelo EL 800 - BIO-TEK com filtro de
450nm.

4.4.7.3 Citometria de fluxo

Essa técnica foi realizada conforme instrugdes do fabricante do kit (BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Thl17 - BD Biosciences/EUA). Para analisar a expressao
das citocinas 1L-2, IL-6, TNF-a, IFN-vy, IL-17A, IL-10 e IL-4 foram utilizados sobrenadantes
de co-culturas de células do SNC de camundongos infectadas e ndo infectadas e
homogeneizados de encéfalo de camundongos albinos da linhagem BALB/c infectados e do
grupo controle (item 4.4.7.1).

As amostras ¢ as diluigdes seriadas da curva padrao foram colocadas em tubos
apropriados devidamente identificados contendo os anticorpos de captura e de detec¢do das
citocinas mencionadas acima, incubados por duas horas e, apods esse periodo, foiacrescentado
o tampao de lavagem para aumentar o volume das amostras e facilitar a leitura. Os tubos
contendo as amostras foram levados ao citometro de fluxo (BD FACSCanto II) para a leitura

dos resultados.

4.4.7.4 Reagente de Griess para quantificagdo de nitrito

Essa técnica foi realizada conforme instrugdes do fabricante do kit (Molecular

Probes/EUA), com algumas modificacdes. Para quantificacdo de nitrito, formado pela
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oxidacao espontanea de NO sob condi¢des fisiologicas, foram utilizados sobrenadantes de co-
culturas de células do SNC de camundongos infectadas e ndo infectadas e homogeneizados de
encéfalos de camundongos albinos da linhagem BALB/c infectados e do grupo controle (item
4.4.7.1). O limite de detec¢do para esse método ¢ de 1,0 uM de nitrito.

Foram colocados 50 pL de cada sobrenadante das co-culturas e suspensdes de
encéfalos de camundongos em uma placa de 96 pogos, juntamente com as dilui¢des previstas
no kit em tampao apropriado para produzir a curva padrdo. Em seguida, nos pogos que
continham as amostras biologicas e as diluigdes seriadas da curva padriao foram adicionados
50uL do reagente de Griess, anteriormente preparado com volumes iguais do componente A
(N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride) e do componente B (4dcido sulfanilico),
incubando a placa por uma hora a temperatura ambiente. A amostra de referéncia fotométrica
foi preparada misturando-se S0uL do reagente de Griess e S0uL de dgua deionizada. Apds
incubagdo, a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro, utilizando filtro de

comprimento de onda de 550nm.

4.5 EXPERIMENTOS IN VITRO

4.5.1 Cultivos primarios

4.5.1.1 Cultura primaria de células gliais

Culturas mistas de células gliais foram preparadas como descrito por Moura Neto et al.
(1983). Camundongos albinos da linhagem BALB/c recém nascidos (dois dias de idade)
foram anestesiados com halonato (Halocarbon Laboratories) e eutanasiados. Apos assepsia
com alcool 70%, foram colocados em placa de Petri contendo solug¢do salina (D-Dulbecco’s
Phosfate Buffered Saline — D-PBS) misturada com D-glicose a 6%, os cérebros foram
dissecados, as meninges € 0s vasos removidos sob ambiente estéril. Em tubos de 15mL, as
células foram dissociadas mecanicamente em PBS utilizando pipetas de vidro tratadas com
silicone e autoclavadas.

Apb6s decantacao do tecido ndo dissociado, o sobrenadante foi transferido para tubos
de 15mL, centrifugado a 3000rpm por cinco minutos € o sedimento ressuspendido em meio
glial composto de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM/F12), D-glicose a 6%, L-
glutamina a 2nM, bicarbonato de s6dio a 3nM, penicilina/estreptomicina a 0,5mg/mL e 10%

de soro bovino fetal (SBF). Uma pequena aliquota da suspensdo de células foi misturada ao
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azul de tripan para contagem em camara de Newbauer. As células foram semeadas na
densidade aproximada de 10° células sobre laminulas em placas de 24 pocos, sendo mantidas
em incubadora a temperatura de 37°C, sob atmosfera Umida composta de 95% de ar
atmosférico e 5% de CO;. As culturas foram monitoradas em microscopio invertido Axiovert
25 (Zeiss/Alemanha) e o meio trocado uma vez por semana.

Todas as laminulas utilizadas nos cultivos primarios foram previamente tratadas com
solugdo de poly-L-lisina (PM. 30000 - 70000) na concentragdo de 6,25ug/mL (0,3mL/cny’

area de superficie).

4.5.1.2 Cultura de neurdnios embrionarios

Para o cultivo de neurdnios embrionarios foi utilizada a técnica previamente descrita
por Brewer (1995). Camundongos albinos f¢meas da linhagem BALB/c na 2* semana de
gestacdo foram anestesiados com halonato (Halocarbon Laboratories) e eutanasiados. O utero
com os fetos (quinze a dezesseis dias de vida intra-uterina) foi extraido, sob condi¢des
estéreis, e colocado em uma placa de Petri contendo solugdo salina balanceada de Hank’s
(HBSS) e suplementada com piruvato de sédio a 1,0mM e tampao HEPES a 10,0mM.

Os fetos foram retirados e seus cérebros dissecados para a remoc¢ao das meninges e
vasos. As células foram dissociadas mecanicamente em tubos de 15mL, contendo HBSS, com
o auxilio de pipetas de vidro tratadas com silicone e autoclavadas; apds decantacdo dos
tecidos ndo dissociados, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1500g por cinco
minutos. O sedimento foi ressuspendido em meio Neurobasal suplementado com Glutamax
(0,5mM), acido glutimico (25uM) e suplemento B27 (2%) e uma pequena aliquota da
suspensdo de células foi misturada ao azul de tripan para contagem em camara de Newbauer.
As células foram semeadas sobre laminulas em placas de 24 pocos contendo meio Neurobasal
(Gibco/EUA), na concentragdo aproximada de 10°, sendo mantidas nas mesmas condicdes

descritas no item4.5.1.1.

4.5.1.3 Co-cultura de células gliais e neur6nios embrionarios

Apds o fechamento da monocamada dos cultivos primarios de células gliais sobre
laminulas em placas de 24 pogos, culturas de neur6nios embriondrios foram produzidas como
descrito no item 4.5.1.2 ¢ uma pequena aliquota da suspensao de células foi misturada ao azul

de tripan para contagem em camara de Newbauer. As células foram entdo semeadas sobre as
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culturas mistas de células gliais na concentra¢io aproximada de 10°, sendo mantidas sob as

mesmas condigdes de cultivo descritas no item 4.5.1.1.

4.5.1.4 Cultura de oligodendrocitos

Garrafas de culturas primarias de células gliais com duas semanas de cultivo foram
agitadas manualmente por alguns minutos para desprender as microglias. O sobrenadante foi
descartado, meio novo foicolocado nas garrafas e uma segunda agitagdo manual — com maior
intensidade — foi realizada para desprender os oligodendrécitos. O sobrenadante foi coletado,
transferido para tubos de 15mL e centrifugado a 1500g por cinco minutos. As células foram
dissociadas e semeadas sobre laminulas em placas de 24 pogos na concentragdo aproximada

de 10° células, em meio glial, sendo mantidas nas mesmas condicdes descritas no item4.5.1.1.

4.5.2 Inoculacio do virus em cultivos primarios

A inoculacdo do virus Juruaca em co-culturas de células glias e neurdnios
embrionarios foi feita trés dias apds a semeadura dos cultivos de neurdnios; e em cultivos
primarios de oligodendrocitos foi feita uma semana apos a preparagdo dessas culturas. Uma
suspensdo de encéfalo de camundongos infectados com o virus Juruagd foi preparada como
descrito no item 4.4.1, filtrada em filtros de 0,22um e adicionada as co-culturas e culturas
primarias mencionadas acima, sendo as mesmas observadas diariamente ao microscopio
invertido Axiovert 25 (Zeiss/Alemanha). Os cultivos controles foram inoculados com

suspensdes de cérebro de camundongos nio infectados.

4.5.3 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Foram utilizadas co-culturas de células glias e neurdnios embriondrios e culturas
primarias de oligodendrécitos ndo infectadas e infectadas com o virus Juruaca, crescidas sobre
laminulas redondas em placas de 24 pocos para realizagdo da técnica de IFI descrita por
Gubler et al. (1984), com algumas modificagdes, objetivando identificar o tipo celular e
detectar antigenos virais nesses cultivos primarios. As células crescidas em laminulas foram
fixadas em formaldeido nascente a 4% por 30 minutos. Apds fixacdo, as amostras foram
lavadas com PBS a 1%, permeabilizadas com solugdo de Triton X-100 a 0,1% em PBS e

posteriormente incubadas em PBS-cloreto de amdnio a 50mM por 30 minutos a temperatura
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ambiente. O bloqueio de sitios inespecificos foi feito com solu¢do contendo BSA a 1 % em
PBS, pH 8,0 durante dez minutos. Apds esse periodo, as amostras foram incubadas overnight
com o anticorpo primdrio a uma temperatura de 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas
em PBS, bloqueadas com BSA a 1% em PBS por 10 minutos e incubadas com anticorpo
secundario diluido em PBS e acrescido de marcador para nicleo celular por 60 minutos. O
material foi lavado em BSA a 1% em PBS durante cinco minutos cada lavagem a temperatura
ambiente. Depois, as laminulas foram lavadas em PBS, sob as mesmas condi¢des de tempo e
temperatura, ¢ rapidamente em agua destilada, sendo posteriormente montadas em laminas
com Prolong Antifade (Invitrogen/EUA). As amostras foram observadas em microscopio de
fluorescéncia (Axiophot - Zeiss/Alemanha), e as imagens obtidas por uma camera digital
(AxioCam HRC - Zeiss/Alemanha). As imagens de duplas e triplas marcagdes foram
processadas no software Adobe Photoshop CSS5.

Anticorpos primdrios: soro hiperimune anti-virus Juruacd, anti-GFAP (marcador de
astrocito), anti-CNPase (marcador de oligodendrocitos). Anticorpos secundarios: Alexa Fluor
488 (verde) e Alexa Fluor 568 (vermelho) (Invitrogen/EUA). Marcador de microglia:
Isolectina B4 conjugada com isotiocianato de fluoresceina. Marcador de nucleo celular:

corante fluorescente azul Hoecsht 33258 ou iodeto de propidio.

