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RESUMO

Os arbovirus pertencentes ao género Flavivirus (Familia Flaviviridae) sdo responsaveis por
consideravel morbi-mortalidade, podendo causar quadros graves de encefalite, febre
hemorragica, hepatite e doenca febril em vertebrados, incluindo humanos. O flavivirus Rocio
(VROC) é de grande importancia para a saude publica no Brasil, pois representa uma grave
ameaca de ocorréncia de subitos surtos de encefalite. A imunopatologia das encefalites
causadas por flavivirus ainda ndo esta completamente esclarecida e muitos aspectos inerentes
a modulagdo das respostas imunes do SNC carecem por ser desvendados. Deste modo, 0
objetivo deste trabalho foi analisar o padrdo de expressdo génica de citocinas em cultura
primaria de células neurais submetidas a infecgdo pelo virus Rocio. Culturas primarias mistas
(neurdnio/glia), obtidas a partir de cérebros de camundongos isogénicos neonatos da linhagem
BALB/c, foram inoculadas com o VROC (MOI igual a 2) no sétimo dia de cultivo, a
confirmacdo da infeccdo foi feita por imunocitoquimica (anti-VROC). Quantificou-se a
replicacdo viral nas culturas primarias infectadas, em funcdo do periodo infeccioso, pelo
método da titulacdo viral. O RNA celular total foi extraido e utilizado para a deteccdo de
citocinas através da técnica de RT-qgPCR em tempo real. O estudo demonstrou que cultura
primaria de células neurais constitui um bom modelo experimental para estudo de infecgdes
do SNC pelo flavivirus Rocio. O VROC infectou eficientemente a cultura primaria de células
neurais gerando alteracgdes citopatogénicas a partir do 2° dia p.i., momento em que se detectou
maior titulo viral. A cultura primaria infectada com o VROC sobreviveu até 7 dias p.i. e a
quantificacdo da carga viral revelou uma cinética de replicagdo viral compativel com a
cinética de morte celular da cultura infectada pelo VROC. Durante os cinco primeiros dias p.i.
da cultura priméria, houve reducdo da expressdo génica de INF-a, INF-B, INF-y e IL-1f, ndo
houve alteracdo na expressdo de TNF-a e houve aumento na expressdo de TGF-p no 1°, 3° ¢
50 dia p.i. Os achados deste estudo sugerem que o VROC tem a capacidade de regular
negativamente a expressdo de citocinas moduladoras das respostas imunes antivirais e
inflamatdrias e que, neste modelo experimental, a imunorregulacdo exercida pelo TGF-p
predomina sobre a modulacdo das respostas imunes antivirais e inflamatorias, sendo

necessarios maiores estudos para elucidar a imunopatologia da infecgdo do SNC pelo VROC.

Palavras-chave: Flavivirus, cultura primaria de células neurais, virus Rocio e Citocinas.



ABSTRACT

Arboviruses belonging to the genus Flavivirus (Flaviviridae family) are responsible for
considerable morbidity and mortality, may cause severe cases of encephalitis, hemorrhagic
fever, hepatitis and febrile disease in vertebrates, including humans. Rocio flavivirus (ROCV)
is very important for public health in Brazil, as it represents a serious threat of occurrence of
sudden encephalitis outbreaks. The immunopathology of encephalitis caused by flavivirus is
not yet fully understood and many aspects involved in modulation of immune responses in the
CNS need to be unraveled. Thus, the aim of this study was to analyze the pattern of gene
expression of cytokines in primary culture of neural cells when exposed to infection with
Rocio. Mixed primary cultures (neuron/glia), obtained from the brains of BALB/C lineage
isogenic newborns mice were inoculated with ROCV (MOI equal to 2) on the seventh day of
culture and confirmation of infection was made by immunocytochemistry (anti-VROC). Viral
replication was quantified in infected primary cultures, depending on the infectious period, by
viral titer method. Total cellular RNA was extracted and used for detection of cytokines by
real time RT-qPCR techniques. The study showed that primary cultures of neural cells is a
good experimental model for the study of CNS infections by Rocio flavivirus. ROCV
efficiently infected the primary cultured neural cells leading to cytopathic changes from the
2nd day a.i., when it detected the higher viral titer. The ROCV-infected primary culture
survived up to 7 days a.i. and quantification of viral load showed a viral replication kinetics
compatible with cell death kinetics of culture infected by ROCV. During the first five days
a.i. of the primary culture, there was reduction of IFN-a gene expression, IFN-B, IFN-y and
IL-1B, there was no change in TNF-a expression and there was an increase in TGF-f
expression in the 1st, 3rd and 5th day a.i.. The findings of this study suggest that ROCV has
the ability to downregulate modulators cytokines of antiviral and inflammatory immune
responses and, in this experimental model, immunoregulation exerted by TGF-p predominates
over the modulation of inflammatory and antiviral immune responses, larger studies are

needed to elucidate immunopathology of CNS infection by ROCV.

Keywords: Flavivirus, primary cultures of neural cells, Rocio virus and Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIRUS

Arbovirus (arthropod-borne virus) é um grupo ecologicamente bem definido de virus
zoondticos que sdo mantidos na natureza em ciclos complexos envolvendo vetores artropodes
hematofagos (em sua maioria mosquitos, flebotomineos e carrapatos) e hospedeiros
vertebrados (geralmente mamiferos e aves). Os arbovirus se multiplicam nos tecidos dos
vetores artropodes e sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrados susceptiveis pela picada do
inseto, apds um periodo de incubacdo extrinseca. A partir disso, tais microrganismos se
replicam e produzem viremia nos hospedeiros. O ciclo se fecha quando novos artropodes se
alimentam do sangue de animais previamente infectados. Ocorre também a transmissao entre
0s vetores, que se da através da via transovariana e, possivelmente, da via sexual. Ressalta-se
que somente as fémeas dos mosquitos sdao hematofagas, ou seja, elas transmitem os arbovirus
para humanos e outros vertebrados (Travassos da Rosa et al., 1998; Figueiredo, 2000;
Azevedo et al., 2007; Vasconcelos et al., 2013).

Os arbovirus compdem o maior grupo conhecido de virus tendo, desde 1992,
aproximadamente 537 membros registrados no Catalogo Internacional dos Arbovirus
(Karabatsos, 1985). Esta estimativa esta crescendo continuamente em virtude dos avancos em
técnicas de isolamento viral e sequenciamento génico. Porém, embora muitos arbovirus nao
aparentem causar eventos patoldgicos em humanos ou animais, esse grande niumero de virus
amplamente diferentes e altamente adaptaveis fornece uma fonte imensa para emergéncia de
novos patogenos (Liang et al., 2015). Hoje, em torno de 100 arbovirus sdo conhecidos por
infectar seres humanos, 40 por infectar animais domésticos e pouco mais de 20 tém sido

designados como causadores de doencas epidémicas (Fauquet et al., 2005).

Os arbovirus representam um grave problema de saude publica em todos os
continentes, exceto Antartica, onde sdo responsaveis por endemias e epidemias que acarretam
sérios prejuizos a saude humana e veterinaria, além de impactos sociais e econdmicos. Nas
Américas, ocorrem diversos agentes responsdveis por doencas tropicais negligenciadas
consideradas fortes desafios e para o futuro previsivel, dentre eles: virus da Febre Amarela
(VFA), virus Dengue (VDEN), virus Oropouche (VORO), virus Mayaro (VMAY), virus do
Nilo Ocidental (VNO), virus da Encefalite de Saint-Louis (VESL) e, mais recentemente, virus
Chikungunya (VCHIK) (Dye et al., 2013; Hotez et al., 2014).



O genoma dos arbovirus consiste em acido ribonucleico (RNA), segmentado ou néo,
com uma ou duas fitas, com polaridade positiva, negativa ou ambisense. Excetua-se a essa
regra o virus da febre suina africana, que possui como material genético o &cido
desoxiribonucléico (DNA), mas, comprovadamente, trata-se de um arbovirus (Karabatsos,
1985). Baseando-se nas suas propriedades fisico-quimicas, a maioria dos arbovirus
registrados esta distribuida em cinco familias: Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Bunyaviridae (Fauquet et al., 2005). Acredita-se também na existéncia de
possiveis arbovirus fazendo parte das familias Arenaviridae, Poxviridae, Hesperviridae,
Coronaviridae, entre outras. Contudo, devido suas caracteristicas fisico-quimicas ainda néao
ser suficientemente conhecidas, muitos arbovirus ndo tem taxonomia definida (Travassos da
Rosa et al., 1989).

A infeccdo humana por arbovirus ocorre acidentalmente, sendo maior o0 risco as
pessoas que mantém contato mais estreito com ambientes silvestres, onde se situam 0s nichos
ecologicos desses agentes. No entanto, destaca-se que certas arboviroses tém surgido
periodicamente em areas urbanas, ocasionando epidemias e mesmo persistindo
endemicamente, como é o caso da Dengue (Azevedo et al., 2007). Os arbovirus tem uma
enorme gama de vetores vastamente distribuidos capazes de dissemina-los em larga escala e
garantir sua sobrevivéncia. Aproximadamente 300 tipos de mosquitos, principalmente dos
géneros Aedes e Culex, e 116 diferentes espécies de carrapatos estdo associados com a
transmissao de arbovirus (Adelma et al., 2013). Além disso, sabe-se que mudancas ecoldgicas
provocadas pelo ser humano, tais como o desmatamento desenfreado, a exploracdo do
subsolo, a construcdo de hidrelétricas, a colonizacdo humana e a urbanizacdo nao planejada,
afetam a prevaléncia dos vetores, criam novos hospedeiros e induzem a emergéncia e
reemergéncia dos arbovirus, levando-os a adaptarem-se a novos ciclos, muitas vezes
integrados por animais migratérios. Com isso, uma vez capazes de trafegar em grandes
distancias, isto €, mover-se entre paises ou mesmo continentes, os arbovirus incidem como

potenciais causadores de pandemias (Figueiredo, 2007; Liang et al., 2015).

No Brasil, ja foram isolados mais de 210 tipos de arbovirus, espalhados em vérias
regides do territério nacional. O fato deste ser um pais de grande extensdo territorial,
circunscrito predominantemente nos tropicos, com vastas areas de florestas tropicais e outros
ecossistemas naturais e uma ampla biodiversidade tanta na fauna quanto na flora, significa
que ele fornece as condicGes ideais para a ocorréncia de zoonoses causadas por arbovirus. No

pais que possui cerca de 200 milhdes de habitantes, a maioria deles vivendo em areas urbanas



densamente infestadas por mosquitos vetores dos géneros Aedes e Culex, serve de alerta que a
constante chegada de pacientes virémicos infectados em areas silvestres aumenta
consideravelmente os riscos de ocorréncia de surtos de infeccdo em areas urbanas densamente
habitadas (Figueiredo, 2000; Figueiredo, 2007).

Estudos realizados na Amazonia brasileira entre 1954 e 2003 por pesquisadores do
Instituto Evandro Chagas revelaram a caracterizacdo de cerca de 11.000 isolamentos, bem
como a existéncia de pelo menos 195 sorotipos diferentes de arbovirus, 90 dos quais novos
para a ciéncia e 34 efetivamente responsaveis por doencas em humanos, como febre, febre
exantematica, doenca hemorragica e encefalite (Azevedo et al., 2007). Na regido Amazodnica,
a maior parte dos arbovirus sdo 0s que possuem caracteristicas patogénicas indeterminadas
para 0 ser humano e, por isso, € dificil avaliar a capacidade destes agentes de se tornarem
causadores de enfermidades. Os agentes até entdo encontrados na Amazénia sdo distribuidos
em 21 grupos soroldgicos, contendo 162 tipos diferentes e mais 33 virus que ndo séo
agrupados. Cerca de dois tercos dos isolamentos obtidos na Amazdnia ocorreram nela propria
antes que o fossem em qualquer outra parte do mundo; muitos desses arbovirus jamais foram

encontrados fora dessa regido (Travassos da Rosa et al., 1998; Azevedo et al., 2007).

A natureza da doenca produzida no ser humano (arbovirose) varia conforme o tipo de
arbovirus responsavel pela infeccdo. A maioria destes virus provoca uma doenca febril branda
com evolucdo benigna, sem ocasionar Obito ou incapacidades. Algumas exce¢des estdo
associadas a doencas graves que atribuem danos severos e probabilidade de morte. E
importante frisar que um mesmo tipo de arbovirus € capaz de causar diferentes alteracdes
clinicas e, da mesma forma, a mesma sintomatologia pode ser determinada por diferentes
arbovirus (Vasconcelos et al., 1992, 1998; Azevedo et al., 2007).

Os mecanismos de patogenicidade que ddo origem as manifestacBes clinicas e as
alteragbes patologicas provenientes da maioria das arboviroses ainda ndo estdo
completamente elucidados. Estudos experimentais demonstraram que 0s arbovirus se
multiplicam, em primeiro lugar, nos tecidos préximos a area da pele picada pelo artropode
infectado, principalmente nas células de Langerhans, e em seguida, nos ganglios linfaticos
regionais. A partir desse ponto, 0s virus alcancam a corrente sanguinea através dos vasos
linfaticos, disseminando-se pelos 6rgaos e tecidos do hospedeiro. Os arbovirus se multiplicam
nesses locais e sdo lancados novamente na corrente sanguinea, onde infectam células da
linhagem monocitica, determinando a viremia que corresponde ao periodo febril. Na maioria

dos casos, a infeccdo ndo progride e o individuo se recupera totalmente, sem sequelas.



Algumas vezes, porém, os virus se disseminam por outros tecidos viscerais, incluindo o
Sistema Nervoso Central (SNC) (quando atravessam a barreira hematoencefélica) (Figura 1),
ocasionando processos inflamatdrios e destruicdo tecidual, que ddo origem as manifestacGes
exantematicas, hemorragicas ou neuroldgicas das arboviroses (Aradjo et al., 1979; Johnston et
al., 2000; Azevedo et al., 2007).

