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RESUMO

CASSEB, L.M.N. Imunopatologia experimental do virus da raiva, com as variantes
antigénicas 2 e 3. [tese] Para: Nucleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do
Para; 2015. 156p.

A raiva € uma zoonose por ter como hospedeiros, reservatérios e transmissores,
mamiferos silvestres ou domésticos, caracterizada por doenga aguda, causada pelo
virus da raiva (RABV) que compromete o sistema nervoso central, caracterizando-se
por encefalite, com prognéstico fatal em quase todos os casos, em qualquer espécie
de mamiferos. O objetivo deste trabalho foi descrever achados patolégicos e
imunopatologia de diferentes cepas de virus da raiva nos tecidos do sistema nervoso
central (SNC) verificando a resposta imunolégica celular e humoral durante infecgéo
experimental de camundongos Mus musculus. Os animais foram inoculados
experimentalmente com duas variantes antigénicas do RABV (VAg2 e VAg3), por
diferentes vias de infec¢do, e um grupo controle. Os animais foram observados
quanto ao desenvolvimento de sinais clinicos e sintomas, sendo coletados e
eutanasiados seguindo uma cinética. Os tecidos foram fixados em formaldeido a
10%, incluidos em blocos de parafina, corados por hematoxilina-eosina para analise
histopatoldgica, e marcados com anticorpos especificos para imunohistoquimica a
fim de caracterizar e quantificar in situ a distribuicdo do antigeno e a resposta
inflamatdria. Antigenos do RABV foram encontrados no SNC de maneira difusa, mas
principalmente nos neurénios. Foi observada supressao dos linfocitos TCD4+, com
aumento dos linfocitos TCD8+. Observou-se apoptose importante, com morte de
células da glia. Houve aumento de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-
18 e IL-8), anti-inflamatérias (TGF-f e IL-4) e INOS em ambas as variantes
antigénicas do RABV, mas sem observacdo de um perfil TH17. Esta analise
possibilitou caracterizar a raiva como uma meningoencefalite, por acometer os
microambientes meningeal, perivascular e intraparenquimatoso. E o processo
inflamatorio foi verificado mesmo quando na presenga de corpusculos de Negri,

porém com menor intensidade.

Palavras Chave: Rabies virus, Sistema Nervoso Central, Imunopatologia.



ABSTRACT

Casseb, L.M.N. Immunopathology of antigenic variants 2 and 3 of the rabies virus.
[Thesis] Para State: Tropical Medicine Center, Federal University of Para State;
2015. 156p.

The rabies is considered a zoonosis due have as host, reservoirs and transmitters
the domestic or wild mammals. It’s characterized in acute disease caused by rabies
virus (RABV) that affects the central nervous system (CNS) characterized by
encephalitis with fatal prognosis in almost all cases, in any mammalian species. The
aim of this study was to describe pathological findings and immunopathology of
different strains of rabies virus in the tissues of the central nervous system, checking
cellular and humoral immune response during experimental infection of Mus
musculus mice. The animals were inoculated with two antigenic variants of RABV
(VAg2 and VAg3), by different routes of infection, and a control group. The animals
were observed for development of clinical signs and symptoms, collected and
euthanized following a kinetic. The tissues were fixed in formaldehyde 10%,
embedded in paraffin, stained with hematoxylin-eosin for histopathological analysis
and with specific antibodies for immunohistochemical to characterize and quantify in
situ distribution of the antigen and the inflammatory response. RABV antigens were
found in the CNS in a diffuse way, but mainly in neurons. It was observed
suppression of CD4+ lymphocytes, with increase of CD8+ lymphocytes. It was
observed significant apoptosis with glial cell death and an increase of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-1B and IL-8), anti-inflammatory (TGF-
and IL-4) and iINOS in both antigenic variants of RABV, but without observation of a
TH17 profile. The analyses enable the characterization of rabies as
meningoencephalitis, since it affects the meningeal, perivascular and
intraparenchymal microenvironments. And the inflammatory process was observed

even in the presence of inclusion bodies, but with less intensity.