4.5.4 Deteccao de radicais superéxido em co-culturas de células gliais e neur6nios

embrionarios

As co-culturas de células gliais e neur6nios embrionarios foram cultivadas em
laminulas redondas, inoculadas com homogeneizado de encéfalo de camundongos ndo
infectados e infectados com o virus Juruaga, posteriormente coletadas nos tempos de 4, 8 ¢ 12
d.p.i. Depois, foram lavadas com PBS e incubadas em meio de cultura DMEM-F12 contendo
Img/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT). Apds 1 h de incubagdo em estufa a 37°C com
atmosfera timida de 95% de ar atmosférico ¢ 5% de CO», as co-culturas foram lavadas com
meio de cultura DMEM-F12 e fixadas durante 30 minutos com formaldeido nascente a 4%
emtampao PHEM. As laminulas foram colocadas em estufa a 60°C para secar e, entdo, foram
montadas em laminas de vidro, utilizando Entellan (Merk/Alemanha) como meio de
montagem. ApOs a montagem, as c€lulas foram analisadas em microscopio optico (Axiophot
- Zeiss/Alemanha), fotografadas em preto e branco com camera digital (AxioCam HRC -
Zeiss/Alemanha) e as imagens avaliadas no software ImageJ para quantificar a intensidade do

produto da reacdo resultante da redu¢do do NBT (cor amarela) em formazan (cor azul).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Trés experimentos foram realizados para analisar quantitativamente o peso ¢ a
produgdo de citocinas, nitrito ¢ ROS em co-culturas de células do SNC e homogeneizado de
encéfalos de camundongos ndo infectados e infectados com o virus Juruagd. A partir dos
resultados foi feita andlise estatistica no software GraphPad Prism 5 utilizando o teste
ANOVA Two-way, pos-teste de Comparagao Multipla de Bonferroni, com p<0,001, p<0,01 e
p<0,05.
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5 RESULTADOS

A 1déia desse trabalho surgiu da necessidade de comprovar a hipdtese levantada no
estudo de Aratjo (2006), o qual sugeriu que a infeccdo experimental por via i ¢. com virus
Juruagd causou uma doenca inflamatoria intensa em camundongos neonatos, que levou ao
obito 100% dos camundongos infectados no 7° d.p.i. Tal hipdtese foi levantada a partir das
observacdes ultraestruturais e de cortes histopatolégicos que demonstraram uma extensa
destruicdo do parénquima cerebral que, dentre outras manifestagcdes, apresentou intensa
reatividade glial e neurdnios com aspecto apoptotico. No entanto, em culturas primarias de
células do SNC infectadas com o virus Juruagd, apesar da deteccdo de antigenos e particulas
virais, ndo foi observado ECP evidente. Diante dessas evidéncias, acreditamos que uma
analise da resposta imunologica no SNC desses animais pode contribuir para confirmagdo da
referida hipdtese. Para analisarmos essa resposta usamos como referéncia imunomarcagao de

microglias e expressdo de citocinas, NO e ROS.

5.1 EXPERIMENTOS IN VIVO

5.1.1 Susceptibilidade dos camundongos e titulacio viral

Os camundongos albinos da linhagem BALB/c neonatos inoculados por via i n. com
homogeneizado de encéfalo de camundongos apresentaram susceptibilidade a infecgdo
provocada pelo virus Juruaga. Os animais manifestaram alguns sinais clinicos, como tremores
e paralisia, que culminaram com a morte dos mesmos no 12° d.p.i O titulo viral dos

camundongos infectados foide 5,6 DL50/0,02mL.

5.1.2 Peso dos animais

Os camundongos foram separados em grupo infectado e grupo controle, inoculados
por via i n. com homogeneizado de encéfalo de animais ndo infectados e infectados pelo
virus Juruaca e observados ao longo de doze dias, periodo em que os animais vao a 6bito. Os
animais infectados comegaram a demonstrar sinais da doenca a partir do primeiro dia apds a
infeccdo com o virus em estudo, apresentando perda de massa corporal, hipodesenvolvimento

e dificuldade de alimentagdo. No 9° dia de infeccdo, os animais passaram a apresentar os
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sinais de hipoatividade, tremores e dificuldade de locomocgao, que foram intensificados até o
12° dia de infecgao.

Os camundongos do grupo controle € grupo infectado foram pesados diariamente para
verificar o ganho e perda de massa corporal, respectivamente, durante os doze dias.
Constatou-se que os camundongos infectados apresentaram ganho de peso menor até o 8°
d.p.i. em comparagdo aos animais do grupo controle, sendo que essa diferenca de peso passa a
ser significante a partir do 7° d.p.i. A partir do 9° d.p.i, nota-se que os animais do grupo

infectado passam a perder peso até o 12° d.p.i. (Figura 5 ¢ 6).

Peso dos animais ao longo do tempo

15-
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Figura 5 — Analise estatistica da perda de peso de camundongos albinos da linhagem BALB/c
durante 12 dias de infec¢do com o virus Juruagd. Controle = grupo controle; Infectado = grupo
infectado; 1 a 12 = 1 d.p.i. a 12 d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two -way, pds-teste Comparagao
Multipla de Bonferroni, com (*) p< 0,05, (**) p< 0,01 e (***) p<0,001, quando comparados com
0 grupo controle.
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Figura 6 — Analise estatistica da perda de peso de camundongos albinos da linhagem BA LB/c no
4°, 8° e 12° d.p.i. do virus Juruaca. Controle = grupo controle; Infectado = grupo infectado; 4 = 4°
dpi, 8 =8 dp.i. e 12 = 12° d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two-way, pds-teste Comparagao
Multipla de Bonferroni, com (***) p<0,001.

5.1.3 Analise histopatologica e aspectos morfologicos da reacio microglial

Secgdes dos encéfalos de camundongos ndo infectados e infectados com o virus
Juruaga foram obtidas no 4°, 8° e 12° d.p.i. e submetidas a andlise histopatologica. Nos
animais pertencentes ao grupo controle ndo foram observadas alteracdes; enquanto que, nos
animais infectados, varias alteragdes foram identificadas, cuja intensidade e frequéncia
aumentaram ao longo do tempo de infeccao.

No 4° d.p.i, observou-se congestdo vascular, caracterizada histologicamente pelo
acimulo de hemdacias nos vasos sanguineos, na regido cortical e principalmente entre as
membranas meningeas; além disso, foi observado infiltrado leucocitario no plexo cordide do
quarto ventriculo e raras células com aspecto apoptoide localizadas no cortex cerebral,

apresentando condensagdo citoplasmatica e picnose (Figura 7).
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Figura 7 — Fotomicrografias de secc¢des histologicas do encéfalo de camundongos do grupo controle (A) e grupo
infectado como virus Juruagd (B, C e D)no 4° d.p.i. coradas por hematoxilina eosina (HE). (A) Animal do grupo
controle demonstrando a integridade do tecido. (B) Células com aspecto apoptdide na regido cortical (setas
brancas), (C) congestdo entre as membranas meningeas (elipse) e (D) infiltrado leucocitario no plexo cordide do

quarto ventriculo (circulo).

No 8° d.p.i, verificou-se congestdo intraparenquimatosa tanto no cortex quanto no
cerebelo e congestdo focal nos plexos cordides dos ventriculos laterais, terceiro e quarto
ventriculo; além de rara marginacdo leucocitaria, corpos apoptdticos distribuidos pelo bulbo
olfatorio e regido cortical, edema com aspecto vacuolar localizado no cortex cerebral e edema

perivascular no cerebelo (Figura 8).



Figura 8 — Fotomicrografias de secg¢des histologicas do encéfalo de camundongos do grupo controle (A) e grupo
infectado como virus Juruagd (B, C ¢ D)no 8°d.p.i. coradas por hematoxilina eosina (HE). (A) Animal do grupo

controle demonstrando a integridade do tecido. (B) Células com morfologia apoptdide (setas brancas) e edema
com aspecto vacuolar (circulo) na regido cortical do encéfalo. (C) Presenca de corpos apoptoticos no bulbo
olfatorio (setas brancas), além de (D) congestdo no cerebelo (elipse e circulo) e edema perivascular (cabeca de
seta branca).

As lesdes intensificaram-se drasticamente no 12° d.p.i. Foi observada congestdo
vascular entre as membranas da meninge, nos plexos cordides, no bulbo olfatorio e na regido
cortical. O cortex foi a regido mais afetada. Nesta regido verificou-se edema com aspecto
vacuolar e necrose do tipo coagulativa distribuidas por todo o parénquima, com presenca de
picnoses e cariorréxis nuclear; alteragdes celulares tanto neuronais quanto gliais com grande
quantidade de corpos apoptdticos, distribuidas em um espectro que variou de condensagoes
pontuais no citoplasma até ampla condensacdo em estagios mais avancados de morte celular.
Além disso, foram observadas células com aspecto semelhante a macréfagos ativados; reacao
glial com presenga de astrocitos gemistocisticos, com nucleo excéntrico, citoplasma
abundante, hialino e prolongamentos tipicos; infiltrado leucocitario; e focos hemorragicos
perivasculares no parénquima cortical, caracterizados pela presenca de hemacias fora da luz

dos vasos sanguineos (Figura 9).



b O 3 :
L RN WAN n"‘.

Figura 9 — Fotomicrografias de sec¢des histologicas do encéfalo de camundongos do grupo controle
(A) e grupo infectado com o virus Juruaga (B, C, D, E, F, G e H) no 12° d.p.i. coradas por
hematoxilina eosina (HE). (A) Animal do grupo controle demonstrando a integridade do tecido. (B)
Diferenga entre o cortex e o mesencéfalo, mostrando maior destruicdo no parénquima cortical. (C)
Congestdo no bulbo olfatoério (setas brancas); (D) presenga de cariorréxis (setas pretas) e hemorragia
no diencéfalo (circulo); (E) e congestao no plexo cordide do quarto ventriculo (setas brancas). Na
regido cortical, foi observada (F) hemorragia no parénquima (circulo); (G) presenga de corpos
apoptoticos (cabegas de setas amarelas); (H) e células semelhantes a macréfagos (seta amarela).

65



66

Seccdes dos encéfalos de camundongos do grupo controle e do grupo infectado com o
virus Juruagd foram obtidas e submetidas aos testes de imunohistoquimica no 8° d.p.i para
deteccao de antigenos virais (Figura 10) e no 12° d.p.i para identificacio de células
microgliais em estado de repouso, reativo ou ativado (Figura 11, 12 e 13).

O soro homologo utilizado nesses experimentos foi titulado em co-culturas de células
gliais e neurdnios embrionarios e apresentou reagdo positiva até a diluicdo de 1:100, sendo a
mesma estabelecida para a realizagdo dos ensaios mencionados acima.

No 8° d.p.i, os animais pertencentes ao grupo infectado apresentaram marcagdo de
antigenos virais distribuida por todo o encéfalo desde o bulbo olfatério, que foi a via de

entrada, até a por¢ao anterior da medula.



Figura 10 — Fotomicrografias de secgdes histologicas do encéfalo de camundongos do grupo controle (A
e B) e grupo infectado com o virus Juruaga (C, D, E e F) no 8° d.p.i. marcadas com anticorpo anti-
Juruagd por imunohistoquimica. (A) e (B) Animal do grupo controle demonstrando auséncia de
marcagdo no cortex e no cerebelo, respectivamente. (C), (D), (E) e (F) Animal infectado mostrando
marcacdo de antigenos virais no bulbo olfatério, no cértex, no hipocampo e no cerebelo,
respectivamente.

67



68

No 12° d.p.i, o encéfalo dos animais infectados e do grupo controle apresentou
grandes modificagdes no perfil de ativagdo das células microgliais. As micrdglias
demonstraram morfologia com corpo celular pequeno e ramificagdes longas e delgadas nos
camundongos do grupo controle, aspecto caracteristico de uma célula microglial quiescente.
J& nos animais infectados, em resposta a infeccdo viral, essas células apresentaram tanto
aspecto reativo com soma aumentado, ramos curto e espessos, quanto aspecto ativado no qual
se observa uma forma arredondada e auséncia de ramos. No bulbo olfatério, nicleo olfatorio
anterior, prosencéfalo e diencéfalo proximo ao ventriculo lateral foram encontradas
microglias reativas, predominantemente, e ativadas. Na regido cortical praticamente todas as
células microgliais encontraram-se no estado ativado. Nas demais regides do encéfalo,

predominaram micréglias reativas (Figuras 11, 12 e 13).