O diagndstico laboratorial especifico para arboviroses pode ser realizado por quatro
métodos distintos: isolamento viral, histopatologia, técnicas de biologia molecular e
sorologia. O método ideal para a determinacdo do agente causador de uma infeccdo € o
isolamento do virus, cujo material biolégico utilizado geralmente consiste em sangue total,
soro, plasma, liquido cefalorraquidiano (LCR) e fragmentos de visceras. Esses espécimes sdo
usados para inoculacGes em hospedeiros suscetiveis (de praxe camundongos albinos swiss
recém-nascidos), que tem seu cérebro e/ou figado extraido na tentativa de isolar o virus, ou
cultivos celulares de origem animal (linhagens de células VERO, BHK-21 e LLC-MK2,
AP61, clone C6/36, TRA 284, entre outras). Uma vez isolado, o virus pode ser identificado
através de testes de fixacdo do complemento, imunohistoquimica ou imunofluorescéncia

(Travassos da Rosa et al., 1994).

Ndo existe tratamento especifico para as arboviroses. Em individuos
imunocompetentes, espera-se que o sistema imunoldgico se encarregue de eliminar o virus do
organismo infectado. Rotineiramente, procura-se conservar o estado geral da pessoa doente
adotando-se medidas de suporte para manutencdo das fungdes vitais. Recomenda-se repouso e
algumas vezes hidratagao, principalmente nos quadros febris hemorragicos e encefalites, onde
é nitido o agravamento dos casos que nao seguem tal indicacdo (Vasconcelos et al., 1992,
1998). Como medidas preventivas, dispdem-se os cuidados individuais como vacinacao e
controle vetorial. Atualmente, existem vacinas disponiveis para o virus da Febre Amarela
(VFA), virus da Encefalite por Carrapatos (VTBE) e virus da Encefalite Japonesa (VEJ)
(Flipse & Smit, 2015). No Brasil, tem destaque a vacina para o VFA, que se mostra bastante
eficaz, segura e quase sem efeitos colaterais (Vasconcelos, 2003). Uma vacina contra a
dengue pode se converter, no futuro, em uma ferramenta importante para prevenir a infeccdo
ou abortar epidemias. Atualmente, vacinas vivas atenuadas contra os sorotipos do VDEN
estdo sendo testadas em fases clinicas e pré-clinicas, e tem-se trabalhado ainda no

desenvolvimento de uma vacina desenhada geneticamente (Wan et al., 2013).
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1.2 FLAVIVIRUS

Dentre os arbovirus, sdo importantes os virus do género Flavivirus, da familia
Flaviviridae, que incluem cerca de 55 espécies de virus de RNA de fita simples, 0s quais
compartilham sequéncias de nucleotideos, caracteristicas antigénicas e caracteristicas
ecoldgicas (Karabatsos, 1985). Sdo responsaveis por considerdvel morbi-mortalidade,
podendo causar quadros graves de encefalite, febre hemorragica, hepatite e doenca febril em
vertebrados, incluindo humanos (Monath et al., 1996; Saeedi & Geiss, 2013; Vasconcelos et
al., 2013).

Existem 35 flavivirus conhecidos por causar doencas em humanos e estima-se que
aproximadamente dois tercos da populagdo mundial estdo expostos ao risco de infeccéo por
um ou mais destes agentes. Dentre os principais flavivirus epidémicos destacam-se 0 VDEN,
que infecta cerca de 50 milhdes de individuos por ano e é a principal causa de mortalidade
infantil em varios paises latinos e asiaticos; o0 VNO, que se tornou endémico no Hemisfério
Norte desde 1999 e permanece causando problemas significativos em saide publica; o VFA,
que é endémico em paises da Africa e América do Sul e causa mais de 30 mil mortes na
Africa mesmo com a distribuicdo da vacina; e o VEJ, endémico em paises asiaticos, sendo
responsavel por 30% a 40% da taxa de mortalidade (ECDC, 2012; Saeedi & Geiss, 2013).

No Brasil, doze flavivirus ja foram isolados: Bussuquara (VBSQ), Cacipacoré
(VCPC), Dengue (VDEN) 1, 2, 3 e 4, lguape (VIGU), Illhéus (VILH), Naranjal (VNJL),
Rocio (VROC), Encefalite de Saint-Louis (VESL) e Febre Amarela (VFA) (Travassos da
Rosa et al., 1998; Figueiredo, 2000). Romano-Lieber & lversson (2000) observaram uma
intensa circulacdo de flavivirus no Vale do Ribeira/SP a partir de levantamentos sorologicos
realizados durante a década de 90. Notificou-se uma prevaléncia de anticorpos contra
flavivirus de 12,6%, sendo 2,2% para VILH, 7,1% para VESL e 3,3% para VROC. Também,
Figueiredo et al. (1986) constataram uma prevaléncia de 7,3% de anticorpos contra flavivirus
em uma populacdo na regido de Ribeirdo Preto/SP, sendo 2,6% desses anticorpos anti-VESL
e um caso apresentando anticorpos neutralizantes contra o0 VROC. Rodrigues et al. (2010a),
investigando a imunidade de equinos em relagcdo ao VESL em 5 cidades distintas (quatro da
regido amazonica e uma do Estado de Mato Grasso do Sul), observaram uma prevaléncia de
44,8% de anticorpos contra flavivirus — 27,1% de reatividade cruzada, 9,8% anti-VESL, 4,6%
anti-VILH, 2,1% anti-VROC, 1,1% anti-VCPC e 0,1% anti-VBSQ, sugerindo uma circulagéo

generalizada desses virus no pais.



Em um estudo de vigilancia epidemioldgica para arbovirus realizado no municipio de
Juruti (PA), Cruz et al. (2009) identificaram, a partir de soros de humanos, uma prevaléncia
de 56,48% de anticorpos neutralizantes para virus da familia Flaviviridae e 20,12% de
reatividade cruzada para virus das familias Flaviviridae, Bunyaviridae e Togaviridae.
Também, reacBes monotipicas foram observadas para os flavivirus Dengue 1, 2 e 3, Febre
Amarela, Ilhéus e Encefalite de Saint-Louis. 8,2% dos soros e plasmas de animais silvestres
estudados apresentaram anticorpos para os flavivirus Cacipacoré, Encefalite de Saint-Louis,
Febre Amarela, I1héus e Rocio. Estes achados evidenciaram a predominancia da circulacdo de
Flavivirus na area de estudo e insinuam a intensa circulacdo desses virus na regido amazénica.
Ainda, Casseb et al. (2014) avaliaram a prevaléncia de anticorpos contra seis importantes
flavivirus em bufalos provenientes do Estado do Pard. Observaram prevaléncias de 22,48%
anti-VESL, 11,16% anti-VILH, 3,51% anti-VFA, 1,99% anti-VROC, 0,92% anti-VBSQ e
1,22% anti-VCPC. Estes resultados evidenciam uma infeccdo ativa de bufalos da regido
amazonica por flavivirus e alertam para o risco de salude aos humanos que podem ser

susceptiveis a desenvolver infeccéo.

Os flavivirus sdo envelopados esféricos, com projecdes na superficie e particulas
virais medindo cerca de 60nm de diametro. O capsideo possui simetria icosaédrica, sendo
constituido por uma Unica proteina estrutural (C), e o envelope por duas proteinas estruturais
(E e M) (figura 2). Seu genoma contém aproximadamente 11.000 nucleotideos e é composto
por uma curta regido ndo-codificante 5°, uma unica fase de leitura aberta contendo mais de
10.000 nucleotideos e um terminal ndo-codificante 3. A longa fase de leitura aberta codifica
as proteinas estruturais - capsidio (C), pré-membrana (prM) e Envelope (E) - e 7 proteinas ndo
estruturais — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. A proteina prM ¢é clivada em
proteina M pela acdo de uma protease celular (furin) e, entdo, a proteina M é incorporada ao
virion maduro (Chambers et al., 1990; Petersen & Roehrig, 2001) (figura 3).

A proteina E corresponde a hemaglutinina viral, isto é, ela reconhece uma variedade
de estruturas moleculares e orquestra a ligacdo e entrada dos virus nas celulas alvo, sendo
também o principal alvo para anticorpos neutralizantes, e a proteina M esta associada ao
processo de maturacao viral. As proteinas ndo estruturais sdo necessarias durante a replicacdo
viral e possuem atividade de protease serina (NS2B e NS3), RNA-helicase (NS3), e RNA
polimerase dependente de RNA (NS5). O papel da NS1 ndo é completamente conhecido,
porém ja se demonstrou que induz resposta imune especifica, constituindo um antigeno

fixador de complemento e sendo encontrada no interior de células infectadas bem como na



superficie celular e no meio extracelular. A NS2B, além de estar associada com atividade de
protease, age como co-fator da NS3. A NS4A e NS4B participam da sintese do RNA viral.
NS5 é a proteina maior e mais altamente conservada dos flavivirus (Lindenbach & Rice,
2003; Fauquet et al., 2005; Dowd & Pierson, 2011).

Figura 2. Esquema da estrutura dos flavivirus.
Fonte: http://viralzone.expasy.org

NC o nsE_a nsdg_ NC
5- flerm £ JNS@ [TNS3TH  Ns5 3
lfurin ns2b ns4b

pr+ M

Figura 3. Esquema da organizacdo do genoma dos flavivirus.
Fonte: Petersen & Roehrig, 2001.



O ciclo de replicacdo dos flavivirus inicia-se com a entrada das particulas virais na
célula hospedeira por endocitose e a liberacdo do nucleo-capsidio via fusdo de membranas. O
genoma viral é transportado para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde as poliproteinas sao
traduzidas e clivadas em proteinas virais maduras. As proteinas da replicacdo induzem
reconformacdes de membrana que geram compartimentos membranosos onde a replicacdo do
RNA ocorre. O RNA genémico de polaridade positiva é usado como molde para a producédo
de baixos niveis de RNA de polaridade negativa ndo complementar, que é usado como molde
para producgdo de altos niveis de RNA genémico complementar de polaridade positiva. Uma
proporcdo de fitas de RNA recém-sintetizadas € usada para traducao de proteinas e reforco da
sintese viral, enquanto algumas fitas interagem com o RNA de interferéncia (RNAI), e outras
ainda interagem com proteinas do capsideo, sendo armazenadas nos virions nascentes. Virions
imaturos sdo levados para o sistema de membrana excretério da célula hospedeira, seguindo
para a superficie celular onde ocorre a exocitose. Apos a exocitose a proteina prM ¢é clivada
pela protease furin, formando as particulas virais maduras contendo a proteina M (Lindenback
& Rice, 2003; Smit et al., 2011).

Os flavivirus séo divididos, na sua maioria, de acordo com o0s seus determinantes
antigénicos em quatro grupos soroldgicos principais: Dengue (DEN), Complexo da encefalite
por carrapatos (TBEC), Complexo da Encefalite Japonesa (JEC) e Febre Amarela (YF)
(Fauquet et al., 2005). Também, estudos filogenéticos baseados no sequenciamento da
terminagdo 3" do gene NS5 de flavivirus brasileiros agrupam-nos em trés ramos principais: o
ramo Dengue, com subdivisdo nos tipos VDEN 1, 2, 3 e 4; o ramo do Complexo do Virus da
Encefalite Japonesa (JEV), incluindo os virus: VESL, VCPC, VBSQ, VROC, VILH, VNJL e
VIGU; e o ramo do virus da Febre Amarela (VFA) (Kuno et al., 1998; Baleotti et al., 2003;
Medeiros et al., 2007; Coimbra et al., 2008).

E interessante notar que virus transmitidos por mosquitos do género Aedes, como
VDEN e VFA, que sdo também os unicos causadores de doenca hemorragica no Brasil, foram
agrupados em mesmos ramos. Da mesma forma, virus transmitidos por mosquitos do género
Culex e causadores de doenca encefalica, como VROC e VESL, foram agrupados no ramo do
complexo do VEJ, que é um virus altamente encefalitogénico. Essa divisdo faz surgir a
hipdtese que virus intimamente relacionados possuem as mesmas caracteristicas no que se
refere a interagOes virus-hospedeiro, patogenicidade e ocorréncia de doenca (Baleotti et al.,
2003).
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1.2.1  Flavivirus Encefalitogénicos

Encefalite € uma inflamagdo do SNC causada por infec¢do, geralmente de origem
viral. Atualmente, dez arbovirus tém sido associados com quadros de doenca encefalitogénica
no continente americano. Desses, quatro pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus:
virus da Encefalite de Saint-Louis (VESL), virus do Nilo Ocidental (VNO), virus Powassan
(VPOW) e virus Rocio (VROC) (Vasconcelos et al., 1991, 2013). Estes agentes apresentam
como caracteristica um especial tropismo por células SNC, afetando-o em diferentes niveis de
severidade. Ao infectarem humanos e outros vertebrados, esses virus produzem viremia e
atingem o encéfalo, onde se replicam e recrutam células inflamatérias, causando doenca febril
aguda e disturbios do SNC. Os sinais e sintomas clinicos deste tipo de infeccdo incluem:
febre, dores de cabeca, ndusea, vomito, calafrios, tremores, dor abdominal, mialgia, artralgia,
ictericia, alteracBes do estado de consciéncia, convuls@es, distdrbios de reflexo, deterioragdo
de fungdes motoras, irritacdo da meninge e sindrome cerebelar (Pinheiro et al., 1981;
Vasconcelos et al., 1991; Burke e Monath, 2001; Barros et al., 2011; Henriques et al., 2012;

Vasconcelos et al., 2013).

O VESL esta amplamente distribuido nas Américas, podendo ser encontrado do
Canadé a Argentina. Foi isolado pela primeira vez em 1933, na cidade de Saint Louis, Estados
Unidos da América, a partir de tecido cerebral humano (Vasconcelos et al., 1998). No Brasil,
a primeira cepa encontrada deste virus foi isolada em 1960, de um criadouro de mosquitos da
espécie Sabethes belisarioi capturado ao longo da rodovia Belém-Brasilia, estado do Para
(Causey et al., 1964). Estudos relacionados ao ciclo de transmissdo do VESL na regido
amazonica revelaram que os vetores deste virus sdo 0s mosquitos do género Culex e 0s seus
reservatorios consistem de aves selvagens, macacos, preguicas, tatus e marsupiais (Travassos
das Rosa et al., 1998).