Keywords: Rabies virus, Central Nervous System, Immunopathology.
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1 INTRODUGAO

A raiva € uma doenga infecciosa aguda, causada por um virus, que
compromete o sistema nervoso central (SNC) e que se caracteriza por um quadro de
encefalite. Pode acometer todas as espécies de mamiferos, incluindo o homem,
sendo seu prognéstico fatal em praticamente todos os casos, em qualquer espécie
de mamiferos. E uma zoonose por ter como hospedeiros, reservatérios e
transmissores, mamiferos silvestres ou domésticos, que podem transmitir a doenca
aos seres humanos (TAKAOKA, 2003), através de solugbes de continuidade
produzidas por mordedura ou arranhadura de animais ou pessoas infectadas
(NOVA, RENGELL, HINRICHSEN, 2002; HINRICHSEN et al., 2005; TAKAOKA,
2003).

A raiva continua sendo um grave problema de saude publica em paises
em desenvolvimento, principalmente a transmitida por cies e gatos, mantendo-se a
cadeia de transmissdo animal doméstico/homem em areas urbanas (BRASIL, 2005;
SAITO et al., 2013). Tanto para estes paises, quanto para paises desenvolvidos, a
raiva representa uma sobrecarga econdmica, face aos onerosos gastos com
tratamento  pds-exposicdo, diagnodstico e levantamentos epidemioldgicos,
imunizacdes de animais domésticos e controle da populagdo de animais silvestres
(REZENDE et al., 1997; TRAVASSOS DA ROSA et al., 2013).

Sem duvida, um caso de raiva humana representa uma deficiéncia no
sistema de saude (BRASIL, 1998), demonstrada pela falta de capacidade de acgéo
em nivel local, quando se trata de areas afastadas dos centros de atengdo a saude

(PANAFTOSA, 2007).
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Segundo Machado (1994), o diagnéstico laboratorial na fase clinica
baseia-se no isolamento do virus através da saliva e, mais raramente do liquido
cefalorraquidiano e urina, podendo ainda se demonstrar antigenos do virus em
esfregaco de cérnea, utilizando testes de imunofluorescéncia, sendo que em vida a
demonstracao é feita com muita dificuldade e os resultados negativos ndo excluem a
raiva como causa da doenga se o diagnéstico clinico € indicativo da virose sendo,
nesses casos, indicada a pesquisa de virus em material do SNC obtido apds a
morte. Porém, o Ministério da Saude (BRASIL, 2009) recomenda a técnica de
reacao em cadeia medida pela polimerase precedida de transcricdo reversa em
tempo real (RT-gPCR) a partir de amostra de bidpsia de paciente vivo para pesquisa
do genoma viral durante o tratamento, por apresentar elevada sensibilidade e
especificidade.

O virus da raiva (RABV) pertence a ordem Mononegavirales e familia
Rhabdoviridae, sendo o membro protétipo do género Lyssavirus (DIETZSCHOLD et
al., 1996; WAGNER, ROSE 1996; WU et al., 2002; FAUQUET et al., 2005; FINKE,
CONZELMANN, 2005), apresentando-se morfologicamente na forma cilindrica
semelhante a um projétil, possui um ribonucleocapsidio (RNP) helicoidal, onde é
encontrado o material genético, e um envelope lipoprotéico, contendo Glicoproteina
(G) que forma um trimero (espiculas glicoproteicas) na superficie do virion (TORDO,
1996; WOLDEHIWET, 2002; GUYATT et al., 2003; FAUQUET et al., 2005).

Pesquisas baseadas em biologia molecular tém sido relevantes para
complementar os conhecimentos sobre a patogénese e a imunologia da infecgéo
rabica, assim como, para determinar a variabilidade genética do RABV (WUNNER et
al., 1988), e vém sendo realizadas em diversos paises da América, como Venezuela

(MATTOS et al.,, 1996), EUA (ROHDE et al, 1997), Chile (YUNG; FAVI,
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FERNANDEZ, 2002), e México (LOZA-RUBIO et al., 1995; LOZA-RUBIO et al.,
1996; VELASCO-VILLA et al., 2002; VELASCO-VILLA et al., 2006), e diversos
paises da Europa (BOURHY et al., 1992), obtendo-se um perfil da circulagdo do
virus nesses continentes, com a descricdo, algumas vezes de novas variantes
antigénicas.