Figura 11 — Fotomicrografia de sec¢do histologica do encéfalo de camundongos infectados com o virus Juruaca
no 12° d.p.i. corada por imunohistoquimica, mostrando uma visdo panordmica da distribuicdo de microglias

pelas diversas regides encefilicas, onde co = cortex, bo = bulbo olfatério, no = nucleo olfatério, pe =

prosencéfalo e de = diencéfalo.
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Figura 12 — Fotomicrografias de secgdes histologicas do encéfalo de camundongos do grupo controle e grupo
infectado com o virus Juruaga no 12° d.p.i. marcadas com Iba-1 por imunohistoquimica. (A) e (B) Animal do
grupo controle demonstrando morfologia ramificada das células microgliais (setas brancas). (C) Diferenca entre
o cortex e a regido proxima ao ventriculo lateral e (D) entre a regido cortical e o mesencéfalo, demonstrando as
mudangas morfologicas das microglias no estado de repouso (seta brancas das figuras A e B), no estado reativo
(setas brancas das figuras C e D) e no estado ativado (aspecto arredondado) (setas pretas).
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Figura 13 — Fotomicrografias de secc¢des histologicas do encéfalo de camundongos infectados com o
virus Juruaga no 12° d.p.i. marcadas com Iba-1 por imunohistoquimica. (A), (C), (E) e (G) Presenca de
células microgliais no bulbo olfatdrio, na regido proxima ao ventriculo lateral, no cerebelo e entre cortex
e mesencéfalo, respectivamente. (B), (D), (F) e (H) Imagem ampliada das figuras A, C, E e G,
respectivamente, mostrando microéglias com morfologia ramificada (setas brancas), com aspecto
arredondado (setas pretas) e marcagdo nas membranas das meninges (cabecas de seta pretas).
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5.1.4 Producio de citocinas

Os ensaios imunoenzimaticos (por ELISA e CBA) para dosagem das citocinas pro-
inflamatorias e citocinas anti-inflamatorias foram realizados a partir de homogeneizados de
encéfalo de camundongos e de sobrenadantes de co-culturas de células gliais e de neurdnios
embrionarios do grupo controle e infectado com o virus Juruagd, coletados ap6s 4, 8 e 12 dias
de inoculacdo. Os resultados com os sobrenadantes de cultura primaria ndo foram
significativos em funcdo das grandes variagdes na deteccdo das citocinas nos trés
experimentos realizados.

A analise da produgdo das citocinas pro-inflamatérias IL-12psy e IL-6 em
homogeneizados de encéfalo de camundongos do grupo controle ndo mostrou diferencas
significativas entre os animais no 4°, 8° e 12° d.p.i. Ja4 nos animais do grupo infectado, foi
observado aumento significativo no 8° d.p.i. € no 12° d.p.1. quando comparado com os grupos
controles. No 12° dia de infecgdo, foi observada redugdo significativa da sintese de ambas as

citocinas em relagdo ao grupo infectado do 8° d.p.i. (Figura 14 e 15).
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Figura 14 — Andélise estatistica da produgdo da citocina IL-12p40 no SNC de camundongos
albinos da linhagem BALB/c ap6s 4, 8 e 12 dias de infecgdo com o virus Juruagd. Controle =
grupo controle; Infectado = grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i; 12 = 12 d.p.i. Teste
estatistico ANOVA Two-way, pds-teste Comparacdo Miltipla de Bonferroni, com (¥**) =
p<0,001.
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Figura 15 — Analise estatistica da produg¢@o da citocina IL-6 no SNC de camundongos albinos
da linhagem BALB/c ap6s 4, 8 e 12 dias de infec¢do com o virus Juruaga. Controle = grupo
controle; Infectado = grupo infectado; 4 =4 d.p.i; 8 = 8 d.p.i.; 12 = 12 d.p.i. Teste estatistico
ANOVA Two-way, pos-teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, com (***) = p<0,001e
(**)=p<0,01.

Os resultados da detec¢do das citocinas pro-inflamatdrias TNF-a e IFN-y ndo mostrou
diferenca significativa entre os animais do grupo controle no 4°, 8° ¢ 12° d.p.i. No entanto, os
animais infectados mostraram aumento significativo dessas citocinas no 8° d.p.i. e no 12°
d.p... quando comparado com os grupos controle e com os animais no 4° dia de infecgdo
(Figuras 16 e 17).

Apesar de ndo apresentar significdncia estatistica, a citocina IFN-y, mostrou uma
produgdo elevada desde o 4° de infec¢do em relagcdo ao grupo controle do mesmo periodo,

provavelmente devido ao desvio padrdo (Figura 17).
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Figura 16 — Analise estatistica da produgdo da citocina TNF-a no SNC de camundongos
albinos da linhagem BALB/c ap6s 4, 8 e 12 dias de infecgdo com o virus Juruagd. Controle =

grupo controle;

Infectado = grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i.; 12 = 12 d.p.i. Teste

estatistico ANOVA Two-way, pds-teste Comparacdo Miltipla de Bonferroni, com (¥**) =
p<0,001 e (**) =p<0,01.
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Figura 17 — Analise estatistica da producdo da citocina IFN-y no SNC de camundongos
albinos da linhagem BA LB/c apds 4, 8 ¢ 12 dias de infecgdo com o virus Juruaga. Controle =
grupo controle; Infectado = grupo infectado; 4 =4 d.p.i.; 8 =8 d.p.i; 12 = 12 d.p.i. Teste
estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, com (**) =
p<0,01e (*) =p<0,05.
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A analise da produgdo da citocina pro-inflamatéria I1L-1B ndo mostrou diferenca
significativas entre os animais do grupo controle no 4°, 8° e 12° d.p.i. Nos animais do grupo
infectado, porém, foi observado aumento significativo somente no 8° d.p.i. em relagdo ao
grupo controle e aos demais tempos analisados (Figura 18).

As citocinas IL-17A e IL-2 detectadas por citometria de fluxo ndo apresentaram

diferenga estatistica em relacdo aos tempos analisados (dados ndo mostrados).
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Figura 18 — Analise estatistica da producdo da citocina IL-1f no SNC de camundongos
albinos da linhagem BA LB/c apds 4, 8 e 12 dias de infecgdo com o virus Juruaga. Controle =
grupo controle; Infectado = grupo infectado; 4 =4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i; 12 = 12 d.p.i. Teste
estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, com (**) =
p<0,01e (*) =p<0,05.

Os resultados da detec¢dao das citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e IL-4 demonstram
reducdo na sintese de ambas ao longo da infecgao.

A produgdo da citocina IL-10 foi reduzida significativamente em relagdo ao grupo
controle somente no 12° d.p.i. Quando comparamos o grupo infectado no12°d.p.i. como 4°e
0 8°d.p.i., foi observada redugdo na producao desta citocina (Figura 19). A citocina IL-4, por
sua vez, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos infectados e grupo controle
nos periodos de tempos avaliados. No entanto, houve redugdo significativa da produgao desta
citocina no grupo infectado do 12° d.p.i., quando comparado com os demais grupos infectados
(Figura 20). Nao foi possivel detectar a producdo da citocina TGF-B1 por meio das técnicas

utilizadas nesse trabalho.
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Figura 19 — Analise estatistica da produgdo da citocina IL-10 no SNC de camundongos
albinos da linhagem BALB/c ap6s 4, 8 e 12 dias de infec¢do com o virus Juruaga. Controle =
grupo controle; Infectado = grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i; 12 = 12 d.p.i. Teste
estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Multipla de Bonferroni, com (***) =
p<0,001; (**)=p<0,01; e (*) =p<0,05.
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Figura 20 — Anadlise estatistica da produgdo da citocina IL-4 no SNC de camundongos albinos
da linhagem BALB/c apds 4, 8 e 12 dias de infeccdo com o virus Juruagd. Controle = grupo
controle; Infectado = grupo infectado; 4 =4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i.; 12 = 12 d.p.i. Teste estatistico
ANOVA Two -way, pos-teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, com (**) = p<0,01 e (*) =
p<0,05.
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5.1.5 Produciao de 6xido nitrico (NO)

A analise da producao de NO por meio da quantificacdo de nitrito foi realizada a partir
de sobrenadantes de co-culturas de células gliais e neurOnios embrionarios e de
homogeneizados de encéfalo de camundongos do grupo controle e do grupo infectado com o
virus Juruaga, coletados apos 4, 8 e 12 dias de inoculacdo. Os resultados com os
sobrenadantes de cultura primaria ndo foram significativos em fungdo das grandes variagdes
na deteccao de NO nos trés experimentos realizados.

Os experimentos realizados com homogeneizados de encéfalo de camundongos
mostraram que o grupo infectado apresentou uma redugdo na sintese de NO em relagdo aos
animais do grupo controle, sendo essa reducdo significativa apenas no 12° d.p.i., quando
comparado aos animais do grupo controle do mesmo periodo de tempo. Além disso, foi
observado que os camundongos do grupo controle apresentaram aumento significativo ao

longo do periodo de desenvolvimento dos animais analisados (Figura 21).
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Figura 21 — Analise estatistica da quantificacdo de nitrito para detec¢do de NO no SNC de
camundongos albinos da linhagem BALB/c apods 4, 8 ¢ 12 dias de infecgdo com o virus
Juruagé. Controle = grupo controle; Infectado = grupos infectado; 4 =4 d.p.i.; 8 =8 d.p.i; 12
= 12 d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparacdo Multipla de
Bonferroni, com (***) = p<0,001; (**) =p<0,01; e (*) =p<0,05.
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5.2 EXPERIMENTOS IN VITRO

5.2.1 Detecgao de marcadores de células gliais, antigenos virais e iNOS

Nos experimentos para imunomarcagcdo de células do SNC e antigenos do virus
Juruagd foram realizados ensaios citoquimicos ¢ de imunofluorescéncia indireta em co-
culturas de células gliais e neurdnios embriondrios no 8° d.p.i, com o intuito de verificar se
micréglias, astrocitos, oligodendrocitos e neurdnios de camundongos albinos neonatos da
linhagem BALB/c eram susceptiveis a infec¢ao pelo virus Juruaca.

O soro hom6logo utilizado nesses experimentos foi titulado em co-culturas de células
gliais e neurdnios embrionarios e apresentou reacdo positiva até a diluigdo de 1:200, sendo a
mesma estabelecida para a realizagdo dos ensaios mencionados acima.

Foi observada marcagcdo de residuos de o-galactose presentes principalmente na
superficie celular de microglias por citoquimica e marcacdo citoplasmatica das proteinas
GFAP e CNPase especificas de astrocitos e oligodendrécitos por imunofluorescéncia,
respectivamente. Além disso, foi observada marcacdo de antigenos virais em microglias,
astrocitos e oligodendrocitos (Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28). Nao foi possivel confirmar
a infeccdo de neur6nios em co-cultivos.

Foram também observadas marcagdes citoplasmaticas em culturas primarias de células
gliais e neurdnios embriondrios para a enzima iINOS, apresentado maior intensidade de

marca¢ao nos cultivos do grupo controle (Figura 29 e 30).



Figura 22 — Micrografia de fluorescéncia de co-culturas de células gliais e neurdnios
embriondrios no 8° d.p.i, mostrando imunomarcagdo de isolectina B4 conjugada com FITC em
microglias do grupo controle (verde), auséncia de marcagdo para antigenos virais e coloragao
de ntcleos celulares com corante azul Hoecsht 33258.

Figura 23 — Micrografia de fluorescéncia de co-culturas de células gliais e neurdnios

embrionarios no 8° d.p.i.,, mostrando imunomarcacdo de isolectina B4 conjugada com FITC em
microglias infectadas (verde), marcacdo de antigenos virais (vermelho) e coloragdo de nucleos
celulares comcorante azul Hoecsht 33258.
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Figura 24 — Micrografia de fluorescéncia de co-culturas de células gliais e neurdnios
embriondrios no 8° d.p.i., mostrando imunomarcacdo de GFAP em astrocitos do grupo controle
(verde), auséncia de marcagdo de antigenos virais e coloragdo de nucleos celulares com corante
azul Hoecsht 33258.

llJp'm -

Figura 25 — Micrografia de fluorescéncia de co-culturas de células gliais e neurdnios
embrionarios no 8 d.p.i, mostrando imunomarcacdo de GFAP em astrdcitos infectados
(verde), marcag@o de antigenos virais (vermelho) e coloragdo de nucleos celulares com corante
azul Hoecsht 33258.
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Figura 26 — Micrografia de fluorescéncia de culturas de oligodendrocitos no 8° d.p.i,
mostrando imunomarcacdo de CNPase em oligodentrécitos (verde) e coloragdo de ntcleos
celulares com corante vermelho iodeto de propidio.