Na década de 70, foi observado um caso isolado de infeccdo sintomética pelo VESL
na cidade de Belem, Estado do Para, o qual, embora ndo representasse a ocorréncia de
epidemia, indicou a presenca do agente na regido amazonica brasileira (Pinheiro et al., 1981).
Também, Rodrigues et al. (2010a) constataram alta prevaléncia de anticorpos anti-VESL
(50,9%) em cavalos saudaveis da regido amazonica, sendo observada uma elevada frequéncia
de anticorpos no Macapa/AP (60,9%), Braganca/PA (59,4%), Rio Branco/AC (53,4%) e
Salvaterra/PA (34,6%). Em geral, o VESL ndo causa doenga com sinais clinicos aparentes em
equinos, o que explica a alta prevaléncia de anticorpos anti-VESL, apesar de haver
subnotificacdo dos casos de infecgcdo por esse agente.
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Estudos filogenéticos comparativos demonstraram que o VESL é um flavivirus
relativamente novo no continente americano em relacdo a outros arbovirus mais
predominantes, tais como dengue e febre amarela, tendo uma historia evolutiva datada entre
1875 e 1973. Além disso, acredita-se que a dispersdo deste agente tenha comecado na
América do Sul em direcdo a América do Norte, de modo que a introducdo de um
determinado progenitor (ancestral de gendtipo comum) e a ocorréncia de eventos
evolucionarios - quase que simultaneos nos dois hemisférios - levaram a emergéncia e
dispersdo geogréafica de linhagens filogenéticas distintas em ambas as localidades. De fato, ja
foram identificados oito gendtipos diferentes para VESL, designados como I, I, 11, 1V, V,
VI, VII e VIII, sendo os gendtipos V e VIII os mais prevalentes no Brasil e, ainda, o VIII
restrito ao Estado do Para (Rodrigues et al., 2010b).

O isolamento do VESL em seres humanos é raro, apesar de ja ter sido detectado em
aves e mamiferos de diversas regides do Brasil. Geralmente, as infec¢cBes sdo notificadas
somente em periodos de epidemias, que ocorrem tipicamente nos meses de verdo quando as
populacdes de vetores estdo maiores. Nos ultimos anos, um surto de infeccdo pelo VESL
ocorreu concomitante a uma grande epidemia de dengue na cidade de Sdo José do Rio
Preto/SP. Contudo, a falta de pesquisa diagndstica sistematica e também a similaridade entre
0s sintomas da infeccdo por VESL com os do dengue fazem com que casos ndo sejam
adequadamente diagnosticados (Mondini et al., 2007). Além disso, o baixo nimero de casos
notificados de infeccdo por VESL em humanos, provavelmente, se deva a ocorréncia de
infeccOes sem sinais e sintomas aparentes ou a subdeteccdo dos casos clinicos devido a
dificuldade de realizacao de diagnostico diferencial, uma vez que os testes sorologicos tendem

a apresentar altas taxas de reatividade cruzada (Rodrigues et al., 2010a).

O VNO foi originalmente descoberto na Africa, em 1937 (Smithburn et al., 1940).
Historicamente, foi responsavel por diversos surtos de forte doenca febril em regides da
Africa, Oriente Médio, Asia e Australia (Kleiboeker, 2011). Na década de 90, a epidemiologia
da infeccdo pelo VNO mudou. Novos surtos na Europa Oriental foram associados com
indices mais altos de severa doenca neuroldgica (Hubalek & Halouzka, 1999). O VNO foi
isolado pela primeira vez no Ocidente em 1999, na cidade de Nova York, EUA (Asnis et al.,
2000). Hoje, 0 VNO pode ser encontrado praticamente em qualquer lugar do Hemisfério
Norte, tendo sido responsavel por severas epidemias de encefalite em humanos, aves e
equinos, com alguns milhares de 6bitos (Petersen & Hayes, 2008). O ciclo natural desse virus

envolve mosquitos do género Culex e aves reservatorias, que se comportam como hospedeiros
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amplificadores. Humanos e outros vertebrados tém sido amplamente considerados como
hospedeiros terminais (Hayes et al., 2005). As aves reservatorias do VNO sdo tipicamente
animais migratorios que, quando infectados, carreiam-no internacionalmente. Acredita-se que

este seja 0 motivo da rapida dispersdo deste virus na América do Norte (Smith et al., 2005).

Anélises filogenéticas tem demonstrado que o VNO é um virus genética e
geograficamente bem diversificado. Quatro ou cinco linhagens genéticas distintas ja foram
propostas para 0 VNO, baseando-se em estudos isolados que demonstraram diferencas entre
0s genomas virais de mais de 20% e forte correlacdo com o ponto geografico de isolamento.
As linhagens 1, 2 e 5 tém sido associadas a surtos significativos em seres humanos, sendo a
linhagem 1 a mais amplamente distribuida no mundo (Chancey et al., 2015). A maioria das
infeccdes em seres humanos pelo VNO (~ 80%) é assintomatica, e as infecgcdes sintomaticas
podem variar de um simples mal-estar gripal até uma doenca neuroinvasiva grave. Menos de
1% das infeccOes humanas progridem para doencga grave, estando entre os fatores de risco
mais frequentemente associados: idade avancada, imunodepressdo, e condi¢cbes medicas
crénico-degenerativas, como hipertensdo, diabetes, e insuficiéncia renal cronica (Bode et al.,
2006; Jean et al., 2007; Carson et al., 2012).

A primeira deteccdo do VNO na América do Sul foi em 2004, na Colémbia, durante
uma pesquisa epidemioldgica em cavalos ndo vacinados contra 0 VNO (Mattar et al., 2005).
Depois, o0 VNO foi isolado em 2006, na Argentina, a partir do cérebro de trés cavalos que
morreram de doenca encefalica (Morales et al., 2006). Igualmente em 2006, o VNO foi
detectado em aves e cavalos na Venezuela, em um estudo soroepidemiolégico (Bosch et al.,
2007). No Brasil, 0 VNO foi detectado a partir de amostras coletadas, em 2009, de mosquitos,
cavalos, galinhas e jacarés do Pantanal na regido Centro-Oeste do Brasil, onde cavalos e
galinhas apresentaram sorologia positiva para VNO (Ometto et al., 2013; Pauvolid-Corréa et
al., 2011, 2014). Soropositividade para o0 VNO também foi observada em uma amostra de

equino coletada em 2009 no Estado da Paraiba (Silva et al., 2013).

N&o h& registros de isolamento do VNO associado a doengas em humanos ou
equinos no Brasil (Soares et al., 2010). Contudo, uma vez introduzido no pais, € muito
provavel que este virus se espalhe por todo o territdrio brasileiro, devido ao seu ciclo de
transmisséo e a constante chegada de aves migratorias advindas do Hemisfério Norte. Além
disso, imagina-se que a auséncia de relatos de doenca associada ao VNO em humanos esteja
relacionada a prote¢cdo imune cruzada da populacdo brasileira, que estad em constante contato

com outros flavivirus, a protecdo imune cruzada de passaros nativos previamente infectados
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por outros flavivirus, ou mesmo pela falta de um vetor que se alimente do sangue de animais
infectados e de humanos (Figueiredo, 2007; Figueiredo MLG & Figueiredo LTM, 2014).

1.3 VIRUS ROCIO

O virus Rocio foi primeiramente isolado em 1975 a partir de um caso fatal em
humanos ocorrido durante um surto de encefalite no Vale do Ribeira no Estado de Séo Paulo
(Lopes et al., 1978; Pinheiro et al., 1997). Este surto comegou em 1973 e terminou em 1980,
intervalo em que foram notificados 1021 casos de encefalite com uma taxa de letalidade de
10%. Entre os sobreviventes, 200 desenvolveram sequelas de equilibrio ou motilidade. Antes
da epidemia os casos de encefalite por virus na regido eram raros, sendo registrados de 1970 a
1973 somente cinco Obitos por encefalite viral, enquanto que nos anos epidémicos de 1976 a
1977 ocorreram 47 6bitos (lversson, 1980). A doenga causada pelo VROC caracterizou-se por
inicio abrupto com febre elevada, cefaléia, prostracdo, mialgias e vomito. O quadro
neuroldgico se manifestou apresentando alteragdes de consciéncia, alteracbes motoras e de

reflexo, distdrbios de equilibrio e mobilidade, e convulsdes (Iversson & Tiriba, 1996).

Com base em isolamentos virais e dados soroldgicos realizados durante este surto,
acredita-se que o VROC mantém-se em um ciclo envolvendo péssaros silvestres - incluindo
algumas espécies migratorias - e mosquitos vetores dos géneros Aedes e Psorophora (Lopes
et al., 1981; Mitchell et al., 1986). Sabe-se que a epidemia de VROC mostrou picos de
infeccdo em periodos de temperaturas mais elevadas e de maior pluviosidade na regido,
coincidindo com o periodo de maior proliferacdo do vetor. Neste caso, a epidemia se deslocou
em onda a partir de Iguape para Peruibe e, a partir dai, em direcdo leste-oeste e leste-sudeste,
rumo ao Estado do Parana. Além da transmissdo por vetores artrépodes, outras possiveis
formas de transmissdo da doenca teriam sido aerosséis ou manipulacdo de animais silvestres
infectados. Os grupos populacionais que tiveram as formas mais graves da doenga foram os
de idade avancada ou que apresentavam piores condi¢des de vida. Uma maior quantidade de
anticorpos anti-VROC foi encontrada em individuos que mantinham contato com ambientes

silvestres (Iversson, 1980).

Ate o presente momento, o VROC foi isolado apenas no Vale do Ribeira durante o
periodo do surto de encefalite. Este surto comecou e desapareceu espontaneamente, sendo
desconhecidos os seus determinantes, o que torna a epidemiologia do VROC praticamente

desconhecida. Evidéncias soroldgicas da circulagdo do VROC foram constatadas no Vale do
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Ribeira e em outras partes do Estado de S&o Paulo, como no municipio de Ribeirdo Preto,
bem como em outras localidades do Brasil, o que indica dispersdo do agente pelo pais,
especialmente em areas rurais situadas nas regides Nordeste e Sudeste (Iversson et al., 1989;
Iversson et al., 1992; Romano-Lieber & Iversson, 2000; Figueiredo, 2007). Durante o periodo
de 1978 a 1990, anticorpos anti-VROC foram encontrados em aves de distintas regides do
Estado de Séo Paulo (Ferreira et al., 1994). Também, em quatro cidades do Estado da Bahia
foram observados oito casos de positividade para anticorpos anti-VROC a partir de um
inquérito soro-epidemiolégico para arboviroses em humanos (Straatmann et al., 1997), e na
regido amazonica, foram detectados anticorpos anti-VROC em cavalos saudaveis (Rodrigues
etal., 2010a).

Alguns estudos brasileiros foram desenvolvidos com o intuito de caracterizar e
melhor entender os mecanismos de infeccdo e invasédo do SNC pelo VROC. Medeiros et al.
(2007) realizaram a caracterizacdo gendmica completa do VROC bem como a determinacéo
das suas exatas relagdes taxondmicas e filogenéticas com outros flavivirus relacionados,
fornecendo dados fundamentais para estudos futuros de classificacdo viral acurada, escolha de
genes informativos que conduzam anélises filogenéticas e projecdo de sondas moleculares e
de iniciadores. Neste estudo, constatou-se que 0 VROC compartilha muitos tracos genéticos
com outros arbovirus da familia Flaviviridae e apresenta estruturas peptidicas conservadas,

tais como o padrao de distribuicdo de residuos de cisteina nas proteinas prM, E e NS1.

Considerando-se a permissividade de mondcitos circulantes e macrofagos teciduais
aos flavivirus, apés a inoculacdo pelo vetor, e a participacdo dessas células na replicacdo viral
e na modulacdo da resposta imune antiviral pela producéo de citocinas e 6xido nitrico (Kreil
& Eibl, 1995), Barros et al. (2009) realizaram um estudo in vitro com macr6fagos murinos
infectados pelo VESL, VROC e outros flavivirus. Observou-se que nenhum virus alterou
significativamente a expressao de Interleucina 1 beta (IL-1pB), Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e Fator beta de transformacédo do crescimento (TGF-B) em macrofagos infectados.
Mas, a infeccdo de macrofagos estimulados por Lipopolissacarideo (LPS) gerou alteragdes
significativas. O VESL reduziu a producdo de IL-lo e TGF-B por macréfagos LPS-
estimulados, enquanto o VROC reduziu apenas a sintese de TGF-p pelas mesmas células.
Além disso, enquanto o VESL e 0 VROC estimularam a producéo de Interferon gama (INF-
v), nenhum deles alterou a producdo de TNF-a pelos macrofagos. Ambos os virus, VESL e

VROC, induziram a sintese de 6xido nitrico, que é um radical livre com efeito microbicida.

Barros et al. (2011) realizaram um amplo estudo sobre imunopatogénese e
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fisiopatologia da meningoencefalite por VROC em ratos infectados intraperitonealmente,
analisando aspectos da histopatologia tais como resposta inflamatoria, producao de citocinas e
pesquisa do virus em tecido nervoso. Observaram uma quantidade significativa de infiltrado
inflamatdrio e antigenos virais em neurénios, células gliais, endotélio e células mononucleares
da medula raquidiana a partir do quarto dia pds-infeccdo (p.i.) e do cérebro a partir do oitavo
dia p.i.. Houve, ainda, uma expresséo significativamente aumentada de INF-a, em menos de
24 horas p.i. na medula raquidiana e a partir do quarto dia p.i no cérebro. INF-y e IL-1B
foram detectados a partir de dois dias p.i, TNF-a, IL-4 e TGF-$ foram detectados a partir de
quatro dias p.i e IL-10 foi detectada apenas a partir do sexto dia p.i.. Estes achados sugerem
que a infeccdo pelo VROC, e provavelmente outros flavivirus encefalitogénicos, induz um
balanco na expressdo de citocinas do tipo T helper (Th) 1 e 2, cujo objetivo € realizar uma
resposta imune adequada. Porém, mesmo a combinacdo de respostas imune dos tipos Thl e
Th2 ndo foi capaz de controlar a infeccdo pelo VROC, de modo que todos os animais

infectados adoeceram a partir do sexto dia p.i. e morreram até o nono dia p.i..