A transmissao ocorre através da penetracido do RABV contido na saliva do
animal infectado, principalmente pela mordedura e, mais raramente, pela
arranhadura e lambedura de mucosas; penetrando no organismo, o RABV atinge o
sistema nervoso periférico e, posteriormente, o sistema nervoso central (SNC). Em
seguida o virus dissemina-se para varios 6rgaos, inclusive as glandulas salivares,
quando o hospedeiro torna-se apto a transmitir (BRASIL, 2005a); pode o RABV
também ser transmitido por xenotransplantes (BONEVA, FOLKS; CHAPMAN, 2001);
ha ainda casos de transmissdo inter-humana através de transplantes de coérnea
(BRASIL, 2005a) e de outros 6rgaos como pulmdes, figado, rins e enxerto vascular
(BURTON et al., 2005; HPA, 2005; SRINIVASAN, BURTON, KUEHNERT, 2005)
(figura 1).

O mecanismo de patogenicidade do virus rabico se da pela inibicado da
sintese de proteina celular do hospedeiro e pelo tropismo viral por nervos periféricos
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). O RABV progride, do ponto de infec¢do ao
SNC através dos nervos periféricos, mas outras vias, provavelmente, sao
responsaveis pela progressao do virus em animais novos, hospedeiros altamente
sensiveis ou em animais sujeitos a traumas ou choques. Atingindo o SNC o virus se
replica e, depois, se espalha centrifugamente aos nervos periféricos, infectando e
possivelmente se multiplicando nas glandulas salivares (MAYR, GUERREIRO,

1981).
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Durante a infeccdo do SNC, citocinas e diferentes mediadores séao
produzidos resultando em migragcado de varias células do sistema imune, como os
linfocitos T, através da barreira hematoencefalica que interagem com as células do
SNC (CONSALES, BOLZAN, 2007). Um dos aspectos mais interessantes da
imunopatologia da raiva é praticamente a auséncia de uma resposta inflamatdria

(ACHKAR, et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A raiva é uma zoonose 100% letal de ocorréncia mundial; casos de Raiva
humana e canina nas Américas estao aparentemente diminuindo, porém a expansao
da doenca a partir dos reservatorios selvagens para os animais domésticos,
selvagens e humanos vem sendo notificados com maior frequéncia (WUNNER,
2005), inclusive com a ocorréncia de surtos no Estado do Para causada pela
variante antigénica 3 (VAg3) (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2006), para a qual o
morcego hematdfago (Desmodus rotundus) é a espécie mais importante, o que tem
sido observado com frequéncia na América Latina (BELLOTO et al., 2005).

No Brasil, a raiva é considerada uma doenca endémica, com distribuicdo
epidemiologica heterogénea, diretamente relacionada com as condi¢des
socioecondmicas e culturais, com incidéncia em alguns estados da regido Sudeste e
da regiao Centro-Oeste, mas com predominancia de casos nas regides Norte e
Nordeste, areas onde a doenga ainda ndo é considerada controlada (LAZARINI,
2003) e auséncia de casos na regiao Sul, considerada area de raiva controlada
(REICHMANN et al., 2000).

Tendo em vista esses fatores ha necessidade de uma melhor
compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos da infeccdo pelo RABV e sua
interacao virus-hospedeiro, visto que pouco se conhece acerca do fendtipo das
células responsaveis pela resposta imunolégica e a expressdo de citocinas nas
diferentes fases da patogénese; sendo assim este trabalho visa contribuir para a
melhor compreens&o dos aspectos imunopatoldgicos envolvidos na génese da lesao

nervosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever achados histopatolégicos e imunopatolégicos produzidos por
cepas de virus da raiva de duas diferentes variantes antigénicas VAg2 e VAg3 em
tecidos do sistema nervoso central e verificar a resposta imune celular e humoral

durante infecgao experimental em camundongos Mus musculus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Correlacionar a proximidade da via de infecgdo com o SNC e tempo para
desenvolvimento de doenga com cada uma das variantes antigénicas;

— Descrever o padrao morfolégico das alteragdes histologicas em camundongos
infectados pelo RABV, coletados durante a cinética da infecgéo;