20pm

Figura 27 — Micrografia de fluorescéncia de culturas de oligodendrocitos no 8° d.p.i,
mostrando auséncia de marcagdo de antigenos virais em oligodendrocitos do grupo controle
(verde) e coloragdo de nucleos celulares com corante vermelho iodeto de propidio.
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Figura 28 — Micrografia de fluorescéncia de culturas de oligodendrocitos no 8° d.p.i,
mostrando imunomarca¢do de antigenos virais em oligodentrocitos infectados (verde) e
coloragdo de nucleos celulares com corante vermelho iodeto de propidio.

Figura 29 — Micrografia de fluorescéncia de culturas de células gliais e neurénios embrionarios

no 8° d.p.i., mostrando imunomarca¢do de iNOS em co-cultura de células gliais ¢ neurdnios
embrionarios ndo infectada (verde) e colora¢do de nucleos celulares com corante vermelho
iodeto de propidio.
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Figura 30— Micrografia de fluorescéncia de culturas de células gliais e neurénios embrionarios

no 8 d.p.i.,, mostrando imunomarcacdo de iNOS em co-cultura de células gliais e neurdnios
embrionarios infectada (verde) e coloragdo de nucleos celulares com corante vermelho iodeto
de propidio.

5.2.2 Producio de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Os resultados para a detec¢do de ROS obtidos a partir da quantificacdo da intensidade
do produto de reacdo nas células infectadas e ndo-infectadas com o virus tratadas com NBT
demonstram que as culturas infectadas apresentaram um aumento significativo em relacao as
culturas do grupo controle (Figura 31) nos trés tempos analisados, sendo que, no4° d.p. 1., a
intensidade de marcacao dos cultivos infectados foi significativamente maior do que no 8° e

12° d. p. i Entre os cultivos do grupo controle ndo foi observada diferenga significativa
(Figura 32).
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Figura 31 — Fotomicrografia de campo claro demonstrando a detec¢do da producdo de superdxido através da

reacao citoquimica com NBT em co-culturas de células gliais e neurdnios embrionarios nao infectadas (A) e
infectadas (B), no 4° d.p.i.
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Figura 32 — Analise estatistica da deteccdo de ROS a partir da quantificagdo do produto da
rea¢do em co-culturas de células gliais e neur6nios embrionarios de camundongos albinos da
linhagem BA LB/c analisadas apds 4, 8 ¢ 12 dias de infeccdo com o virus Juruaga. Controle =
animais ndo infectados; Infectado = animais infectados; 4=4d.p.i.; 8 =8d.p.i,; 12=12d.p.i
Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparagdo Miltipla de Bonferroni, com
(***)=p<0,001; (**)=p<0,01; e (*) =p<0,05.

Para melhor entender a relagdo entre a producdo de citocinas, espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, os sinais clinicos e perda ponderal observada nos animais infectados
com o virus Juruacd, foi feito um resumo dos resultados no quadro a seguir (Quadro 1,

ANEXO B).



Quadro 1 — Resumo dos resultados relacionados ao peso dos animais, sinais clinicos e a
producio de citocinas, NO e ROS.

(+) nivel baixo, (+ +) nivel médio, (+ ++) nivel alto, (—) ausente, (k) poucos, (* 3 %) muitos.

(#) resultados obtidos em cultura de células

(Em verde) relagdo entre a diminui¢do do peso dos animais, a intensificacdo dos sinais clinicos,
o aumento das citocinas pro-inflamatérias, redugdo das citocinas anti-inflamatérias e aumento

de ROS. Observar o Anexo B.
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6 DISCUSSAO

Os estudos com o virus Juruaga tiveram inicio em 1982, quando o mesmo foi isolado
em camundongos albinos suicos recém-nascidos. Nessa época, foram realizados teste
sorologicos para a caracterizacdo viral; no entanto, esses ensaios ndo foram suficientes para
indicar uma classificacdo completa do virus analisado. Aratijo, em 2006, realizou novas
metodologias, como microscopia eletronica, imunomarcagdo, técnicas moleculares e o uso de
culturas primarias de células do SNC para desenvolver um estudo experimental mais amplo a
cerca do virus Juruaca.

A partir desses experimentos, pode-se indicar as caracteristicas morfologicas; o
tropismo por células do SNC, principalmente microglias; e a classificacdo taxonOmica
provisoria desse virus na familia Picornaviridae no género Enterovirus. Além disso, os
resultados do trabalho de Araujo (2006) sugeriram que as lesdes causadas nos animais
infectados com o virus Juruaca ocorriam ndo somente pela acdo do agente viral, mas
principalmente pelo desenvolvimento de uma intensa resposta imune. Essa hipdtese foi o que
nos levou a desenvolver esta dissertacdo no intuito de verificar se a mesma teria fundamento,
e se 0 virus em estudo levaria os animais ao Obito pela exacerbagdo da resposta imune no
SNC.

Para isso, foi realizada andlise histologica com a finalidade de verificar se haveria
diferenga nas alteracdes anatomo-patologicas caso os animais fossem inoculados por via i.n. e
a linhagem de camundongos sui¢os fosse substituida pela linhagem BALB/c. Foram também
realizados testes histoquimicos e de imunofluorescéncia em culturas primarias de células do
SNC e imunohistoquimico em sec¢des de encéfalo com o intuito de confirmar a presenca de
antigenos virais e analisar aspectos morfolégicos das microglias que indiquem diferentes
estagios de ativacdo celular. Além disso, foi analisada a produgdo de citocinas, NO e ROS

para tragar um perfil da resposta imune ao virus Juruaga.

6.1 PATOGENESE

Dentre os patdgenos que podem provocar encefalites, os virus sdo os agentes
patogénicos que mais causam doengas 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
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pela variedade de lesdes e pelas altas taxas morbi-mortalidade em humanos e em animais
doméstico, de importancia comercial e ecologica.

A co-evolugdo dos agentes virais com o sistema nervoso de mamiferos demonstra um
duelo constante pela sobrevivéncia (CHAKRABORTY et al,, 2010). A maioria das infec¢des
virais no SNC ¢ transitoria, mas algumas podem resultar em incapacidade ou morte. Diversos
virus de RNA ¢ DNA entram no SNC por meio do transporte axonal do sistema nervoso
periférico (SNP) (ABDELMAGID, 2012; DENIZOT et al, 2012) e podem induzir injlria no
tecido nervoso por replicacdo direta e lise das 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; BERTH, et al., 2009; DELEIDI; ISACSON
2012). Em outros casos, os virus podem entrar no SNC por via hematogénica, devido as
alteracdes 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 (BERTH, et al., 2009; JOHNSON; CUNNINGHAM 2011; DELEIDI;
ISACSON 2012; VERMA et al, 2009).

Citamos na sequéncia alguns exemplos de patdgenos virais importantes por sua
viruléncia ou pelas sequelas determinadas pela intensa resposta imune contra os mesmos
estabelecida no SNC. Jurgens e colaboradores (2012) afirmaram que a maioria das pessoas
consegue se recuperar completamente da infeccdo causada pelo virus influenza, porém,
existem casos em que esse virus pode provocar danos significativos a curto e longo prazo no
SNC, devido a neuroinflamagdo induzida por infec¢do viral periférica.

O virus Nipah, um paramyxovirus identificado em 1999, esta associado a morte por
encefalite aguda em 40% a 75% dos casos registrados. Dos individuos que conseguem
sobreviver a infecgdo por esse virus, cerca de 20% apresentaram sequelas neurologicas e um
pequeno nuimero desenvolve encefalite de inicio tardio (FURR; MARRIOTT 2012; TYLER,
2009).

A encefalite japonesa (VEJ) ¢ uma das arboviroses mais temidas que ocorre em
humanos. Entre os flavivirus clinicamente importantes, o VEJ tem a maior taxa de
mortalidade que varia de 30% a 50% e permanece como um importante problema de satde
publica em varias regides da Asia (FURR; MARRIOTT 2012; GUPTA; RAO 2011;
SOLOMON, et al., 2003). Além de causar uma doenga aguda com altas taxas de mortalidade,
o VEJ pode deixa alguns sobreviventes com sequelas, como paralisia de membros inferiores e

deficiéncia mental (GUPTA; RAO 2011).
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Na familia Picornaviridae existem quatro géneros que contem virus neurotropicos. O
poliovirus, coxsackievirus, echovirus e outros membros do género Enterovirus se replicam no
trato digestivo e sdo resistentes a pH acido. O género Cardiovirus inclui o virus da
encefalomiocardite (VEMC) que causa paralisia flaicida em camundongos ¢ o VEMT, o qual
possui diferentes cepas que provocam tanto uma doenga semelhante a poliomielite em
camundongos quanto uma doenca desmielinizante cronica similar a esclerose multipla. Os
membros do gé€nero Parechovirus estdo associados a paralisia flaicida e encefalite, e o
teschovirus suino, do género Teschovirus, estd relacionado ao desenvolvimento de
polioencefalite em porcos (RACANIELLO, 2008).

Nesse trabalho, resolvemos usar dois parametros diferentes daqueles utilizados por
Aragjo (2006). O primeiro foi o uso da linhagem BALB/c, que foi escolhida como modelo
experimental devido a algumas dificuldades com relagdo a imunodeteccdo de moléculas
especificas de células do sistema imune e de citocinas anteriormente realizadas em
camundongos albinos suicos; € o segundo foi a via de inoculagdo i n., pois queriamos
reproduzir uma infec¢do mais proxima do natural. Com essas duas mudangas, observamos de
imediato um aumento de cinco dias no tempo de sobrevida dos animais, que passou de sete
para doze dias. O uso de uma linhagem isogénica, que em principio deveria ser mais sensivel
a infeccdo, ndo demonstrou diminuicdo no tempo de sobrevida dos camundongos. Isso se
deve provavelmente a via de inoculacdo, pois, a saturacdo dos receptores do sistema olfatorio
por particulas virais limita a quantidade de virus que entram nas células do SNC; enquanto
que na inoculagdo i. c., além dos virus terem acesso direto, a quantidade de particulas virais
que chegam ao sistema nervoso ¢ maior, pois ndo dependem de receptores de um grupo
especifico de células.

No estudo de Araujo (2006), as alteragdes andtomo-patologicas em camundongos
infectados com o virus Juruagd demonstraram no 4° d.p.i alteragdes principalmente no
cérebro dos animais, apresentando leve espongiose com vasos proeminentes e presenca de
c¢lulas neuronais com aspecto apoptdtico; com oito d.p.i. observou-se intenso aspecto
espongidtico com comprometimento do parénquima cerebral associado a proeminéncia
vascular, necrose e apoptose neuronal, além de infiltrado inflamatério polimorfonuclear. A
analise por imunohistoquimica mostrou que o padrio de imunomarcagdo foi difuso,
acometendo tanto corpos neuronais quanto células gliais em todas as regides encefalicas,
entretanto com nitida preferéncia por dreas onde predomina os achados de nodulos gliais e

maior intensidade de infiltrado inflamatorio.
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Nossos resultados demonstraram alteracdes semelhantes aquelas descritas acima, com
algumas diferencas. As lesdes foram menos evidentes no 4° d.p.i. e se intensificaram a partir
do 8° d.p.i, finalizando no 12° d.p.i. com intensa destruicdo da regido cortical e ativagao
microglial, que demonstra maior susceptibilidade das células neurais ao virus e
consequentemente maior ativagao microglial nessa regido do encéfalo (Figuras 14, 15, 16, 18,
19 e 20).