Estudos experimentais evidenciaram que infeccBes por flavivirus, ndo raramente,
desenvolvem um quadro de infeccdo persistente no organismo dos hospedeiros, sendo
constantemente replicados e excretados pelo organismo infectado. Este fato se deve, entre
outras coisas, a habilidade destes virus de reduzir a resposta imune antiviral do hospedeiro e,
assim, inibir a destruicdo das células infectadas (Oldstone, 2006). Henriques et al. (2012)
demonstraram que hamsters jovens imunocompetentes infectados pelo VROC desenvolvem
viremia, detectada por imunofluorescéncia indireta (IFI) em cultura de células VERO, por até
no maximo 4 dias p.i., e anticorpos neutralizantes sao detectados no soro destes animais a
partir do quinto dia p.i, coincidindo com o desaparecimento do virus do sangue. Contudo, a
deteccdo do genoma viral por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real em
amostras de sangue, figado, cérebro e urina revelou a persisténcia da infeccdo pelo VROC em
um periodo de quatro meses desse estudo experimental. Além disso, foram observadas
alteracGes histopatologicas no figado, rim, pulmé&o e cérebro com processos inflamatorios em
varios tecidos, sobretudo no SNC, durante 0s mesmos quatro meses analisados, corroborando
como perfil de infeccéo persistente por VROC.

Chavez et al. (2013) avaliaram o papel da quimiocina proteina inflamatéria de
macrofago 1 alfa (MIP-1a), relacionada ao recrutamento de células inflamatorias, e seu
receptor (CCR5) na infecgdo pelo VROC em camundongos. Realizou-se um estudo
comparativo entre 3 grupos de camundongos: tipo selvagem (MIP-1 a +/+ ¢ CCRS5 +/+),
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camundongos knockout (KO) MIP-1 a-/- e camundongos knockout CCR5-/-, analisando-se
aspectos de viruléncia, sobrevivéncia dos animais, carga viral no tecido cerebral e
histopatologia. Observou-se que os camundongos tipo selvagem necessitaram de uma dose de
letalidade de 6,5 (logio) LDso para induzir morte em 50% dos animais, enquanto que 0s
camundongos KO MIP-1 a-/- e CCR5-/- necessitaram de doses de 4 e 5 (logio) LDsyo,
respectivamente. Os animais tipo selvagem comecaram a apresentar sinais de encefalite a
partir do 4° dia p.i.,, j& os KO apresentam sinais tardios, depois de 21 dias p.i..
Interessantemente, os camundongos tipo selvagem apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
consideravelmente diminuida em relacdo aos knockout, os quais sobreviveram por mais de 21
dias pds-infeccdo ao passo que os tipo selvagem sobreviveram por no méximo 8 dias p.i.. O
aumento da sobrevida dos KO, provavelmente, esta relacionado a menores infiltrados de
células inflamatdrias responsaveis por neurodegeneracdo observados no cérebro por
histopatologia, resultado da deficiéncia de MIP-1 a e CCRS. Ao contrario do que se esperava,
os camundongos KO tiveram uma carga viral, detectada em fracdo do cérebro, menor do que
os tipo selvagem em 7 dias p.i.. Os autores defendem a hipotese de que o CCR5, tal qual em
infeccBes pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), pode representar um co-receptor
para a infecgcdo viral pelo VROC e a auséncia deste mostra-se benéfica para os animais
infectados pelo VROC. Assim, MIP-1 a. ¢ CCRS5 estdo diretamente associados ao mecanismo
de infeccdo do VROC, pois participam do recrutamento de células inflamatérias no cérebro, o

que contribui para a severidade da doenca encefalica.

Rosemberg (1980) relatou aspectos neuropatoldgicos da infeccdo pelo VROC a partir
de amostras cerebrais de cadaveres humanos acometidos da grave encefalite no Vale do
Ribeira durante a década de 70. Macroscopicamente, observou-se um moderado grau de
congestdo e edema, sem lobo temporal conspicuo ou herniagdo do cerebelo.
Microscopicamente, observaram-se alteracGes caracteristicas de processo inflamatorio
tipicamente encontrado em encefalites virais, quais sejam: forte infiltrado intersticial de

células mononucleares, proliferacdo microglial e acaimulo linfocitico perivascular.
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1.4 IMUNOPATOLOGIA DAS ENCEFALITES CAUSADAS POR FLAVIVIRUS

O SNC ¢ considerado um sitio imunoprivilegiado, isto €, possui certo grau de
protecdo as respostas imunes e inflamatorias, as quais podem causar perturbacdo funcional e
morte de neurdnios com consequente disfuncdo organica. Esse imunoprivilégio se deve ao
fato de o cérebro ser desprovido de drenagem linfatica funcional, ter raras células
imunocompetentes trafegando pelo seu parénquima e conter apenas cerca de 0,5% da
guantidade total de anticorpos presentes no soro (Abbas et al., 2011). Em virtude disso, o
SNC mostra-se altamente vulnerdvel a infec¢Ges virais. No entanto, a maioria das infec¢oes
virais sisttmicas ndo envolve o SNC. Isso se d&, provavelmente, pelo significativo grau de
protecdo fisica desse Orgdo a exposicdo viral mediado pela barreira hematoencefalica e
também pela grande eficacia do sistema imune em eliminar particulas virais em circulacédo
(Bale, 1994; Davis, 1995, Diamond, 2003).

Os mecanismos associados ao incomum acesso dos flavivirus encefalitogénicos ao
SNC apo6s a viremia ndo estdo satisfatoriamente esclarecidos. Algumas hipoteses propdem
qgue o cruzamento da barreira hematoencefalica ocorre por transporte passivo através do
endotélio, por replicacdo ativa nas células endoteliais, por transporte axonal retrogrado via
sistema nervoso periférico ou por um mecanismo do tipo “Cavalo de Troia” em que o virus é
carregado para dentro do cerebro por células inflamatorias infectadas (Diamond, 2003; King
et al., 2007). A hipotese mais aceita ¢ a do “Cavalo de Tréia”. Acredita-se que a infeccdo de
tecidos periféricos por flavivirus aumente a expressao de citocinas, como o INF-y e TNF-a,
que estimulam a sintese de moléculas de adesdo na superficie luminal do endotélio da barreira
hematoencefélica e, portanto, favoreca a migracéo de leucaocitos infectados para 0 SNC (Vries
et al., 1996; Shen et al., 1997; Diamond & Klein, 2004). Ainda, a replicacdo de flavivirus em
células de linhagem monocitica, que ocorre durante a fase de viremia da infeccdo, tem sido
fortemente associada ao desenvolvimento de encefalite (King et al., 2003; Rios et al., 2006).
Ye et al. (2011) suprimiram completamente o aparecimento de doenca encefalica em
camundongos infectados com VNO e VESL ao interromper a replicacdo desses virus em
macrdfagos e células dendriticas utilizando RNAI, corroborando com a hipdtese do “Cavalo
de Troéia”.

Quando introduzidos no SNC, os flavivirus neurotropicos participam de varios
mecanismos que induzem a morte de células neurais, seja pela replicagdo ativa nas células ou
pela inducdo de apoptose mediada pelo virus ou resposta imunoldgica do hospedeiro, com

consequentes danos no tecido nervoso. Embora estes virus apresentem caracteristicas
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patogénicas intimamente associadas a evolugdo neuroldgica das arboviroses, a resposta imune
do hospedeiro contra estes agentes € provavelmente o principal determinante das
manifestacdes clinicas das encefalites (Turtle et al., 2012). De fato, estudos histopatol6gicos
ja demonstraram que ocorre uma expressiva resposta inflamatéria no cérebro de humanos e
animais que morreram de encefalite causada por flavivirus, incluindo ativacdo de microglia
com formacdo de nddulos microgliais, infiltracdo de células fagociticas e acumulo
perivascular e parenquimal de linfécitos T (Rosemberg, 1980; Omalu et al., 2003; German et
al., 2006; Barros et al., 2011).

Existe consideravel pesquisa cientifica sendo realizada com o intuito de melhor
compreender as respostas imunes contra os flavivirus. De maneira geral, o controle de uma
infeccdo flaviviral ocorre através de mecanismos fisico-quimicos realizados por componentes
da imunidade inata e adaptativa que visam a eliminacdo do virus atraves da neutralizacdo de
particulas livres e destruicdo das células infectadas (Hinds et al, 2008; Abbas et al., 2011).
Para constar, Ben-Nathan et al. (1996) demonstraram que a imunossupressao em
camundongos feita pela deplecdo de macrofagos, que participam ativamente de todo processo
imunoldgico, resultou em progressdo acelerada de doenca encefélica pelo VNO com alta taxa
de mortalidade. Contudo, os estudos mostram que as respostas imunes iniciadas contra 0s
flavivirus se comportam tanto de forma protetora quanto patolégica, causando prejuizos ao
hospedeiro (King et al., 2007).

Nas arboviroses, a primeira barreira de protecdo inata, a pele, é facilmente
ultrapassada pela picada do vetor, que insere o virus nos tecidos do hospedeiro. Inicialmente,
a resposta imune inata contra os arbovirus é exercida pelas células Natural Killer (NK), que
induzem a morte das células infectadas, e pelas células locais infectadas, que atuam
produzindo citocinas, principalmente interferons tipo | (INFs 1), as quais inibem a replicacéo
viral em células infectadas e exercem protecdo sobre as células adjacentes ndo infectadas
(Hinds et al, 2008; Abbas et al., 2011). Os INFs | (IFN-o e INF-B) sdo produzidos por
diferentes tipos celulares quando infectados por flavivirus, sendo expressos mediante diversas
vias bioguimicas. Essas vias iniciam com a deteccdo do genoma viral por receptores
citosolicos de reconhecimento de patdgenos, como os receptores semelhantes a Toll (TLR) 3
e 7, e ativacdo de receptores de acido retindico gene 1 induzivel (RIG-1). A sinalizacédo
converge para a ativacdo de proteinas cinases, que por sua vez ativam os fatores de
transcricdo reguladores de interferon (IRFs), os quais incitam a transcricdo dos genes dos
INFs I (Hinds et al, 2008; Rouse & Seherwat, 2010; Abbas et al., 2011).
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O TLR3 tem sido amplamente implicado no aumento da permeabilidade da barreira
hematoenceféalica e invasdo dos flavivirus no SNC como consequéncia de reacOes
inflamatdrias. Wang et al. (2004) observaram que camundongos infectados com VNO e
deficientes na expressdo de TLR3, embora apresentassem altos titulos do virus em tecidos
periféricos, ndo desenvolveram encefalite e tiveram uma taxa de sobrevivéncia superior em
comparacdo aos animais tratados como controle. Kong et al. (2008) demonstraram que a
diminuicdo da expressdo de TLR3 em macrofagos de origem humana resultaram na reducéo
da producdo de citocinas pro-inflamatdrias e sugeriram que isto poderia dificultar o acesso ao
SNC. De outro modo, Qian et al. (2011) observaram que células dendriticas infectadas pelo
VNO apresentam maior expressédo de TLR3 e uma produgdo mais intensa de INFs I. Estes
dados sugerem que, se por um lado o TLR3 é importante na geracdo de resposta imune

antiviral, por outro ele pode contribuir para a entrada do virus no SNC.

Os INFs | interagem com receptores presentes nas células infectadas e néo
infectadas, originando diferentes vias de sinalizagdo intracelular que conduzem a um “estado
antiviral”. Esse processo inclui: sintese de enzimas que bloqueiam a replicacdo viral,
sequestro de linfocitos nos ganglios linfaticos, aumento da expressdo de moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) (aumentando a probabilidade de
reconhecimento das células infectadas por células citotoxicas) e inibicdo do crescimento
celular. Além disso, os elementos estimulados pelos INFs | ativam as células fagociticas e
potencializam a maturacdo e ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs), a
citotoxicidade mediada por células NK, a producdo de citocinas pré-inflamatérias (que
auxiliam no recrutamento de outros tipos celulares e na amplificacdo da resposta
imunoldgica) e a diferenciacdo dos linfocitos T CD8" (citotdxicos), que tem a fungdo de
induzir apoptose nas células infectadas (Machado et al, 2004; Hinds et al, 2008; Abbas et al.,
2011). Dentre as citocinas pro-inflamatérias que participam da resposta imune inata em
infecces do SNC tem destaque: TNF-a, IL-1 e IL-6. Diversos modelos de infec¢des pelo
VEJ e VNO constataram elevada sintese de TNF, o que parece exercer efeitos tanto protetores

quanto patogénicos no tecido nervoso (Saxena et al., 2001; Cheng et al., 2004).

Em um segundo momento da infeccéo flaviviral, a imunidade inata passa a interagir
com elementos da imunidade adaptativa (linfocitos T, linfocitos B e anticorpos). A ativacao
de linfécitos T ocorre mediante dois sinais distintos: a apresentacdo de antigenos virais por
APCs e o co-estimulo com moléculas sintetizadas durante as respostas imunes inatas, em

geral citocinas. Os linfocitos T ativados secretam citocinas, por exemplo IL-2 e IL-9, que
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estimulam a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T virgens em efetores. O linfocito T
CD4" efetor responde ao antigeno viral produzindo citocinas que exercem varios efeitos sobre
outras células, quais sejam: IL-2, INF-y, IL-12, IL-16, IL-19, todas participando do
recrutamento e ativagdo de leucdcitos, ativacdo de macrofagos, linfocitos B e outras células, e
maturagdo de linfocitos T CD8". O linfécito T CD8" efetor responde matando as células
infectadas e produzindo citocinas, como o INF-y, que ativam fagdcitos ¢ exercem algum
efeito antiviral. Os linfocitos B ativados produzem anticorpos que blogueiam a ligacdo e
entrada do virus nas células do hospedeiro (Klenerman & Hill, 2005; Abbas et al., 2011).
Algumas células do sistema imune produzem citocinas, como o TGF-B, que regulam a
proliferacdo, diferenciacdo, ativacao e apoptose de outras células, com o objetivo de gerar um
balanco nas respostas imunes. Da mesma forma, 0 TGF-B pode interferir na expressdo e
atividade de outras citocinas, incluindo INF-y, TNF-a, IL-2, entre outras (Letterio & Roberts,
1998).