— Avaliar quantitativamente a distribuicdo de antigenos virais nos tecidos do
SNC de camundongos infectados experimentalmente com as variantes
antigénicas 2 e 3 do RABV;

— Estudar a expressao de citocinas e a resposta imune inata, celular e humoral
nas infec¢des por essas diferentes variantes antigénicas do RABV;

— Estabelecer possiveis diferencas dos perfis da resposta imunologia e

histopatoldgica para essas diferentes cepas de RABV.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 RAIVA

4.1.1 Historico

A Raiva é uma doenga histérica, temida desde a antiguidade até a
atualidade, muitas vezes misturando-se com folclores e crengas religiosas, dando
origem a mitos e lendas. E descrita em documentos da Mesopotamia que datam de
2.300 anos A.C (WILKINSON, 1988; BATISTA et al.,, 2007). Tais descri¢des sao
cercadas de muitos fatos curiosos, principalmente sobre a doenca em céaes, que
permitiram relatos acerca do grande medo que os animais infectados causavam,
muito em virtude do desconhecimento sobre protecdo e quica a respeito da cura
(SCHLOGEL,1985).

A etimologia da palavra “Raiva” aponta para o termo rabhas, em sanscrito
antigo, da qual deriva rabere, em latim, que significa delirio ou devaneio. Ja
Demdcritus no ano 500 A.C. propds o nome de “Lyssa” ou “Lytta”, que quer dizer
‘loucura ou deméncia”. E a transmissdo da doenca através de mordeduras, onde
caes sadios mordidos por um cdo raivoso ficavam “loucos”, foi descrita por
Aristoteles (322 A.C.), reconhecendo dessa maneira, a natureza infecciosa da Raiva
(SCHLOGEL,1985; REZENDE et al.,, 1997; COSTA, 1998; HINRICHSEN et al.,

2005; KOTAIT et al.,2009).
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Historicamente a raiva é descrita em documentos que datam do século
XXII a.C., ha mais de 4.000 anos (WILKINSON, 1988), sendo relatada no cédigo de
Eshununna, escrito ha mais de 2.500 anos (STEELE, 1975). O primeiro relato de
Raiva em humanos atribui-se a Hipdcrates. Sendo que diversos fatores foram
propostos ao longo do tempo, visando a tentativa de explicar a doenga. Proposi¢des
que em sua maioria envolviam supersticdes e crendices, embora alguns estudiosos
tenham postulado explicacbes bastante plausiveis e que suportam o atual
conhecimento de sua patogenia (BERAN, 1994).

Plinio e Ovidio, escritores romanos, relataram que a possivel causa seria
um verme que se encontrava na lingua do cao, onde para se evitar a raivanos
tempos médicos antigos, se cortava o freio da lingua (membrana mucosa) e se
extirpava a prega na qual se pensava que estava o verme. Essa ideia persistiu até o
século XIX. Porém, Gardano na mesma época, sugeriu que na saliva de caes
raivosos havia um material venenoso, cuja palavra em latim é a raiz do atual termo
“virus” (STEELE, 1975; STEELE, FERNANDEZ,1991).

Galeno (200 A.C.) recomendava a remogao cirurgica das lesdes. Talvez, a
primeira descrigdo precisa da doenga, tenha sido citada por Cornélios Celsius (100
A.C.), denominando-a de hidrofobia, literalmente “Medo de agua”, que descreveu os
acometidos como desafortunados que padeciam com sede e com medo de agua
simultaneamente (STEELE, FERNANDEZ, 1991). Bem como, relatar vinculos acerca
da transmiss&o entre cées e seres humanos.

Celsius também sugeria como tratamento para humanos mordidos por
caes furiosos, a titulo de prevengdo do contagio, o uso de substancias causticas,
fogo, aplicagdo de sal, sangria por meio de ventosas ou mata-borréo, sendo que até

o século XVIII ndo se atribuia ao cado um papel fundamental na disseminagao da
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Raiva (SCHLOGEL,1985; CORREA, CORREA, 1992; REZENDE et al., 1997,
COSTA, 1998).

O século XIX foi marcado por grandes avangos no conhecimento da Raiva.
Em 1804 Zinke foi o primeiro a demonstrar que a doencga poderia ser efetivamente
transm