Infecgdes por enterovirus no SNC podem estar associadas a paralisia flicida aguda
(SOLOMON; WILLISON 2003; SOLOMON et al, 2010), mielite disseminante aguda e
mielite transversa aguda (AGIN et al.,, 2010). De acordo com Rhoades e colaboradores
(2011), a infecc@o por enterovirus pode comprometer a funcdo do plexo cordide, uma
estrutura importante que estd envolvida na produgdo do liquido cefalorraquidiano e na
regulacdo imune; além disso, ¢ observada a presenca de células apoptdticas em ratos
infectados que apresentam paralisia. Nos camundongos infectados com o virus Juruacd, foram
observadas alteragdes nos plexos cordides, como infiltrado leucocitario e congestdo vascular e
a presenca de células apoptodticas foi bastante evidenciada principalmente no 12° d.p.i
(Figuras 14, 15 e 16). No entanto, ndo foi evidenciado grande acometimento dessa regido,
como descrito no estudo de Rhoades e colaboradores (2011), apesar do virus Juruaca
pertencer ao género Enterovirus.

Na infeccdo causada pelo virus Theiler, os camundongos inoculados desenvolvem
polioencefalite uma semana apds a inoculacao, caracterizada pelo envolvimento da substancia
cinzenta cerebral e da medula espinhal, com presenca de infiltrado leucocitario mononuclear
perivascular e subaracndide constituido de linfocitos, mondcitos € macréfagos. Embora haja
infiltrado linfocitico de leptomeninges e cortex cerebral, a inflamagdo estd concentrada na
substancia cinzenta subcortical, principalmente na regido do diencéfalo (tdlamo, hipotilamo e
epitdlamo), no hipocampo e no ganglio basal Na medula espinhal, a inflamacdo esta
localizada no corno anterior (OLESZAK et al., 2004). Diferentemente do que foi observado
no estudo de Oleszak e colaboradores (2004), nossos resultados, mostraram que o maior
acometimento ocorre na regido cortical, onde foi observada intensa destruicdo do tecido
neural. Em relacdo as demais areas do encéfalo, poucas alteragdes foram observadas, embora
antigenos virais tenham sido detectados em todo o SNC, inclusive na por¢do anterior da

medula espinhal (Figuras 16 e 17).
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6.2 RESPOSTA IMUNE NO SNC

Os patdégenos pertencem a um grupo muito diverso de microrganismos € a sua
deteccdo provoca grandes mudangas no sistema imune, um complexo de processos
bioquimicos que permite a destruigdo de microrganismos patogénicos que ameacam a
viabilidade do hospedeiro (DUNKELBERGER; SONG 2010; MACHADO et al., 2004;
MELCHJORSEN et al., 2009).

De maneira sist€mica as defesas do hospedeiro contra infecgdes sdo iniciadas pelo
sistema imune inato, que promove o reconhecimento dos microrganismos patogénicos, como
protozoario, fungos, bactérias e virus, por meio da ligacdo dos PAMPs com seus respectivos
RRP, tais como os TLR, induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias por células
efetoras, como neutr6filo, macrofagos, células NK, células gliais, e iniciando o processo de
morte celular programada (KAW AIL; AKIRA 2006; KIRKMAN et al., 2010; KOYAMA et al,
2008; MELCHJORSEN et al., 2009; PICKUP; FRCPAHT 2004; ZHU, Z. et al., 2007). Em
sequéncia, como um processo interligado ao sistema imune inato, ocorre a ativagdo do sistema
imune adaptativo, que utiliza os receptores de linfocitos T e B para reconhecer de forma mais
especifica os patdgenos e elimind-los, além de promover a memoéria imunolégica de longa
duracao contra reinfeccao (DUNKELBERGER; SONG 2010; JOHNSEN, 2009; KIRKMAN
etal, 2010; WANG, J. etal., 2012).

O desenvolvimento da resposta imune antiviral envolve a organizagdo de uma rede
complexa de células das respostas imunes inata e adaptativa. O controle das infec¢des virais €
realizado inicialmente por meio da producao e liberagdo dos IFNs do tipo I — IFN ae IFN B —
por macrofagos e células NK, destruindo as células infectadas com o agente viral e
protegendo aquelas que ainda ndo entraram em contato com o virus. Também ocorre a sintese
de IFN-y — IFN do tipo II — que atua ativando macréfagos e intensificando a acdo citotoxica
de células NK (BIACCHESI et al., 2009; JOHNSEN, 2009; MACHADO et al, 2004;
MENACHERY, 2010; ROBBINS et al., 2007). Na imunidade adaptativa contra infecc¢des
virais, ocorre a ativacio de células T CD8" que reconhecem os antigenos virais via MHC de
classe 1 e exercem citotoxicidade nas células infectadas; além disso, células T CD4" sdo
ativadas e colaboram com as células B na sintese de anticorpos (KOTILLIL et al., 2003;
MACHADO et al., 2004).

As interagdes entre o sistema imunolégico e o SNC constitui a rede reguladora mais
complexa e interativa em mamiferos. A resposta imune no SNC diante de uma infeccdo em

principio deve ser um processo rapido, rigorosamente controlado que reduza de forma eficaza
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disseminacao do agente infeccioso, resultando em danos minimos ao cérebro e prevenindo
uma reposta auto-imune (CHAKRABORTY et al., 2010). A resposta imune no SNC depende
da acdo das células neuronais e de outras células residentes — células gliais — capazes de
distinguir as células do hospedeiro das proteinas neurotdxicas, células apoptoticas e agentes
patogénicos (FARINA et al, 2007; GRIFFITHS, 2009, 2010; LEVITE et al., 2008).

As células microgliais sdo os sensores de infecgdes virais no SNC e desempenham um
papel fundamental na gerag¢do de resposta imune inata. Durante as fases iniciais da infec¢ao
viral, essas células atuam como importantes mediadores de processos neuroinflamatoérios e
representam a primeira linha de defesa antes da infiltragdo de linfocitos no cérebro por meio
da produgdo e secrecdo de inimeros moduladores imunes (ARAVALLI et al., 2005; FURR;
MARRIOTT 2012; MESTRE et al., 2006; STELLA, 2009).

Alguns estudos mostram que o virus HSV-1 afeta particularmente neurdnios e células
gliais e pode induzir uma resposta imune pela ativacdo de micrdglias mediante a sinalizaciao
por TLR-2 e TLR-9, resultando na producao de citocinas, como TNF-a, IFN-a, IFN-f, IL-1
e IL-6, e quimiocinas que provocam dano neuronal por estresse oxidativo e apoptose
(ABDELMAGID, 2012; MARQUES et al., 2008; SCHACHTELE et al., 2010; SERGERIE et
al,, 2007).

Outros trabalhos mostraram que as microglias podem ser ativadas pela presenca do
VEMT por meio do reconhecimento do agente viral pelos diferentes tipos TLR, promovendo
o aumento da produgdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas; além de induzir a
expressao elevada de moléculas co-estimulatorias e do MHC de classe 11, o que demonstram o
importante papel da microglia como célula apresentadora de antigeno (OLSON; MILLER
2004). Astrocitos e oligodendrocitos também podem auxiliar na inducdo da resposta imune no
SNC (ALOISI et al., 1998).

Durante a infeccdo no SNC, o VEJ inicia uma intensa resposta inflamatoria com
desenvolvimento da resposta imune inata, ativacdo do sistema complemento e de células NK,
ativagdo microglial e presenga de infiltrado leucocitario, resultando na produgdo de diversas
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias, incluindo IL-1p e IL-18, as quais tem um
papel importante na febre, choque séptico e doengas inflamatorias (DAS, et al, 2011;
GUPTA; RAO 2011; KAUSHIK et al, 2012).

Assim como foi evidenciado nos trabalhos de Abdelmagid (2012), Aloisi e
colaboradores (1998), Olsen e Miller (2004) e outros autores, em camundongos inoculados
com o virus Juruagd, objeto desse trabalho, foi observado que as células do SNC,

especialmente microglias, astrocitos e oligodendrocitos, sdo susceptiveis a infecgcdo por esse
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virus, uma vez que foram encontrados antigenos virais no citoplasma desses tipos celulares
(Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 17). Em decorréncia disso, as células gliais do SNC dos
camundongos infectados, principalmente micréglias, estdo envolvidas na resposta imune e,
consequentemente, na intensa lesdo do parénquima cerebral, uma vez que estas células foram
detectadas por imunohistoquimica no cortex, apresentando morfologia compativel com o
estagio mais avangado de ativacdo (aspecto amebdide) (Figuras 18, 19 e 20). Esses achados
sdo semelhantes aqueles demonstrados por Gupta e Rao (2011), Marques e colaboradores
(2008), Olson e Miller (2004) e Schachtele e colaboradores (2010), nos quais foram
observados ativagdo microglial diante de uma infecgao por virus.

Nesses animais infectados foram detectadas, por ensaios imunoenzimaticos, as
citocinas pro-inflamatorias IL-12pa4g, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-1p, em concentragdes bastante
elevadas (Figuras 23, 24, 25, 26 e 27), além das citocinas anti-inflamatérias 1L-4 e 1L-10,
assim como foi observado nos trabalhos de Kaushik e colaboradores (2012), Olson e Miller
(2004) e Sergerie e colaboradores (2007). As citocinas IL-10 e IL-4, no entanto, foram
detectadas em niveis cada vez menores a medida que a infec¢do progride ao longo do periodo
de sobrevivéncia dos camundongos (Figuras 28 e 29). Essa redugdo se deve muito
provavelmente ao aumento da produg@o das citocinas pro-inflamatorias por células residentes
do SNC, principalmente micr6églias altamente ativadas, na tentativa de eliminar o patdgeno.
Células dos poucos infiltrados leucocitarios encontrados podem também ter contribuido para
producao destes mediadores inflamatorios.

As citocinas tem um papel fundamental na indugdo e regulacdo da resposta imune
contra virus neurotropicos. Em alguns casos a eliminagao de virus do SNC requer a migragao
de células do sistema imune para o local da infeccdo e envolve a proliferagio e a
diferenciacdo de células efetoras; todos esses processos sdo mediados por citocinas e
quimiocinas produzidas por leucocitos, microglias e astrocitos (MARTINEY et al, 1998;
OLESZAK et al, 2004; WANG et al, 2012). As citocinas sdo importantes tanto para
intensificar e propagar a resposta imune antiviral, quanto para regular a resposta inflamatoria
apos a eliminagdo do virus (CHANG et al, 2000; OLESZAK et al., 2004; THEIL et al,
2000).

Esses mediadores inflamatorios estdo envolvidos na patogénese de diversas doengas,
inclusive na infeccdo causada pelo VEMT, modulando tanto a fase aguda quanto a fase
cronica dessa doenga que sdo caracterizadas por diferentes aspectos patologicos (OLESZAK
et al, 2004). Em decorréncia da resposta imune desencadeada no SNC apos invasdo pelo

HSV-1, tem-se cogitado que a patogénese da encefalite herpética (EH) esteja ligada ao papel



92

deletério que a liberacdo descontrolada de mediadores inflamatérios desempenha sobre o
tecido cerebral (ROZENBERG et al., 2011, SAITO, 2011).