Varios experimentos desenvolvidos em modelos animais de encefalite por flavivirus
tém demonstrado a cooperacdo dos elementos da imunidade adaptativa para a eliminacdo do
virus (Diamond et al., 2003a, 2003b). Em infec¢fes do SNC, fundamentalmente, todas as
células imunocompetentes infiltram no parénquima nervoso: primeiramente, células NK, em
sequida, linfécitos T e, depois, linfocitos B e fagocitos (Dorries, 2001). As citocinas que sdo
produzidas por este infiltrado de células incluem INF-y, IL-4 e IL-10, mas raramente a IL-2
(Chang et al., 2000). Os linfocitos B presentes no SNC produzem anticorpos contra flavivirus,
principalmente Imunoglobulina A (IgA) e IgG, que reconhecem epitopos localizados
predominantemente na proteina E, inibindo a ligacdo e internalizagdo dos virus nas celulas
hospedeiras (Oliphant et al., 2005). Em infeccdes pelo VEJ foi demonstrado haver uma
cooperacéo entre linfocitos T CD4" e anticorpos neutralizantes para a interrupgio da infeccéo
(Biswas et al., 2009). No entanto, os linfocitos T CD8" parecem ter destaque durante a
imunidade adaptativa. Larena et al. (2011) observaram que os linfocitos T CD8" s&o o tipo
celular dominante encontrado no SNC de camundongos infectados pelo VEJ. Além disso,
Aleyas et al. (2010) forneceu evidéncias de que o VEJ é capaz de inibir intensamente a
resposta dos linfocitos T CD8" ao interferir na apresentacdo de antigenos, o que poderia se
tratar de um mecanismo de escape deste virus. Shrestha et al. (2004) demonstraram que
camundongos knockout para linfocitos T CD8" infectados com VNO apresentaram maior
letalidade e dispersdo viral em comparagdo aos camundongos tratados como controle. Por
outro lado, Wang et al. (2003) observaram que, sob certas circunstancias, os linfécitos T
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CD8" podem ter acdo patogénica em infecgdes pelo VNO.

Embora seja considerado imunoprivilegiado, o SNC possui dois importantes tipos
celulares que participam das respostas imunes inatas diante de infeccdes virais: astrocitos e
microglia. Os astrdcitos, reconhecidos como células de suporte tréfico no SNC, expressam
TLRs e produzem um perfil de citocinas que sdo secretadas mediante & estimulacdo destes
receptores, dentre elas destacam-se IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a, demonstrando que s&o celulas
importantes nas respostas antivirais iniciadas no SNC (Carpentier et al., 2005; So et al.,
2006). A microglia consiste em macréfagos residentes do SNC e sdo funcionalmente
semelhantes aos macrofagos teciduais: expressam TLRs importantes no reconhecimento de
antigenos virais, processam e apresentam os antigenos aos linfécitos T e produzem grandes
guantidades de TNF-a, 6xico nitrico e outros mediadores soltiveis potencialmente prejudiciais
aos neurdnios (Kreutzberg, 1996; Olson & Miller, 2004). Chen et al. (2000, 2004)
demonstraram que em infec¢des com o VEJ, microglia e astrocitos aumentam a expressao de
quimiocinas como CCL2 e CCL5, as quais tem a capacidade de recrutar células
imunocompetentes circulantes e ativar leucocitos no cérebro, que juntos secretam outros

mediadores com potencial efeito neurotoxico.

Os neur6nios sdo o alvo celular preferencial em infecgdo por flavivirus, sendo as
demais células infectadas em menor grau (Diniz et al., 2006; Daffis et al., 2008). Samuel et al.
(2007) observaram que infeccdes em neurdnios induzem apoptose através de uma via
dependente da caspase3; mas também intensa necrose resultante de brotamento viral tem sido
demonstrada (Chu et al., 2003; Chambers & Diamond, 2003). Os neurénios participam das
respostas imunes de maneira predominantemente paracrina. Quando infectados por flavivirus,
0s neurdnios produzem citocinas pro-inflamatdrias, provavelmente INF-B, INF-y e IL-6,
guimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS), que induzem respostas imunes através da
sinalizacdo da microglia e dos astrocitos, que por sua vez iniciam sua resposta antiviral e,

eventualmente, ocasionam neurotoxicidade (Neumann, 2001).

A maior parte da populacdo de neurdnios no SNC é ndo-regenerativa, portanto as
respostas imunes no SNC apresentam certo grau de regulacéo no intuito de eliminar os virus e
ao mesmo tempo causar 0 minimo de dano possivel no tecido nervoso e, com isso, evitar
desordens funcionais no hospedeiro (Griffin, 2003). Os neurénios infectados por flavivirus
iniciam rapidamente sua resposta imune com a producéo preferencial de INF-B, que ¢ menos
neurotdxico em relacdo ao IFN-a e, portanto, favorece a protegdo do tecido neuronal (Akwa et

al., 1998). Os neurbnios maduros apresentam deficiéncia na expressao de moléculas do MHC.
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Eles respondem ao INF- B apenas com sintese de enzimas antivirais, por exemplo a 2’-5’
oligoadenilato sintetase, portanto a citotoxicidade mediada por linfocitos T citotoxicos €
comprometida (Massa et al., 1999). Os neurdnios infectados produzem gangliosideos que
inibem a producdo de moléculas do MHC em astrocitos e juntamente inibem a producdo de
IL-2, afetando a proliferagdo de linfocitos T no parénquima nervoso (Irani et al., 1996).
Também, a atividade imune de fagocitos infiltrados no SNC pode ser controlada pela
producdo de TGF-pB (Gordon et al., 1998).

Os neurdnios e muitas células gliais apresentam alta resisténcia a inducdo de
apoptose, seja mediada pelo virus ou por células citotoxicas, provavelmente por causa da
expressao de inibidores apoptdticos, como bcl-2, bcl-x e mcl-1 (Marten et al., 2000). De
acordo com Griffin (1995, 2003), infeccdes nestas células contribuem para a persisténcia dos
flavivirus no tecido nervoso, uma vez que o mecanismo mais eficiente de eliminacéo viral, a
destruicdo de células infectadas, torna-se comprometido. De fato, embora havendo
controvérsias, infeccdes persistentes do VNO tem sido relatadas em animais vertebrados
(Pogodina et al., 1984; Tesh et al., 2005; Appler et al., 2010; Stewart et al., 2011). Também,
infeccdo persistente do VROC foi relata em hamsters (Henriques et al., 2012). Em humanos,
apesar de infeccdo persistente ainda ndo ter sido documentada, anticorpos IgM ja foram
detectados no liquido cefalorraquidiano de pacientes acometidos de encefalite causada pelo
VNO por um periodo de mais de 5 meses (Kapoor et al., 2004), e de pacientes acometidos de
encefalite causada pelo VEJ por mais de 6 meses (Ravi et al., 1993), reforcando que os
flavivirus podem persistir no SNC de individuos acometidos por infec¢gdes, mesmo estando

convalescentes.
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2 JUSTIFICATIVA

O VROC ¢ antigenicamente relacionado ao VESL e ao VNO formando um grupo
soroldgico com o virus da encefalite japonesa (JEC). Esses agentes sdo responsaveis por
severas doencgas de importancia epidemioldgica e, portanto, sdo os flavivirus de maior
preocupacdo em saude publica nos paises da América do Sul, incluindo o Brasil. De modo
particular, o desconhecimento sobre as causas do surgimento e desaparecimento do VROC na
epidemia de grave encefalite no Vale do Ribeira durante a década de 70, aliado a evidéncias
da circulacdo deste virus em diversos outros locais do Brasil, incidem-no como uma grave
ameaca de ocorréncia de novos e abruptos surtos de encefalite (Figueiredo et al., 1986;
Figueiredo, 2007; Figueiredo MLG & Figueiredo LTM, 2014).

Em geral, os flavivirus sdo habilitados a infectar uma ampla variedade de linhagens
de células de vertebrados e invertebrados in vitro (Travassos da Rosa et al., 1994). O cultivo
priméario € um modelo alternativo bastante vantajoso em substituicdo ao modelo in vivo, pois
permite 0 estudo a nivel celular mais individualizado e nele as células preservam as
caracteristicas genotipicas e fenotipicas do tecido de origem (Moraes et al., 2007).
Considerando-se o forte potencial encefalitogénico do VROC, é de grande relevancia estudar
a patogenia deste agente em sistemas que simulem o SNC no intuito de melhor elucidar as
caracteristicas intrinsecas a evolucdo neuroldgica da doenca causada por este agente. Até o
momento, 0s poucos estudos desenvolvidos com o VROC utilizaram predominantemente
modelos experimentais in vivo, ndo havendo relatos na literatura cientifica da utilizagdo de

cultura primaria de células do SNC como modelo in vitro para infec¢éo pelo VROC.

A patogénese das encefalites causadas por flavivirus ainda ndo estd completamente
esclarecida. Muitos aspectos inerentes a invasdo viral no SNC, a replicacdo viral nas células
neurais e a natureza das respostas imunes do hospedeiro carecem por ser desvendados (Turtle
et al., 2012). Em infeccbes do SNC por flavivirus, as citocinas produzidas localmente
desempenham um papel importante na modulacdo das respostas imunes, pois estimulam as
reacOes antivirais das células neurais e regulam a adesdo, a quimiotaxia, a ativacdo e
diferenciacdo de células imunomoduladoras, estando diretamente associadas tanto a
eliminacdo viral do SNC quanto a neurotoxicidade imuno-mediada. Desse modo, 0 estudo de

citocinas envolvidas em infeccdes de células neurais causadas pelo VROC, realizadas in vitro,
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pode contribuir sobremaneira para a melhor compreensdao da imunopatologia das infec¢des do
SNC por flavivirus, além de auxiliar no combate a este tipo de doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar o padrdo de expressao génica de citocinas em cultura primaria de células

neurais submetidas a infeccéo pelo virus Rocio.

32 ESPECIFICOS
- Verificar a capacidade do VROC de infectar cultura primaria de células neurais;

- Descrever a cinética de morte da cultura priméria de células neurais infectada pelo
VROC,;

- Quantificar a replicacao viral em funcéo do periodo infeccioso;

- Relacionar a cinética de morte da cultura primaria de células neurais com a carga
viral presente na cultura priméaria de celulas neurais infectada, em fungdo do periodo

infeccioso.

- Quantificar a expresséo das citocinas INF-a, INF-B1, INF-y, TNF-a, IL-1B e TGF-8

produzidas pelas células neurais durante a infeccao viral.



26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo utilizou camundongos isogénicos da linhagem BALB/c neonatos,
machos ou fémeas, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Para
(IEC/PA). O uso dos animais foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais do IEC (CEUA/IEC) com o nimero de protocolo 021/2014 (anexo 1). Todos os
procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as normas estabelecidas pela
Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
- DBCA (2013).

4.2 AMOSTRAS E ESTOQUE VIRAL

Para o presente estudo utilizou-se a cepa do VROC (SP H 34675) proveniente do
acervo de isolados virais da Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do
Instituto Evandro Chagas (IEC). O uso da referida amostra foi previamente aprovado pela

direcdo do IEC (anexo 2).

O estoque viral foi preparado conforme previamente descrito por Henriques et al.
(2012). Amostras liofilizadas do VROC foram reconstituidas com 0,5 mililitro (ml) de agua
destilada estéril e 0,5 ml de solucdo salina tamponada (PBS, pH = 7,4) contendo 0,75% de
albumina bovina, 100 Ul/ml de penicilina e 100 microgramas por mL (pg/mL) de
estreptomicina. Uma vez reconstituidas, 0,02 ml da amostra foi inoculada por via intracerebral
(IC) em camundongos isogénicos da linhagem BALB/c recém-nascidos com 2 - 3 dias de vida
(n=24). Em seguida, os animais foram observados diariamente até o aparecimento de sinais da
doenga. Os camundongos que apresentaram sinais de doenca foram sacrificados, identificados
e conservados a temperatura de -70 °C para uso futuro. Esse procedimento foi realizado em

laboratdrio com nivel de biosseguranca animal 3 (NBA3).

Uma suspensdo viral foi preparada a partir do cérebro desses camundongos. Para
tanto, 1 cérebro foi macerado em PBS (pH = 7,4) contendo 0,75% de albumina bovina, 100
Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. A mistura obtida foi centrifugada a uma
velocidade de 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido com auxilio de seringa

de 5mL descartavel e, em seguida, filtrado. 1 ml da suspenséo viral filtrada foi inoculada em
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de cultura de células VERO, uma linhagem estabelecida a partir de células epiteliais de rim de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), contendo 9 mL de meio de cultivo 199 com
5% de soro bovino fetal (SBF) em garrafa de cultura de 25 cm2 A cultura inoculada foi
observada diariamente em microscopio invertido até ser observado o surgimento de efeito

citopatogénico do referido virus em 70% das células.

1 mL do meio desta cultura foi inoculado em outras duas culturas de células VERO
cultivadas em 24 mL de meio 199 com 5% de SBF em garrafas de cultura de 75 cm2. Tais
culturas foram observadas diariamente até ser identificado efeito citopatogénico em 70% das
células. Por conseguinte, as culturas foram estocadas a temperatura de -70 °C e depois de 48
horas foram descongeladas no intuito de favorecer a lise das células. A cultura foi entéo
aliquotada em microtubos de 1 (mL), os quais foram identificados e estocados a temperatura
de -70 °C para uso futuro. Esse procedimento foi realizado em laboratério com nivel de

biosseguranca 3 (NB3).

4.3 PRODUCAO DE SOROS HOMOLOGOS

Os soros homdlogos ao VROC e a virus do grupo B utilizados no presente estudo
foram gentilmente cedidos pelo Doutor Pedro Vasconcelos (IEC). A producdo de soros
homologos ao VROC e a virus do grupo B foi feita em camundongos albinos adultos (trés a
quatro semanas de vida). Para tal, quatro inoculacdes foram administradas via intraperitoneal
(IP) em intervalos de sete dias, na quantidade de 0,2 mL de suspensdo de cérebro de
camundongos infectados pelo VROC e virus do grupo B, preparada na propor¢édo de 1:10 em
solucdo salina fisiolégica (NaCl a 0,85%). Apods o intervalo de uma semana da ultima
inoculacdo, coletou-se o sangue dos animais imunizados por puncdo cardiaca. O sangue
obtido foi centrifugado a 3.000 rpm por dez minutos, a 4° C. O soro foi separado, identificado
e conservado a temperatura de -20°C para uso futuro nos testes de deteccdo de antigenos

virais.

4.4 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para confirmar e estimar o grau de replicacdo viral na cultura de células VERO
inoculada com a suspensédo viral feita com os cérebros dos animais inoculados IC com o

VROC realizou-se a pesquisa de antigenos virais do VROC e de virus do grupo B na cultura
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inoculada através da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo com protocolo
descrito por Tesh (1979), utilizando-se anticorpos policlonais preparados para o VROC

obtidos em camundongos (item 4.2).

A técnica de IFI foi feita em duplicata. Para tal, preparou-se duas laminas de oito
spots, uma para deteccdo de antigenos do VROC e outra para deteccdo de antigenos de virus
do grupo B, cada uma compreendendo: seis spots com 20 microlitros (pL) da suspensdo de
células VERO infectadas e, para o controle negativo, dois spots com 20 pL de suspensédo de
células VERO ndo-infectadas. Fez-se a secagem das laminas a temperatura ambiente (TA) e,
posteriormente, fixou-se com acetona gelada por 10 minutos. A formagdo do complexo
antigeno-anticorpo foi feita pela adi¢do de 10 pL de soro homdlogo para o VROC e para virus
do grupo B, diluidos 1:20 em PBS pH 7,4 em cada spot das duas laminas usadas.
Posteriormente, as laminas foram incubadas em estufa a 37 °C, em cadmara Umida durante 30
minutos. Lavou-se as laminas em PBS pH 7,4, passou-se rapidamente em agua destilada e

deixou-se secar a Temperatura Ambiente (TA).

Em seguida, foi adicionado 10 pL do conjugado anti-imunoglubulina de
camundongo marcada com fluoresceina, diluido 1:900 em PBS pH 7,4. Colocaram-se as
ldminas em estufa a 37 °C, em camara Umida durante 30 minutos. Lavou-se as laminas em
PBS pH 7,4, por imersdo durante 10 minutos, passou-se rapidamente em agua destilada e
deixou-se secar a TA. A montagem da lamina para leitura foi feita pela adicdo de uma gota de
glicerol tamponado e colocacdo da laminula. A leitura foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia, adotando-se um tempo igual de leitura de 30 segundos para cada spot.

4.5 TITULACAO DO ESTOQUE VIRAL

A titulacdo do estoque viral foi realizada a partir do preparo de diluicGes seriadas de
dez vezes (de 10™ a 10®) de uma aliquota da suspenso viral previamente estocada (item 4.1).
As diluicBes foram inoculadas em culturas de células VERO cultivadas em placas de seis
pogos (diametro de 35 mm e area de crescimento de 9,6 cm?2 por pogo) em meio 199 com 5%
de SBF. Para tal, o meio de cultivo das células foi removido e, comecando da menor para a
maior diluicdo, 100 pL de cada uma das diluicdes foram adicionados nos respectivos pogos
em duplicata. Pocos controle inoculados com meio de cultivo 199 com 2% de SBF estéril
foram incluidos no teste. As placas foram mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO,

em atmosfera umidificada durante uma hora para favorecer a adsorgéo viral. A seguir, 3 mL
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de meio 199 com 3% de Carboximetilcelulose (CMC) foram adicionados em cada poco e,
entdo, as placas foram mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera
umidificada durante sete dias. Apds esse periodo, realizou-se a fixacdo em paraformaldeido a
10% durante 6 horas, seguida de lavagem em agua corrente, colora¢do overnight com corante

cristal violeta e, novamente, lavagem em agua corrente.

O titulo viral foi determinado pela analise do plagueamento da cultura e expresso em
PFU/mI (unidades formadoras de placa por mililitro de meio de cultura), que indica o nimero
de particulas virais infectantes presentes em 1 mL do estoque viral. O calculo do titulo viral
foi feito aplicando-se a férmula: PFU/mL = n x FC x 10% onde “n” ¢ a média do namero de
placas de lise formadas nos dois pocos inoculados com a maior diluicdo geradora de placas
isoladas, “FC” ¢ o fator de correg¢do (numero pelo qual o valor do in6culo utilizado deve ser
multiplicado para que se obtenha 1mL, nesse caso foi 10), e “10% ¢ o inverso da diluigdo na

qual foi encontrado o valor de “n”.

4.6 CULTURA PRIMARIA DE CELULAS NEURAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos neonatos, machos ou fémeas, da linhagem
BALB/c com até dois dias de idade, provenientes do Biotério do IEC (n=50). Os animais
utilizados nos experimentos foram sacrificados por decapitacdo obedecendo as Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (2013), a decapitacéo foi realizada fora da cabine de fluxo laminar sobre uma
placa de petri contendo etanol 70%. As cabegas dos animais foram levadas para dentro da
cabine para que o encéfalo fosse removido — este procedimento foi realizado sobre uma placa
de petri contendo meio de disseccao estéril gelado. O encéfalo foi triturado com auxilio de
uma tesoura e incubado por um periodo de 5 a 10 minutos a 37 °C em solugdo de tripsina-
EDTA 0,05% livre de calcio e magnésio para que o tecido sofresse digestdo enzimatica. Em
seguida, o material foi transferido para tubo falcon de 15 mL contendo meio de cultura
DMEM com 10% de SBF para ser triturado mecanicamente com auxilio de uma pipeta
Pasteur. A suspensdo celular ficou em repouso por 2 minutos para que houvesse decantacéo
do excesso de material encefalico e o sobrenadante foi coletado. A densidade celular do
sobrenadante foi mensurada com o auxilio de camara de Neubauer utilizando-se 50 uL de

azul de Trypan, 40 pL de solugéo salina e 10 pL de suspenséo celular.

Para obtencdo de culturas mistas (neurdnio/glia), as células contidas no sobrenadante
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foram cultivadas a uma densidade de 5x10° células/poco em placas de cultura de 24 pogos
(diametro de 15,4 mm e area de crescimento de 1,91 cm? por poco) cobertas com poli-L-lisina
contendo 1,5 ml do meio de cultura Neurobasal (NBA) suplementado com 10% de SBF, 25
UM de glutamato, 100 Ul/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 1 mM de
GlutaMAX™ (Gibco) e 0,25 mM de L-glutamina por poco e mantidas em incubadora a 37 °C
com 5% de CO, em atmosfera umidificada. Apos 24 horas, esse meio foi trocado e depois a
troca foi feita a cada trés dias (Gao et al., 2002; Martins-Filho, 2011).

4.7 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS
NEURAIS POR IMUNOCITOQUIMICA

O teste de imunocitoquimica foi realizado de acordo com protocolo do fabricante de
Kit para Imunoensaios (DAKO). Para caracterizagdo fenotipica das culturas primarias mistas,
realizou-se a imunocitoquimica de acordo com protocolo descrito por Kim et al. (2000) com
modificagdes. Os neurbnios foram marcados com anticorpos contra a proteina NeuN (anti-
NeuN), uma proteina que se liga ao DNA e é restrita ao nacleo de neurénios maduros. Os
astrdcitos foram marcados com anticorpos contra a proteina acidica fibrilar glial (anti-GFAP),
um filamento intermediario caracteristico dessas células. A microglia foi marcada com

anticorpos contra a molécula ionizada adaptadora de ligacdo ao calcio 1 (anti-lba 1).

No sétimo dia da cultura primaria de neurénios e células gliais, o meio de cultivo foi
removido e as células foram lavadas em PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 15
minutos & TA. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS e fez-se o bloqueio
da peroxidase enddgena em H,0, 3% por 5 minutos. Entdo, realizou-se outra lavagem em
PBS e as células foram incubadas com soro de cabra 10% (BSA) a TA por 30 minutos para
que houvesse o bloqueio de proteinas inespecificas. Outra vez lavou-se com PBS e incubou-se
as células overnight a 4 °C em anticorpos primarios diluidos em PBS nas seguintes
proporcOes: anti-NeuN 1:500; anti-GFAP 1:1000; anti-lba 1 1:500. Pocos controle tratados

sem a etapa de incubacdo em anticorpo primario foram incluidos no teste.

Apos a incubagdo com os anticorpos primarios, as células foram lavadas duas vezes
em PBS por 5 minutos cada e, em seguida, incubadas por 30 minutos em anticorpo secundario
biotinilado. A partir disso, as células foram lavadas duas vezes em PBS por 5 minutos cada e
incubadas com Streptavidina conjugada a enzima peroxidase. Novamente, lavou-se as células

duas vezes com PBS por 5 minutos cada e o imunocomplexo foi revelado através da



31

incubacdo com substrato cromdgeno Diaminobenzidina (DAB) por 40 segundos a 1 minuto.
A revelacdo foi cessada com lavagem em agua destilada por 5 minutos e as células foram

analisadas em microscopio invertido.

4.8 INFECCAO DA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS NEURAIS

As culturas primarias mistas foram infectadas com VROC no sétimo dia de cultivo,
guando a monocamada de células apresentou-se suficiente densa e estabelecida. O volume do
indculo viral, proveniente do estoque viral (item 4.1), obedeceu a um indice de multiplicidade
de infeccdo (MOI) igual a 2. O meio de cultivo (NBA suplementado com 10% de SBF, 100
Ul/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina, 1 mM de GlutaMAX™ e 0,25 mM de L-
glutamina) foi completamente removido e o inéculo contendo aproximadamente 1 x 10°
virions infectantes foi adicionado aos po¢os. Pogos tratados como controle negativo foram
inoculados utilizando-se apenas meio de cultivo NBA estéril, e as células foram submetidas as
mesmas condi¢bes das células inoculadas com o virus. As culturas foram mantidas em
incubadora a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera umidificada durante uma hora para
favorecer a adsorcéo viral. Apos esse periodo, o indculo foi removido e as células foram
lavadas duas vezes com PBS antes de se adicionar o meio de cultivo NBA fresco. As culturas
foram mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera umidificada e
observadas diariamente quanto a mudancas citopatogénicas utilizando-se microscéopio

invertido. N&o houve troca de meio de cultivo ap6s a inoculagéo.

4.9 DETECCAO DE ANTIGENOS VIRAIS DO VROC POR IMUNOCITOQUIMICA

O teste de imunocitoquimica foi realizado de acordo com protocolo do fabricante de
Kit para Imunoensaios (DAKO). Para detec¢do de antigenos virias do VROC nas culturas
primérias inoculadas com VROC, utilizaram-se anticorpos policlonais preparados para o

VROC obtidos em camundongos (item 4.2)

Os anticorpos especificos anti-VROC foram purificados do soro homélogo dos
animais imunizados através de imunoprecipitacdo. Para tal, um cérebro estéril de camundongo
foi macerado em PBS (pH = 7,4) contendo 0,75% de albumina bovina, 100 Ul/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina na proporc¢éo de 1:10. A solucédo foi centrifugada a

10.000 rpm por 15 min e o sobrenadante removido e incubado overnight a 37 °C com o anti-
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soro diluido na proporcdo 1:200 em PBS pH 7,4. A mistura foi entdo centrifugada a uma
velocidade de 10.000 rpm por 15 minutos afim de precipitar o imunocomplexo com
anticorpos inespecificos. O sobrenadante, contendo os anticorpos anti-VROC purificados, foi

removido e conservado a 4 °C.

No quinto dia ap06s a infecgdo (p.i), 0 meio de cultivo foi removido e as células foram
lavadas em PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos a TA. Em seguida, as
células foram lavadas novamente com PBS e fez-se 0 bloqueio da peroxidase endogena em
H,0, 3% por 5 minutos. Entdo, realizou-se outra lavagem em PBS e as células foram
incubadas com soro de cabra 10% (BSA) a TA por 30 minutos para que houvesse o blogqueio
de proteinas inespecificas. Outra vez lavou-se com PBS e incubou-se as células overnight a 4
°C em anticorpo primario anti-VROC. Pocos controle tratados sem a etapa de incubacdo em

anticorpo primario foram incluidos no teste.

Apos a incubagdo com o anticorpo primario, as células foram lavadas duas vezes em
PBS por 5 minutos cada e, em seguida, incubadas por 30 minutos em anticorpo secundario
biotinilado. A partir disso, as células foram lavadas duas vezes em PBS por 5 minutos cada e
incubadas com Streptavidina conjugada a enzima peroxidase. Novamente, lavou-se as células
duas vezes com PBS por 5 minutos cada e o imunocomplexo foi revelado através da
incubacdo com substrato cromogeno Diaminobenzidina (DAB) por 40 segundos a 1 minuto.
A revelacdo foi cessada com lavagem em agua destilada por 5 minutos e as células foram

analisadas em microscopio invertido.

410 QUANTIFICACAO DA REPLICACAO VIRAL DO VROC NAS CULTURAS
PRIMARIAS DE CELULAS NEURAIS INFECTADAS

Realizou-se a quantificacdo da replicacdo viral das culturas primarias mistas
infectadas pelo VROC, durante 5 dias p.i.,, empregando-se o0 método da titulacdo viral em
intervalos de 24 horas, conforme descrito no item 4.4. Prepararam-se dilui¢fes seriadas de dez
vezes (de 10 a 10"®) do meio de cultivo das culturas primarias mistas infectadas pelo VROC.
As diluicdes foram inoculadas em culturas de células VERO cultivadas em placas de seis
pocos (diametro de 35 mm e area de crescimento de 9,6 cm?2 por poco) em meio 199 com 2%
de SBF. Para tal, o meio de cultivo das células foi removido e, comecando da menor para a
maior dilui¢cdo, 100 pL de cada uma das diluicbes foram adicionados nos respectivos pogos

em duplicata. Pogos controle inoculados apenas com meio de cultivo das culturas primérias
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mistas ndo infectadas pelo VROC foram incluidos no teste. As placas foram mantidas em
incubadora a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera umidificada durante uma hora para
favorecer a adsorc¢do viral. A seguir, 3 mL de meio 199 com 3% de CMC foram adicionados
em cada poco e, entdo, as placas foram mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO; em
atmosfera umidificada durante sete dias. ApOs esse periodo, realizou-se a fixacdo em
paraformaldeido a 10% durante 6 horas, seguida de lavagem em &gua corrente, coloracéo

overnight com corante cristal violeta e, novamente, lavagem em agua corrente.