Uma dessas citocinas, a IL-12, ¢ essencial para a geracdo da resposta do tipo Tpl e €
produzida principalmente por macréfagos, células dendriticas, astrocitos, microglias e
linfocitos B. E negativamente regulada pela IL-4 e IL-10, que sdo potentes citocinas indutoras
da resposta do tipo Tp2 (BUXBAUM; SCOTT 2005; TRIPATHI et al., 2007). No SNC, a
expressao da citocina IL-12 tem sido associada a diversas respostas inflamatorias como EM,
EAE em ratos e camundongos e na endotoxemia murina (PAGENSTECHER et al, 2000).
Durante a resposta imune inata no SNC, a IL-12 induz a produgdo de IFN-y e, em retorno, o
IFN-y estimula o aumento da producdo de IL-12 (feedback positivo), contribuindo para a
defesa local contra agentes infecciosos (KORNELISSE et al., 1997; KOMATSU et al., 1998;
REISS; KOMATSU 1998; IRELAND et al., 2005).

Juntamente com infiltrado de macrofagos, a micréglia tem sido indicada como fonte
principal de IL-12 em condicdes inflamatdrias (BECHER et al., 2000; HANISCH, 2002). In
vitro, microglias expressam mRNA de IL-12p35 e p40 e secreta IL-12p70 bioativa apds
exposi¢ao ao IFN-y juntamente com LPS (ALOISI, 2005; HANISCH, 2002). Essas células
também expressam receptor de IL-12 funcional, cuja estimulacdo induz a producdo de
citocinas ¢ de NO, o que sugere que IL-12 pode também promover ativacdo da micrdoglia
(ALOISI, 2005).

A IL-6 ¢ um importante ativador de processo inflamatério e dirige a transicdo da
resposta imune inata para a adaptativa (JONES, 2005; RUBIO et al, 2011). Essa citocina
pode ser induzida em astrocitos pela infeccdo causada por diferentes agentes virais, tais como
o VSV e VEMT (RUBIO etal., 2011); e a sua presenga ¢ um indicativo da origem infecciosa
de alguns doencas auto-imunes (VAN-HETEREN et al., 2008).

De acordo com Rubio e colaboradores (2011), culturas de astrocitos infectadas com
VEMT — um virus responsavel por causar uma doenga desmielinizante em camundongos
susceptiveis € usado como modelo de esclerose multipla — apresentam alta expressao e
producdo de IL-6, sugerindo que essa citocina pode estar associada a desmielinizacdo por
meio do recrutamento de células imunes para o local da infec¢do. Outros trabalhos relatam a
habilidade de culturas primérias de microglias e astrocitos de responder a infeccdes causadas
por virus de RNA e DNA produzindo mediadores pro-inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1
e [IL-6 (CHAUHAN et al, 2010; FURR; MARRIOTT 2012).

Durante a infecgdo causada pelo virus Juruagd, foi observada uma produgdo

significativamente elevada das citocinas IL-12p4o e IL-6 (Figuras 23 e 24) a partir do 8° d. p.
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1. no encéfalo dos animais infectados, € mesmo sofrendo uma queda na concentragao no 12°d.
p. i, ainda continuaram apresentando niveis consideravelmente altos. Dados semelhantes
foram encontrados nos estudos realizados por Aloisi (2005), Chauhan e colaboradores (2010),
Hanisch (2000), Jones (2005) e Tripathi e colaboradores (2007), nos quais se observou a
producao dessas citocinas por células do SNC, principalmente micréglias e astrocitos. Rubio e
colaboradores afirmaram que a citocina IL-6 também ¢ produzida na doenca causada pelo
VEMT e pode estar relacionada a doenga desmielinizante provocada por esse agente viral; de
acordo com esse dado, a producdo de IL-6 durante a infeccdo causada pelo virus Juruagd pode
ser um indicativo do desenvolvimento de uma possivel doenga desmielinizante nos
camundongos infectados.

A citocina TNF-a ¢ secretada por células NK, macrofagos e células T ativadas e ¢
capaz de induzir a lise celular e apoptose, porém, pode levar a producdo de mediadores
inflamatorios e proteinas antiapoptdticas; esses dois mecanismos de acdo do TNF- a depende
do tipo de receptor (TNF-RI e TNF-RII) que esta presente na maioria das células no local da
infeccdo (KIRKMAN et al.,, 2010, KRISHNASWAMY et al, 2006). Além disso, essa
citocina atua como um indutor na sintese de IL-6 durante o processo inflamatorio induzido
por infecgdes virais (BEVENISTE et al., 1990).

O TNF-a pode ter efeito citotoxico em diversos tipos celulares, como ocorre em EAE
causando danos em oligodendrocitos. Inoue e colaboradores (1996) demonstraram a relacao
entre o grau de desmielinizagdo ¢ o aumento da expressio de TNF-o no cérebro de
camundongos infectados com o virus Theiler. Begolka e colaboradores (1998), por sua vez,
demonstraram que, durante a infec¢do induzida pela cepa BeAn do VEMT em camundongos
SJL, os niveis de transcrigdo de TNF-a e IFN-y estdo relacionados com a manifestacdo mais
intensa dos sinais clinicos.

O IFN-y ¢ uma citocina de natureza pleiotropica que apresenta atividade antiviral
(DINARELLO, 2006). Pode ser produzido por células T, células NK (LAMMAS et al., 2000;
MENACHERY, 2010; VIDY et al., 2005; WANG et al., 2012), macréfagos e células
apresentadoras de antigenos em resposta a infec¢des virais (ELLERMAN-ERIKSEN, 2005;
LAMMAS et al, 2000; WANG et al., 2012). O IFN-y € responsavel por ativar microglias e
astrocitos, que por sua vez produzem TNF-a, IL-1 e IL-6, bem como NO e ROS
(CORRADIN et al, 1993; LAMMAS et al., 2000; LEE et al, 1993; OLESZAK et al., 2004).
O IFN-y também pode provocar retragdo dendritica em neurdnios expostos a altas

concentragdes dessa citocina (CHAKRABORTY etal, 2010).
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O papel do IFN-y em proteger o SNC e eliminar o agente viral tem sido descrito em
muitos casos de encefalites causadas por virus neurotropicos (BURDEINICK-KERR;
GRIFFIN 2005; CHAKRABORTY et al, 2010). Essa citocina protege os neurdnios da
encefalite provocada pelo HIV-1 no SNC por meio da inibicdo de apoptose induzida por esse
virus (CHACRABORTY etal., 2010). Byrnes e colaboradores (1989) afirmaram que o IFN-y
pode intensificar os processos inflamatérios agudos, provocando inclusive choque
endotoxico; por isso, ndo ¢ surpreendente que a producdo dessa citocina ¢ mantida sob
controle em condigdes normais.

A resposta imune gerada no SNC durante uma infec¢do pelo virus Sindbis (VSIN) foi
caracterizada pela produgdo de diversos fatores inflamatorios responsdveis por eliminar o
agente viral, tais como IFNs, TNF-a, IL-1, IL-6, quimiocinas que induzem a ativacdo glial,
expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais e migragao celular (BURDEINICK -
KERR et al., 2007; GRIFFIN; METCALF 2011).

Nos camundongos infectados com o virus Juruagd, as citocinas TNF-a e IFN-y foram
produzidas de forma gradual ao longo da infecgdo, alcangando niveis extremamente elevados
ao final do 12°d. p. 1. (Figuras 25 e 26). Assim como nos animais inoculados com o virus em
estudo, Begolka e colaboradores (1998), Chacraborty e colaboradores (2010) e Griffin e
Metcalf (2011) também demonstraram a producdo elevada de TNF-o e IFN-y durante
infec¢des caudadas por diversos agentes virais.

A IL-1 ¢ uma citocina multifuncional que pode ser produzida por macréfagos e células
gliais, sendo responsavel por co-estimular a reposta de células T e B e induzir a expressdo de
moléculas de adesdo e quimiocinas para recrutar leucdcitos periféricos e gerar
neuroinflamacdo (CARLOS; HARLAN 1994; OLESZAK et a, 2004; WANG ct al., 2012).
No SNC, a IL-1p pode ser prejudicial para a satide das células neuronais e a falta de controle
na regulacdo da secrecdo dessa citocina resulta em danos nos neurdnios levando a sequelas
neurologicas (DAS et al, 2008), como ocorre na infec¢do causada pelo VEJ (KAUSHIK et
al, 2012).

Além disso, a infeccdo causada pelo HIV-1 pode levar por si so a ativagdo de células
polimorfonucleares e a secrecdo de diversos fatores neurotéxicos, como por exemplo, das
citocinas TNF-a e IL-1B que, no contexto da infec¢do causada por esse agente viral, sdo
consideradas toxicas ao SNC (BRABERS; NOTTET 2006; KRAFT-TERRY et al., 2009), e
ainda induzem a secre¢@o de IL-8 por astrocitos, uma citocina envolvida na quimiotaxia de

neutr6filos para o local da infeccao (SAAS et al, 2002). Algumas evidéncias mostram que a
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IL-1B também pode ser sintetizada no SNC em resposta a infecgdo causada pelo EV71
(WANG et al,, 2012).

De acordo com Brabers e Nottet (2006), Kaushik e colaboradores (2012), Kraft-Terry
e colaboradores (2009) e Wang (2012), a secrecdo da citocina IL-1P pode ser prejudicial ao
SNC se nao for devidamente controlada. Em camundongos no 8° dia de infec¢do com o virus
Juruagd, os niveis da citocina IL-1p s3o significativamente elevados, apresentando uma
drastica reducdo no 12° d. p. i, devido a esse aumento, esta citocina pode estar associada a
destruicdo das células do SNC durante a infec¢do causada pelo virus em estudo.

A IL-10 ¢ uma importante citocina imunoregulatdria produzida por macréfagos,
monocitos, linfocitos T e B (OLESZAK et al 2004; WANG et al.,, 2012). Inibe um amplo
espectro de respostas imunes celulares e estd associada a diversas doengas mediadas pela
imunidade. Com isso, a acao inibidora desta citocina favorece a infecgdo persistente de alguns
agentes virais, por evitar o seu reconhecimento pelo sistema imune inato (EJRNAES et
al.,2006; ROUSE; HOROHOV 1986).

A IL-10 pode modular condigdes neuropatologicas agudas e cronicas bastante severas
(WANG et al, 2012) e a importancia da sua producdo tem sido amplamente estudada em
doencas autoimunes (MACKINSTRY et al, 2009). Estudos com uma variante ndo virulenta
da cepa BeAn do virus Theiler demonstraram que a infecgdo apresenta uma expressao
preferencial da citocina IL-10 sobre a IL-2 por células dendriticas e macrofagos, indicando
que as propriedades imunossupressoras da IL-10 podem inibir a ativacao das células T auto-
reativas (OLESZAK et al, 2004; PALMA et al, 2002). Begolka e colaboradores (1998)
demonstraram que durante a infeccdo induzida pela cepa BeAn do VEMT em camundongos
SJL a transcrigdo das citocinas IL-4 e IL-10 foi observada em todo o curso da doenga;
enquanto que na infeccdo provocada pela cepa DA do VEMT as citocinas anti-inflamatorias
IL-4, IL-5 e IL-10 foram expressas em niveis mais baixos na fase aguda da doenga (CHANG
et al, 2000; OLESZAK et al., 2004). Também foi verificada a produgao de IL-10 em
camundongos selvagens infectados com o virus influenza, auxiliando no controle da resposta
inflamatoria (MACKINSTRY et al., 2009).

A T1L-4 também ¢ uma citocina imune regulatdria capaz de suprimir o processo
inflamatorio (KOPF et al, 1993; PONOMAREV et al., 2007) e, juntamente com a IL-10 e o
TGF-B1, torna-se um potente inibidor da ativagdo de macréfagos e monodcitos (OLESZAK et
al, 2004). A IL-4 prejudica a atividade de linfocito T induzida por IL-2 e inibe a sintese de
diversas citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-12, por meio de

mecanismos dependentes de STAT6 (LEVINGS; SCHRADER 1999).
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Sua producao por células microgliais e astrocitos ¢ muito importante para regular o
processo inflamatério no SNC. Acredita-se que na EAE, as microglias produzam IL-4 em
resposta a sinais inflamatdrios a partir de oligodendrocitos em processo de morte celular ou de
astrocitos ativados, resultando no aumento da sintese dessa citocina anti-inflamatoria que tem
o potencial de regular as citocinas pro-inflamatérias produzidas por astrocitos
(PONOMAREY et al,, 2007). Oleszak e colaboradores (2004) encontraram altos niveis de IL-
4 na medula espinhal de camundongos infectados com o VMET e que ja tinham desenvolvido
a doenca desmielinizante cronica tardia. A IL-4 produzida durante essa fase da doenga pode
contribuir para a desativagdo de macrdéfagos; no entanto, por inibir a geragio de LTC
antivirais, essa citocina acaba contribuindo para a perpetuacdo da permanéncia do VEMT
(OLESZAK etal., 2004).

Alguns estudos, como os de Ejrnaes e colaboradores (2006), MacKinstry e
colaboradores (2009), Ponomarev e colaboradores (2007) e Wang (2012), mostraram a
importancia da producdo das citocinas IL-10 e IL-4 para o controle do processo inflamatorio
durante infecgdes virais, por exemplo, por meio da inibigdo da sintese de citocinas pro-
inflamatérias. No entanto, a acdo inibidora dessas citocinas observada nos trabalhos de
Oleszak e colaboradores (2004) e Rouse e Horohov (1986) podem favorecer a infeccio
persistente de agentes virais. J4 que a producdo das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e 1L-4
foi significativamente elevada nos tempos iniciais e diminuiu ao longo do tempo de sobrevida
dos camundongos infectados com o virus Juruaca (Figuras 28 e 29), acredita-se que a
produgdo inicial dessas citocinas tenha favorecido a dissemina¢do do virus em estudo, que por
sua vez pode ter inibido a agdo das mesmas, contribuindo dessa forma para a exacerbagdo da
resposta imune.

O NO ¢ uma molécula multifuncional que desempenha um papel importante nas
respostas imunes (OLESZAK et al., 2004). Esta envolvido em varios processos fisiologicos e
patologicos; em baixas concentragdes, atua na potenciacdo e plasticidade sinaptica,
modula¢do de neurotransmissores e vasodilatagdo, enquanto que em concentragcdes mais altas,
participa dos processos de desmielinizagdo e em outras doengas neurodegenerativas (KIM;
VELLIS 2005; SAHA; PAHAN 2006). E o principal mediador citotoxico de células efetoras
imunes e ¢ a molécula reguladora mais importante do sistema imune. No entanto, o NO ¢
potencialmente toxico e sua toxicidade ¢ evidenciada em situacdes de estresse oxidativo, de
producdo de reativos intermediarios de oxigénio e na deficiéncia do sistema antioxidante
(DUSSE et al, 2003; KIM; VELLIS 2005). Sua producdo em grande quantidade foi

verificada em doengas neurotoxicas e neurodegenerativas, tais como esclerose multipla,
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encefalomielite autoimune experimental, isquemia cerebral, meningite e rompimento da
barreira hematoencefalica durante hipertensdo aguda (KOMATSU et al, 1999).

O NO também regula as células do sistema imune por meio do controle do nivel de
apoptose e de células T auto-reativas; do bloqueio da funcdo de células apresentadoras de
antigenos; da regulagdo da expressio de moléculas de adesdo; e da imunossupressao da
resposta imune através da inibigcdo da proliferacdo de células T (KOLB; KOLB-BACHOFEN
1998).

No SNC, esta claro que o NO apresenta dupla fungdo, que dependem do momento e
do local de producdo do NO para se desenvolverem no cérebro. Na EAE, o bloqueio da
produgdo de NO por meio de inibidores de iNOS tem mostrado tanto efeitos protetores quanto
deletérios para o SNC (BOGDAN, 1998; PONOMAREV et al, 2007). Algumas evidéncias
mostram que a resposta imune desenvolvida no SNC mediante a presenca de agentes virais
pode provocar destruicdo de células neuronais por meio da produgdo de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio por células gliais, do aumento dos niveis do neurotransmissor
excitotoxico glutamato e da sintese de citocinas por linfocitos ativados (GRIFFIN, 2011;
TILLEUX; HERMANS 2007). Bi e colaboradores (1995), por sua vez, demonstraram que
microglias e astrocitos respondem a infeccdo causada pelo VSV aumentando o ntimero de
células gliais, produzindo a enzima INOS e elevando a expressdao de moléculas de MHC-II, o
que pode resultar em danos no SNC.

Muitas citocinas pro-inflamatorias associadas com o sistema imune inato induzem a
expressdo de INOS em microglias e astrocitos. O IFN-y sozinho ¢ suficiente para realizar a
inducdo dessa enzima em microglias primarias de ratos e camundongos (SAHA; PAHAN
2006). A citocina IFN-y tem capacidade de controlar a proliferagdo de microrganismo em
neurdnios por meio da produgdo de NO, além de afetar a fisiologia do sistema nervoso para
facilitar o controle de doengas infecciosas (ROTTENBERG; KRISTENSSON 2002).
Segundo Komatsu et al. (1999), a produgao de IFN-y estimulada pela presenga da citocina IL-
12 estd envolvida na inducdo da INOS e consequente aumento da producdo de NO por
microglias. Suzuki et al (2005), Kawanokuchi et al. (2006) e Yang e Suzuki (2007)
demonstraram que microglias podem produzir IFN-y e que provavelmente essas células
também possam responder a infeccdo viral com a produgao sequencial de IL-12, IFN-y e NO.

Na infec¢do persistente em microglias, o VEMT induz uma ativacdo potente da
resposta imune inata. Essa ativagdo tem implicacdo importante para resposta inflamatdria
inicial, com consequente desenvolvimento da resposta imune adaptativa, € para 0 mecanismo

efetor que envolve a destruicdo da bainha de mielina em doengas desmielinizantes induzidas
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pelo VEMT. As micréglias ativadas podem induzir a ativacdo de células T e a producdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias derivadas de células Ty1, como IL-12 e IFN-y, que
podem levar ao influxo e ativagdo de mondcitos e macrofagos periféricos. As microglias
também induzem a secre¢do de moléculas efetoras — TNF-a e NO — que causam a destrui¢ao
da bainha de mielina, resultando na apresentagdo de epitopos enddgenos de mielina e na
ativacdo de células T especificas para antigenos da mielina que perpetuam o processo
inflamatorio cronico (OLSON et al, 2001).

Diferentemente do que foi evidenciado nos trabalhos acima citados, nossos resultados
demonstraram uma reducgdo expressiva de iINOS em co-culturas de células gliais e neurdnios
embrionarios infectados (Figuras 12 e 13). Isto provavelmente pode explicar a diminuicio
significativa da produ¢do de NO no encéfalo dos camundongos infectados (Figura 30),
quando comparado com os do grupo controle, o que pode ser sugestivo de uma possivel
inibigdo da producdo dessa enzima nos animais do grupo infectado, induzida pelo virus
Juruaca.

O aumento significativo de NO ao longo do tempo no encéfalo de animais do grupo
controle (Figura 30) pode ser explicado pelo fato dessa molécula estar relacionada a uma
variedade de aspectos do desenvolvimento do sistema nervoso, incluindo neurogénese,
motilidade axonal e no rearranjo sinaptico dependentes de atividades durante o
desenvolvimento pos-natal (SEIDEL; BICKER 2000). De acordo com Sanchez-Islas e Leon-
Olea (2004), o NO ¢ abundante nas terminacdes sinapticas e participa da regula¢do da
liberacdo de neurotransmissores, da plasticidade sinéptica, da proliferacdo neuronal e da fusao
das vesiculas sinapticas. Além disso, o NO atua como um regulador negativo da proliferagao
de precursores granulares e promove a sobrevivéncia e diferenciacdo desses tipos de
neurdnios. O NO também ¢ um dos principais reguladores da plasticidade bidirecional em
fibras de Purkinje, desempenhando um papel fundamental na aprendizagem cerebelar
relacionada ao controle motor (CONTESTABILE, 2012).

ROS sdao moléculas produzidas pela NOX, responsavel pelo “burst” oxidativo que €
desencadeado pelo reconhecimento de agentes patogénicos e resultada na liberagdo de anios
superoxido no interior das células. ROS sdo consideradas como subprodutos nocivos do
metabolismo do oxigénio intrinseco ou de respostas celulares a estimulos perigosos. Em
cé¢lulas apresentadoras de antigenos, como as microglias, concentragdes elevadas de ROS
produzidas no interior dos vacuolos fagociticos, onde ocorre o processamento dos antigenos

de agentes patog€nicos, pode danificar gravemente os tecidos circundantes por meio da
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interagdo com um grande numero de moléculas, como proteinas, lipideos e acidos nucléicos
(ANO etal, 2012; TACKE et al, 2012).

No entanto, em concentracdes relativamente baixas, ROS servem como segundos
mensageiros para diversos processos fisiologicos no interior das células, por exemplo, as
células T podem liberar per6xido de hidrogénio ou anios superdxido em resposta a estimulos
mitogénicos. A relacdo entre infeccdo viral do SNC e injuria de células neuronais mediada
pela produgdo de ROS vem sendo amplamente estudada (ANO et al, 2012; MATSUE et al,
2003).

O estresse oxidativo estd relacionado a patogénese de varias perturbacdes, como
cancros, envelhecimento, diabetes, aterosclerose, inflamagdo cronica, infecgdes por agentes
virais, lesdo por isquemia, entre outros (ANO et al., 2012; MATSUE et al., 2003). As
citocinas, como IL-1p e TNF-a, que sdo produzidas em uma variedade de patologias do SNC,
sdo um dos mediadores inflamatdrios envolvidos na produgdo de ROS por células microgliais
(MANDER et al, 2006). Na doenca de Alzheimer, as lesdes neuronais podem ser resultantes
dos efeitos neurotdéxicos da producdo de ROS em resposta a produgdo de citocinas ou outros
estimulos inflamatorios, sendo as micrdglias as principais células do SNC responsaveis pela
sintese desse mediador inflamatério (MURPHY et al., 1998).

De acordo com Hristov e colaboradores em (2010), a infec¢ao causada pelo parvovirus
H-1PV em células HEK-293 e HelLa induz a producdo intracelular de ROS, que
consequentemente leva a danos na dupla fita do DNA celular, a parada da divisao celular em
G2 e a morte celular por apoptose.

As micréglias podem ser ativadas por infec¢des virais e liberar grandes quantidades de
citocinas ¢ ROS, que induzem a apoptose neuronal Recentemente reportou-se que as
microglias foram ativadas pela infeccdo com o VEMC, resultando na producdo elevada de
ROS via NOX, que ¢ toxica para as células do SNC em encéfalos de ratos (ANO et al., 2010,
2012).

Em culturas primarias de células do SNC infectadas com o virus Juruaga foiobservado
que os niveis de ROS foram significativamente elevados desde o 4° d.p.i. (Figuras 31 e 32), o
que pode estar associado a intensa destruicao das células neuronais e gliais nos camundongos
infectados; ja4 que esse mediador inflamatorio ¢ responsdvel por causar danos ao SNC em
casos de doengas infecciosas ou neurodegenerativas, como descrito nos estudos realizados por
Ano e colaboradores (2012), Hristov e colaboradores (2011), Murphy e colaboradores (1998)
e Tacke e colaboradores (2012)
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Foi observado também que os camundongos do grupo infectado demonstraram perda
ponderal ao longo da infec¢cdo quando comparado com os animais do grupo controle. A partir
do 9° d.p.i, um dia apods a explosdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias, o grupo de
animais infectados passou a perder peso em relagdo aos periodos anteriores, caracterizando
um processo de caquexia que se prolongou até o 12° d.p.i, quando os animais foram a 6bito.
Essa perda de peso também foi evidenciada no estudo de Yrmiya e colaboradores (2000), no
qual mostraram que a ativacao de mediadores do sistema imune induz uma doenga semelhante
a depressao, em que um dos sintomas caracteristico ¢ a perda de massa corporal.

Alm disso, na doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), ¢ bastante evidenciada a
perda de massa corporal, associada ao aumento dos niveis de TNF-q, IL-6 e IL-1p na
circulacdo sanguinea dos pacientes (DI FRANCIA et al,. 1994; EAGAN et al., 2012). Kotler
(2000) e Morley e colaboradores (2006) afirmaram que a producdo exacerbada de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-1, TNF-o, I[FN-y e IL-2 ¢ provavelmente a causa mais comum de
caquexia observada em pacientes com doenga aguda. As citocinas, que sdo importantes na
iniciacdo da resposta de fase aguda, também estdo relacionadas coma génese da Sindrome da
caquexia cancerosa (CC); a IL-6 pode desempenhar um papel significativo na perda de massa
muscular em alguns tumores animais, por meio das vias lisossomais e ndo lisossomais. Foi
demonstrado ainda que o TNF-a apresenta efeito catabdlico direto sobre os musculos
esqueléticos e no tecido adiposo, produzindo atrofia muscular por meio da reducdo da sintese
e aumento da degradagdo de proteinas (KUMAR et al., 2010).

Citocinas pro-inflamatorias induzidas por infecgdes virais sdo um dos principais
fatores responsaveis pelas mudangas na permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) e
consequentemente recrutamento de leucdcitos para o local da infec¢do (BALAKRISHNAN;
MISHRA 2008; KIRKMAN et al, 2010).

Células T CD8" desempenham um papel importante na prote¢do contra infeccdes
causadas por virus, bactérias intracelulares, protozoarios e também contra agentes tumorais e
na rejeicdo em transplantes, produzindo rapidamente varios tipos de citocinas e provocando a
morte citolitica das células-alvo (EKKENS, et al., 2007; GUIDOTT; CHISARI 2001). Porém,
em alguns modelos de doengas causadas por virus foi afirmado que as células T também
podem provocar patologia no local da infeccdo (BINDER et al., 2003; DESHPANDE et al,
2001).

Chevelier e colaboradores (2011) mostraram a presenga de linfocitos T CD8" nas
proximidades das lesdoes de células neuronais infectadas com o virus da doenga de Borna

(VDB) e estabeleceram o papel central desses linfocitos na encefalite induzida pelo VDB e na
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destruicao neuronal. Nesse estudo, foi observado que neur6nios podem expressar moléculas
de MHC de classe I e apresentar antigenos virais para células T CD8", responsaveis pela
destrui¢ao neuronal, desencadeando a produgao das citocinas IFN-y e IL-10 que participam do
processo inflamatdrio. Haring e colaboradores (2002), por sua vez, mostraram que células T
CDS" ndo especificas para virus foram capazes de provocar lesdes no SNC, podendo estar
envolvidas no desenvolvimento de doengas auto-imunes.

Em nossos resultados foram observados infiltrados leucocitarios principalmente nos
dias mais tardios da infec¢do, devido provavelmente a intensa produgdo de diversas citocinas
e quimiocinas inflamatdrias que sdo responsaveis pelo recrutamento de leucocitos. No
entanto, verificou-se que a quantidade de infiltrado inflamatorio foi bastante inferior nos
camundongos infectados com o virus Juruagd, se comparado ao numero de células
leucocitarias encontradas em infeccdes causadas por outros agentes virias. Devido a
importancia da acdo dos leucdcitos durante um processo infeccioso, novos experimentos serao
necessarios para identificar os tipos de leucdcitos presentes no SNC dos camundongos
infectados.

Células gliais, como os astrocitos, também contribuem para os efeitos citotoxicos no
SNC diante de uma infecgdo. Essas células estdo associadas a inducdo de excitotoxicidade
mediada por glutamato durante a infeccdo viral por meio da agdo de citocinas pro-
inflamatorias sobre a regulacdo da homeostase desse fator, o que pode resultar em niveis
excessivos de glutamato extracelular ao redor dos neurdnios e células gliais, causando estresse
oxidativo nas neurogliais, neuroexcitabilidade e dano neuronal (ERDMANN et al, 2006;
KIRKMAN et al, 2010; KRAFT-TERRY et al., 2009). Além da agdo do glutamato, a
ativacdo do sistema complemento ¢ um fator importante em doencas inflamatorias,
neurodegenerativas e cerebrovasculares. Os componentes do sistema complemento sdo
sintetizados no cérebro por neur6nio e principalmente por astrocitos, € a expressdo dos
mesmos ¢ aumentada durante um processo infeccioso, podendo desencadear efeitos deletérios
no SNC dependendo do contexto patofisiologico (CHEN; REISS 2002; GASQUE et al,
1996; RUS; NICULESCU 2001; VAN BEEK et al., 2003). Estas vias também podem estar
associadas a destruicdo macica de células do SNC dos camundongos infectados com o virus
Juruacd, o que podera ser avaliado futuramente.

De acordo com Aravalli et al, 2005, TLR-2 desempenha um papel importante na
producdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas, como TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12,
CCL2, CCL7, CCLS, CCL9, CXCLI1, CXCILA4 e CXCLS, durante a infec¢do com HSV em

murinos. Devido o virus Juruaca ter induzido a producdo das citocinas pro-inflamatorias
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citadas acima, além de outras, como IFN-y, provavelmente esse virus também pode ter
deflagrado o mecanismo de inducdo dessas citocinas por meio do reconhecimento por TLR, o
que podera também ser avaliado posteriormente.

Em resumo, na infeccdo provocada pelo virus Juruaca, varias citocinas pro-
inflamatorias foram encontradas em concentragdes significativamente elevadas a partir do 8°
d.p.i e as citocinas anti-inflamatdrias 1L-10 e IL-4 demonstraram redugdo ao longo do
periodo de infec¢ao. Provavelmente, no inicio da infec¢do, a proliferagao do virus Juruaga foi
favorecida pela expressdo mais elevada destas citocinas anti-inflamatorias, entretanto, a acao
inibidora das mesmas diminui ao longo do tempo e o aumento da quantidade de antigenos
virais resultou na inducdo exacerbada da produgao de citocinas pro-inflamatérias (IL-12, IL-6,
IL-1B, TNF-a e IFN-y) dando inicio a uma a¢do devastadora sobre as células do SNC e a
maior manifestacdo dos sinais clinicos. Essa destruicdo celular pode ter sido ocasionada tanto
pela atuagdo direta das citocinas sobre as células infectadas, como pela indugdo da ativacdo
das células gliais, principalmente microglias, que passam a produzir espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio na tentativa de controlar o processo infeccioso, mas que podem, por
outro lado, ter exercido uma agdo citotoxica sobre as células do SNC. Além disso, a presenca
do infiltrado leucocitario pode ter contribuido nesse processo de degeneragao celular.

Diante do exposto, fica evidente que os nossos resultados contribuiram para a
comprovacdo da hipotese levantada por Araujo (2006), de que o virus Juruagd ¢ responsavel
por uma doenca de cunho inflamatdrio que leva a 6bito 100% de camundongos neonatos

infectados experimentalmente com este agente.
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7 CONCLUSAO

X/
L X4

X/
L X4

*

X/
°

Camundongos albinos da linhagem BALB/c recém nascidos sdo sensiveis a replicagdo
do virus Juruag¢d, quando inoculados pela via in.;

Astrocitos, microglias e oligodendrocitos em cultivos primarios de camundongos
albinos da linhagem BALB/c também sdo susceptiveis a infec¢do pelo virus Juruaca;

O virus Juruaca apresentou tropismo por neurdnios e células gliais em camundongos
recém nascidos da linhagem BALB/c;

Alteragdes anatomo-patoldgicas indicam o cortex cerebral de camundongos recém
nascidos como principal alvo da infec¢ao pelo virus Juruaca;

Micréoglias apresentaram aspecto morfologico amebodide, caracteristico de fenotipo
ativado, em encéfalos de camundongos neonatos, principalmente na regido cortical,
Camundongos inoculados com o virus Juruagd apresentaram niveis elevados de
citocinas pro-inflamatorias nos tempos tardios da infeccao;

Camundongos inoculados com o virus Juruacd apresentaram reducdo nos niveis de
citocinas anti-inflamatorias ao longo da infecgao;

A producdo de NO foi reduzida, provavelmente, devido a inibicdo da enzima INOS
induzida pelo virus Juruaga;

A infeccdo pelo virus Juruaca provocou grande aumento da produgdo de ROS ao longo
da infecgao;

O virus Juruaca ¢ responsavel pela morte de 100% dos camundongos neonatos devido a

exacerbacdo da resposta imune no SNC.
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ANEXOS

ANEXO A — Taxonomia dos virus da familia Picornaviridae em vigor

Fonte: Adaptado do site do Comité Internacional de Taxonomia Viral
(disponivel em: www.ictvonline.org)



http://www.ictvonline.org/
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ANEXO B - Resultados quantitativos relacionados ao peso dos animais e a producio de
citocinas, NO e ROS em camundongos do grupo controle e do grupo infectado com o virus

Juruacd, inoculados por via i. n.

Controle 551¢g 8,19 g (¥) 10,67 g (**%)
Infectado 373 ¢ 5,03 g 3,14 ¢
Controle 61,07 pg/mL 76,29 pg/mL 106,91 pg/mL
Infectado 63,24 pg/mL | 604,42 pg/mL (***) | 366,98 pg/mL (***)
Controle 10,01 pg/mL 14,13 pg/mL 17,57 pg/mL
Infectado 32,68 pg/mL 174,85 pg/mL (***) | 55,44 pg/mL (**)
Controle 5,63 pg/mL 8,33 pg/mL 7,47 pg/mL
Infectado 3,25 pg/mL 34,57 pg/mL (**) | 117,48 pg/mL (**%*)
Controle 0,67 pg/mL 0,88 pg/mL 0,55 pg/mL
Infectado 2,61 pg/mL 5,11 pg/mL (*) 6,27 pg/mL (**)
Controle 13,28 pg/mL 6,67 pg/mL 16,57 pg/mL
Infectado 18,22 pg/mL 155,29 pg/mL (**) 5,55 pg/mL
Controle 73,69 pg/mL 65,57 pg/mL 57,64 pg/mL
Infectado 63,14 pg/mL 57,79 pg/mL 43,24 pg/mL
Controle 68,92 pg/mL 57,92 pg/mL 48,76 pg/mL
Infectado 73,49 pg/mL 52,01 pg/mL 15,79 pg/mL (*)
Controle 39,82 uM 62,45 (M 89,02 pM (***)
Infectado 26,40 yM 55,07 yM 54,07 uM
Controle 2,27 1,07 0,57
Infectado 18,74 (***) 13,72 (**%) 10,56 (**)

Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, onde (***) = p<0,001; (**) =

p<0,01; e (*) = p<0,05.
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