O titulo viral foi determinado pela analise do plagueamento da cultura e expresso em
PFU/ml (unidades formadoras de placa por mililitro de meio de cultura), que indica o nimero
de particulas virais infectantes presentes em 1 mL do meio de cultivo. O célculo do titulo viral

foi feito conforme ja descrito no item 4.4.

411 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Realizou-se a extracdo de RNA total das culturas primarias mistas utilizando o kit de
purificacdo de RNA total MAXWELL 16 Cell LEV na plataforma MAXWELL, conforme
protocolo recomendado pelo fabricante, em intervalos de 24 horas p.i. durante 5 dias. Para tal,
o0 meio de cultivo foi removido e a monocamada de células neurais sofreu desintegracao
durante 2 minutos pela adicdo de 200 ul de tripsina em cada po¢o. Em seguida, as células
foram ressuspendidas em 500 pl de meio de cultivo DMEN contendo 10% de SBF e a
suspensao celular foi centrifugada a 5.000 rpm durante 3 minutos. RNA total foi purificado a
partir da lise do precipitado de células, eluido em 50ul de agua livre de DNAse/RNAse e
armazenado a -70 °C até o uso. O RNA total da cultura tratada como controle negativo foi

extraido no quinto dia ap6s a infeccdo da cultura primaria mista.

412 DETECCAO DE CITOCINAS POR RT-gPCR EM TEMPO REAL

A deteccdo de citocinas por RT-gPCR em tempo real foi feita pelo método de RT-
gPCR de um passo s6. 6 importantes citocinas reconhecidamente produzidas por células
neurais e associadas a imunopatologia das encefalites flavivirais, tanto com acdo neurotdéxica
guanto neuroprotetora, foram selecionadas para o presente estudo: INF-a, INF-f, INF-y, IL-
1B, TNF-a e TGF-p (tabela 1).

Os iniciadores foram fornecidos em microplacas contendo bibliotecas para genes de
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citocinas e genes controle em camundongos (MCA-1 e MCA-II, 2013). A sintese de cDNA foi
realizada acrescentando-se 2ug de RNA a 30uL de uma mistura contendo: iniciadores a 10
uM (Genone, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), dNTPs a 1ImM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
tampéo 1X (Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgCl2 2mM), 20U de inibidor de

ribonuclease e 50U da transcriptase reversa Superscript 1l (Gibco, Carlsbad, CA, USA). A
reacao foi incubada em placas de 96 pocos no equipamento ViiA 7 Applied Biosystem a uma

temperatura de 45 °C durante 15 minutos.

Tabela 1. Citocinas produzidas pelo SNC em infeccdes virais

Citocina Principal Fonte Celular Efeito Bioldgico

Estado antiviral; ativacdo

INF-a Neurdnios . -
de células gliais

Estado antiviral; ativacdo

INF-p Neuronios de células gliais
INF-y Neurdnios EStad(?eaCnétlil\Jlli ;ZII g I,ibgii;/agéo
IL-1B Astrécitos e Microglia Inflamacao
TNF-a Astrocitos e Microglia Inflamacéo; Apoptose
TGF-p Neurdnios e Células Gliais Regulacdo Negativa

As reacGes de PCR em tempo real foram iniciadas logo em seguida no mesmo
equipamento. Utilizou-se o reagente “SYBR-Green PCR Master MIX” (Applied Biosystems,
EUA). A reacéo foi realizada em 40 ciclos de 10 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C e 30
segundos a 72 °C, de acordo com o manual do fabricante. A determinacdo da intensidade de

+ - +
fluorescéncia na reacdo foi feita pelo célculo do ARn (ARn=Rn - Rn ; onde Rn =

intensidade de emissdao do SYBR-Green / intensidade de emissdo do ROX em um dado
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momento da reacdo, e Rn = intensidade de emissdo do SYBR-Green / intensidade de emissdo

do ROX, antes da amplificacdo).

O composto ROX foi utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescéncia
emitida tem intensidade constante durante toda a reacgao, enquanto que a fluorescéncia emitida
pelo SYBR-Green aumenta a medida que este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante 0s
ciclos iniciais da reacdo, ndo ha acimulo de produtos de amplificacdo e os valores de ARn
permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX > SYBR-Green). Na fase logaritmica da
reacdo ocorre acumulo dos produtos de amplificacdo e a ARn ultrapassa a linha de base. Para
a quantificacdo relativa, previamente foi estabelecido um valor de ARn, que é uma linha de
corte (Threshold) para cada curva de amplificacdo de um dado par de primers. O nimero do
ciclo em que a ARn cruza o Threshold corresponde ao Ct (cycle threshold) da amostra. O
valor de Ct é preditivo da quantidade de RNA mensageiro (MRNA) alvo presente na amostra.

O célculo da quantificagdo relativa foi feito pelo método de 1/2AACt, onde ACt = Ct gene

alvo — Ct gente referéncia, e AACt = ACt amostra — ACt controle.

A especificidade dos iniciadores foi avaliada pela curva de dissociagdo. Para isso,
apos a reacao, a placa foi submetida a um segundo programa: 95 °C por 1 minuto, 60 °C por 1
minuto e 95 °C por 1 minuto. A curva de dissociagdo consiste na monitorizardo da
fluorescéncia das amostras em relacdo ao aumento de temperatura. A fluorescéncia das
amostras decresce com 0 aumento da temperatura, pois a medida que as pontes de hidrogénio
gue mantém as duplas fitas unidas se rompem (devido ao aumento de temperatura), o SYBR-
Green ¢é liberado. A fluorescéncia é emitida somente quando o DNA esta em dupla fita.
Assim, quando se observa somente um pico de fluorescéncia em uma dada temperatura
significa que houve amplificacdo de um produto especifico. Esta temperatura é a temperatura

de anelamento ou melting point (Tm) do produto de amplificacdo (amplicon).

) -AACt . o A .
O metodo 2 para o calculo da expressdo génica assume que a eficiéncia de
amplificacdo do gene alvo e do gene de referéncia é igual a 2, ou seja, 100%. Para o calculo

(-1/slope)

da eficiéncia foi utilizada a equacédo E = 10 , onde E corresponde a eficiéncia e slope

corresponde ao coeficiente de angulacdo da curva.

O valor de expressdo génica dos gene alvos nas culturas tratadas como controle foi
normatizado com o valor de expressdao do gene endogeno (B-actina) e definido como igual a 1.

A expressdo relativa dos genes alvos nas culturas infectadas com o VROC foi estabelecida
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comparando-se o seu valor de expressdo com o valor normatizado de expressdo dos genes

alvos nas culturas tratadas como controle.

413  ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad- Prism
5.0 (GraphPad Software, EUA). Dados ndo parameétricos foram apresentados como média e
desvio padrdo. As diferencas observadas entre os grupos foram analisadas pelo teste de
Kruskall Wallis (ANOVA de um critério), seguido pelo pos-teste de Dunns. As diferencas
estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05 utilizando um intervalo de
confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DO ESTOQUE VIRAL

Os animais inoculados via intracerebral pela amostra liofilizada do VROC
adoeceram a partir do 3° dias ap6s a inoculacdo. Os sinais de doenga apresentados foram

paralisia, tremores e prostracao.

A cultura de células VERO inoculada com a suspensdo viral preparada a partir dos
cérebros dos animais doentes comegou a apresentar efeito citopatogénico a partir do 2° dia p.i.
e 70% das células apresentaram efeito citopatogénico no 4° p.i., que se manifestou pela
destruicdo da monocamada celular, formando espacos caracteristicos de morte celular. As
outras duas culturas maiores de células VERO inoculadas com amostras extraidas a partir da
primeira cultura comegaram a apresentar efeito citopatogénico a partir do 4° dia p.i. e 70% das

células apresentaram efeito citopatogénico no 5° p.i..

A imunoflourescéncia indireta realizada a partir de amostras da primeira cultura
coletadas no 4° dia p.i. apresentou forte reatividade (+++) na detec¢do de antigenos virais do

VROC e virus do grupo B, em relacdo ao controle negativo (figura 4).

A Titulacdo do Estoque Viral apresentou plaqueamento da cultura até a diluicio 10”
do estoque (figura 5). O estoque viral apresentou titulo igual 4,7 x 10° PFU/mL. N&o houve

formacédo de placas de lise nos pocos tratados como controle.
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C

Figura 4. (A) Imunofluorescéncia Indireta de células VERO infectadas pelo VROC com 4
dias p.i. marcadas com anticorpo policlonal anti-VROC; (B) Imunofluorescéncia Indireta de
celulas VERO infectadas pelo VROC com 4 dias p.i. marcadas com anticorpo policlonal anti-
grupo B; (C) Imunofluorescéncia Indireta de células VERO néo infectadas. (200x).

Figura 5. Titulacdo do Estoque Viral em placas de 6 pogos feita em duplicata com oito
diluicBes e controle negativo (C). Placas contéaveis e isoladas observadas até a diluicdo 10
(seta).
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5.2 CARACTERIZAGCAO DA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS NEURAIS

A monocamada de células neurais apresentou-se suficientemente densa e
estabelecida a partir do 7° dia de cultivo. A identificacdo do fendtipo celular presente nas
culturas priméarias de células neurais realizada pelo experimento de imunocitoquimica com
anticorpos para deteccdo de neurénios (anti-NeuN), astrocitos (anti-GFAP) e microglia (anti-
Iba 1) revelou uma composicéo celular heterogénea, sendo detectados os trés tipos celulares
(Figura 6).

Figura 6. (A) Imunocitoquimica da cultura priméaria de células neurais marcadas com
anticorpo anti-NeuN; (B) Imunocitoquimica da cultura primaria de células neurais marcadas
com anticorpo anti-GFAP; (C) Imunocitoquimica da cultura primaria de células neurais
marcadas com anticorpo anti-lba 1; (D) Imunocitoquimica da cultura priméaria de células
neurais incubadas sem anticorpo primario, tratada como controle. (200x).
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5.3 CINETICA DE MORTE DA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS NEURAIS
INFECTADAS COM O VROC

As culturas primarias de células neurais foram inoculadas pelo VROC por volta do
sétimo dia de cultivo, quando a monocamada de células neurais apresentou-se suficientemente
densa e estabelecida. Ap6s a inoculagdo, as culturas tratadas como controle negativo
permaneceram saudaveis por até seis dias, ndo sendo observadas alteracdes morfologicas
durante esse periodo (Figura 7a). A partir do 7° dia p.i., estas culturas comecaram a morrer,
tendo células se desprendendo do fundo dos pocos e a monocamada celular sendo

progressivamente reduzida até a morte completa da cultura no 10° dia p.i..

Comparadas as células do controle negativo, as células inoculadas pelo VROC
comecaram a apresentar efeito citopatogénico a partir do 2° p.i., sendo observadas poucas
células com alteragcBes morfologicas, tais como granulages e agregacdo celular, e pouca
desintegracdo da monocamada de células (Figura 7b), que se mantiveram constantes até o 5°
dia p.i.. A partir do 6° dia p.i., a morte celular se acentuou e a monocamada de células foi se

reduzindo progressivamente até a morte completa da cultura no 7° dia p.i. (Figura 7c).

A deteccdo de antigenos virais do VROC por imunocitoquimica na cultura priméria
de células neurais, feita no 5° dia p.i., revelou forte reatividade (+++) (Figura 8a) em relacdo
as células tratadas como controle negativo, que foram inoculadas apenas com meio de cultivo
NBA estéril (Figura 8b).
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Figura 7. Cultura primaria de células neurais inoculadas com o VROC. (A) Controle,
monocamada de células no 5° dia pos-inoculacdo com meio de cultivo NBA estéril; (B)
Monocamada de células no 2° dia pés-inoculagdo com o VROC; (C) Monocamada de
celulas no 7° dia pés-inocula¢do com o VROC. (200x).
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Figura 8. (A) Imunocitoquimica da cultura primaria de células neurais infectadas com o
VROC e incubadas com anticorpo policlonal anti-VROC; (B) Imunocitoquimica de cultura
primaria de células neurais inoculadas com meio de cultivo NBA estéril incubadas com
anticorpo policlonal anti-VROC. (200x).
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5.4 QUANTIFICACAO DA REPLICACAO VIRAL DO VROC NAS CULTURAS
PRIMARIAS DE CELULAS NEURAIS INFECTADAS EM FUNCAO DO
PERIODO INFECCIOSO

A quantificacdo da replicacdo viral em fungdo do periodo infeccioso, feita pelo
método da titulacdo viral utilizando amostras do meio de cultivo das culturas primérias apds
infeccdo com 0 VROC, revelou titulos virais no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° dia p.i., respectivamente, de
1 x 107 pfu/mL, 1 x 10° pfu/mL, 1 x 10" PFU/mL, 1x 10° PFU/mL e 7 x 10° PFU/mL (Figura
9). Nenhuma particula viral infectante foi detectada no material tratado como controle
negativo. Tomando-se como base o titulo viral do inéculo (4,7 x 10° PFU/ mL), pode inferir
que houve aumento de aproximadamente 2 vezes na quantidade de virions infectantes no 1°
dia p.i. e de 10 vezes no 2° dia p.i. em relacdo ao dia anterior. Ja no 3° e 4° dia p.i, houve
reducdo de 10 vezes na quantidade de virions infectantes em relagcdo ao dia anterior. No 5° dia

p.i. houve reducéo de 70% na quantidade de virions infectantes.
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Figura 9. Titulo viral do VROC em meio de cultivo de células neurais primarias infectadas
com 1 x 10° virions infectantes, de acordo com o periodo infeccioso.
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5.5 PADRAO DE EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS

A deteccdo de citocinas por RT-qPCR revelou o padrdo de expressdo génica das
citocinas INF-a, INF-B, INF-y, TNF-a, IL-1B e TGF-B pelas células neurais primarias
infectadas com o VROC durante cinco dias de infeccdo em comparagdo as células neurais
primérias ndo infectadas, tratadas como controle. A expresséo de INF-a, INF-B, INF-y e IL-1
foi significativamente reduzida (p<0,05) durante os cinco dias p.i. em relacdo ao controle
(figuras 10, 11, 12 e 13). Nao houve diferenca significativa na expressdo de INF-a, INF-,
INF-y e IL-1p entre os cinco dias p.i., mantendo-se um padrdo constante de expressdo durante
todo o periodo analisado. A taxa média de reducdo na expressao génica de INF-a, INF-B,
INF-y e IL-1p foi de, respectivamente, 4,24, 6,77, 6,34 e 3,53 vezes, em relacdo ao controle.
A expressdo de TNF-a, embora sutilmente aumentada durante os cinco dias p.i.,, nao
apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle (p > 0,05) (figura 14). A expresséao
de TGF-B apresentou aumento significativo (p<0,05) no 1° 3° e 5° p.i e alteragcbes ndo
significativas no 2° e 4° dia p.i., em relacdo ao controle (figura 15). A taxa de aumento na
expressdo de TGF-pB no 1° dia p.i. foi de quase 2 vezes, no 3° dia p.i. foi de 3,33 vezes e no 5°

dia p.i foi de 1,69 vezes.
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Figura 10. Padrdo de expressdo génica do INF-a nos cinco dias de infeccdo da cultura
primaria de células neurais com o VROC.
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Figura 11. Padrdo de expressdao génica do INF-B nos cinco dias de infeccdo da cultura

primaria de células neurais com o VROC.
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Figura 12. Padrdo de expressdo génica do INF-y nos cinco dias de infeccdo da cultura
priméria de células neurais com 0 VROC.
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Figura 13. Padrdo de expressdo génica da IL-1B nos cinco dias de infec¢do da cultura
primaria de células neurais com o VROC.
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Figura 14. Padrdo de expressao génica do TNF-a nos cinco dias de infec¢do da cultura

primaria de células neurais com o VROC.
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Figura 15. Padrdo de expressdo génica do TGF-B nos cinco dias de infeccdo da cultura
primaria de células neurais com o VROC.
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6 DISCUSSAO

Os flavivirus encefalitogénicos VESL, VNO e VROC representam uma forte ameaca
de ocorréncia de surtos de encefalite no Brasil, sendo considerados potenciais causadores de
crises na satde publica. O VROC foi responsavel por um abrupto surto de severa encefalite na
regido do Vale do Ribeira, SP, que surgiu e desapareceu inexplicavelmente. Portanto, o
VROC levanta interesse no desenvolvimento de estudos que procurem melhor compreender a
fisiopatologia da infeccéo por este agente, principalmente a sua evolucdo neurologica. Porém,
até o momento, pouco conhecimento cientifico e epidemioldgico relacionado ao VROC tem
sido levantado. A respeito da pesquisa comportamental de células do SNC infectadas pelo
VROC, os estudos experimentais de infeccdo com o VROC, desenvolvidos ate 0 momento,
utilizaram predominantemente modelos in vivo, mas ainda nenhum estudo utilizando
protocolos de infecgdo de cultura priméria de células do SNC com VROC foi desenvolvido.
No presente estudo, um sistema de replicacdo do VROC infectando cultura priméria de
células neurais de camundongos neonatos e o0 padrdo de expressdo génica de citocinas

importantes na imunopatologia das encefalites flavivirais por estas células foi examinado.

O cultivo primério de células neurais € conveniente para estudos de infeccdo SNC
por flavivirus, pois permite estudar o comportamento das respostas imunes presentes no SNC
a nivel celular e sem a interferéncia de componentes imunologicos da circulacdo sanguinea.
Diversos protocolos para obtencdo de culturas primarias de células do SNC ja foram
publicados, sendo capazes de provocar, segundo seus autores, padrdes diferentes em termos
de composicdo de neurénios e células da glia (Gao et al., 2002; Zhang et al., 2005; Martins-
Filho, 2011; Ju et al., 2015). No presente estudo, o protocolo usado para obtencdo de cultura
primaria de células neurais objetivou criar um sistema suficientemente representativo do
SNC, isto é, contendo neurdnios e células da glia. Obtiveram-se monocamadas celulares
suficientemente densas e estabelecidas no sétimo dia de cultivo. A identificacdo do fendtipo
celular por imunocitoquimica revelou uma composicdo celular heterogénea, apresentando os
trés tipos celulares presentes no SNC, neurdnios, astrocitos e microglia (figura 6). Estes
resultados corroboram com os padrdes obtidos por Gao et al. (2002), Zhang et al. (2005),
Martins-Filho (2011) e Ju et al. (2015), validando o paradigma deste estudo como modelo

experimental in vitro para estudo de infec¢des do SNC.

No intuito de criar condi¢fes favoraveis tanto para a replicagdo viral quanto para o
crescimento celular da cultura priméria de células neurais, as células foram inoculadas com o

VROC no sétimo dia de cultivo, quando a monocamada de células neurais apresentou-se
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suficientemente densa e estabelecida. Levando-se em conta o neurotropismo do VROC, era
esperada uma ampla permissividade das culturas primarias usadas neste estudo a infeccdo
pelo VROC e, portanto, uma rapida destruicdo celular, prevista para morte completa das
culturas em até no maximo quatro dias p.i., conforme demonstrado por Diniz et al., (2006) em
infec¢Bes neuronais com o VNO. Interessantemente, as culturas inoculadas com o VROC
apresentaram efeito citopatogénico e morte celular sutis, visualizados somente a partir do 2°
dia p.i. (figura 7b), que se mantiveram constantes até o 5° dia p.i.. SO a partir do 6° dia p.i. a
morte celular foi se acentuando e a monocamada de células foi se reduzindo progressivamente
até a morte completa da cultura no 7° dia p.i. (figura 7c). Este perfil de morte celular de
cultura primérias de células neurais corrobora com os achados de morte celular de cultura
priméaria de células gliais infectada com o VEJ obtidos por Chen et al. (2004) e com 0s
achados de morte celular de cultura de neuroblastoma humano infectada com o VNO obtidos
por Kumar et al. (2010), indicando que os flavivirus encefalitogénicos geram perfis de morte
celular similares em cultura de células neurais. As culturas tratadas como controle negativo
permaneceram saudaveis por até seis dias, comecando a apresentar sinais de morte celular e
desintegracdo gradual da monocamada de células partir do 7° dia p.i. com morte completa da
cultura no 10° dia p.i. Provavelmente, a morte das culturas tratadas como controle negativo
tenha sido resultado do esgotamento de nutrientes do meio de cultivo ao qual foram mantidas,
considerando-se que este meio ndo foi trocado apds inoculacdo para garantir as mesmas

condigdes as quais as culturas inoculadas pelo VROC foram submetidas.

A cinética de destruicdo de culturas celulares primérias, mediada por infeccéo viral,
estd diretamente associada a carga viral e a composi¢cdo do indculo usado em estudos
experimentais bem como a natureza das interacdes virus-célula hospedeira. Tratando-se do
SNC, a capacidade de um virus neurotropico de infectar um determinado grupo celular
depende de uma variedade de fatores inerentes tanto ao virus quanto a célula hospedeira
(Whitley & Gnann, 2002). Presume-se que a cinética de morte celular observada nas culturas
primarias de células neurais inoculadas com o VROC no presente estudo seja resultado de

varios fatores, que serdo discutidos a seguir.

Primeiramente, o baixo MOI usado no estudo (1 x 10° virions por pogo que
continham cerca de 5 x10° células, fornecendo um MOI de 2 PFU/célula). Estudos
experimentais demonstraram que indculos com cargas virais elevadas tendem a favorecer a
répida destruicdo de culturas celulares enquanto cargas mais baixas tendem a prolongar o
tempo de vida das culturas (Parquet et al., 2002; Diniz et al., 2006; Barros et al., 2009; George
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et al.,, 2011). Também, de acordo com Gomes-Leal et al. (2006), o mecanismo de morte
neuronal parece depender de fatores moleculares inerentes a regido anatbmica de origem das
células e também do tipo de arbovirus infectante durante um quadro encefélico. As culturas
primarias mistas utilizadas neste estudo foram derivadas de todo tecido encefalico de
camundongos neonatos, portanto ndo foi possivel associar o perfil de morte celular por

infeccdo com VROC a regido cerebral de origem das células.

Aspectos inerentes a particular fisiologia das células do SNC também devem ser
levados em conta na cinética de morte da cultura primaria. Tem sido proposto que infec¢des
virais podem induzir morte de células infectadas tanto por necrose quanto por apoptose,
ambas como consequéncia de resposta inflamatoria (Julkunen et al., 2000; Rempel et al.,
2004). Apoptose de células infectadas por flavivirus pode ocorrer tanto diretamente, como
resultado da disseminacédo viral, quanto indiretamente, por intermédio de sensores celulares
que iniciam a morte celular. Nestas circunstancias, a morte apoptotica se comporta como um
mecanismo da resposta imune inata (Everett & McFadden, 1999). No entanto, em infec¢bes
do SNC, as células neurais tem suas respostas imunes reguladas no intuito de preservar a
integridade do tecido nervoso enquanto tentam eliminar o virus, uma vez que danos neuronais
severos podem causar prejuizos funcionais no hospedeiro (Griffin, 2003). Assim, 0s
neurdnios e muitas células gliais apresentam alta resisténcia a inducdo de apoptose, seja
mediada pela replicacdo viral ou por ceélulas citotoxicas, provavelmente por causa da
expressao de inibidores apoptéticos, como bcl-2, bcl-x e mcl-1, os quais podem ser ativados
como mecanismo de protecdo do tecido nervoso (Marten et al., 2000). Também, os neurénios
apresentam regulacdo da expressdo de interferons, que sdo responsaveis pela ativacdo das
respostas antivirais nas células adjacentes (Massa et al., 1999). Ainda, tem sido proposto que
0s astrocitos, aparentemente, contribuem para a sobrevida da cultura primaria mista de células
do SNC, pois sdo mais resistentes a infeccdo viral e, possivelmente, acarretam um quadro de
infeccdo persistente. Diniz et al. (2006) observaram que em culturas primarias puras de
neurénios infectadas pelo VNO, a morte celular foi muito mais acelerada em comparacao as
culturas primarias mistas (neurénios e astrocitos) infectadas pelo VNO. Também, Hussmann
et al. (2013) observaram uma consistente reducdo na replicacdo do VNO em cultura primaria
de astrocitos em comparacdo a replicacdo em cultura primaria de neurdnios e células

endoteliais do SNC, sugerindo que os astrocitos regulam a dissemina¢do do VNO no SNC.

Em infecgbes por flavivirus, os neurdnios sdo o alvo celular primério, enquanto as

células da glia séo infectadas em menor grau (Chen et al., 2004; Diniz et al., 2006; Daffis et
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al., 2008). E valido ressaltar que os astrocitos e a microglia participam ativamente das
respostas imunes do SNC. Sob condicdes de estimulo nocivo ou outras agressdes ao SNC, 0s
neurdnios sinalizam as células gliais, provavelmente com a sintese de INF-y e IL-6. Astrocitos
e microglia ativados produzem um perfil de citocinas pré-inflamatorias, que contribuem para
a neurodegeneragdo (Kreutzberg, 1996; Neumann, 2001; Olson & Miller, 2004; Carpentier et
al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; So et al., 2006). Assim, maiores estudos que busquem
investigar individualmente o papel de cada tipo celular do SNC durante infec¢des in vitro por
flavivirus se fazem necessérios. Deve-se considerar, ainda, a morte celular das culturas
primarias inoculadas com o VROC como resultado do esgotamento de nutrientes do meio de
cultivo, ja que ndo houve troca de meio apds inoculacgdo viral para nédo interferir na carga viral
presente nas culturas. Em comparacgdo ao controle negativo, supde-se que 0 esgotamento de
nutrientes tenha ocorrido a partir do 6° dia p.i., 0 que pode ter contribuido para a rapida

destruicdo celular observada no mesmo periodo da infecgéo.

A replicacdo do VROC na cultura priméria de células neurais foi confirmada por
imunocitoquimica para detec¢do de antigenos virais e pela titulagdo viral do meio de cultivo
das culturas inoculadas com o0 VROC. Considerando-se o perfil de morte celular observado na
cultura primaria inoculada com o VROC, realizou-se o teste no 5° dia p.i., quando se sup0s
que a cultura estivesse completamente comprometida pela infeccdo viral. O padrao
imunocitoquimico observado na figura 8 revela forte reatividade na deteccdo de antigenos do
VROC em comparagdo ao controle negativo, demonstrando a permissividade das células
neurais a infeccdo pelo VROC. No intuito de determinar quantitativamente a replicacdo viral
do VROC na cultura primaria infectada em funcdo do periodo infeccioso, realizou-se a
guantificacdo da carga viral pelo método da titulacdo viral em intervalos de 24 horas, durante
0s cinco primeiros dias do periodo infeccioso. Atribui-se este periodo de tempo levando-se
em conta o perfil de morte celular observado na cultura primaria inoculada com VROC.
Procurou-se descartar a interferéncia do esgotamento de nutrientes, que possivelmente

ocorreu a partir do 6° dia p.i., na morte celular e, portanto, na replicagdo viral.

Os resultados mostraram que o VROC se replica intensamente na cultura primaria de
células neurais nos dois primeiros dias de infec¢do, tendo no 1° dia p.i aumento de cerca de 2
vezes no titulo viral em relacdo ao indculo, e no 2° dia p.i. um aumento de cerca de 10 vezes
no titulo viral em relacdo ao 1° dia p.i.. No 3° e 4° dia p.i, houve reducéo de cerca de 10 vezes
no titulo viral da cultura em relacdo ao dia anterior e no 5° dia p.i. houve reducdo em cerca de

70% na no titulo viral em relacdo ao dia anterior (figura 9). Esta cinética de replicacdo do
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VROC foi similar aos resultados de cinética de replicacdo do VNO em cultura de células
neurais obtidos por Marle et al. (2007) e Kumar et al. (2010). O padrdo de replicacdo do
VROC se relacionou com o padrdo de morte das células neurais apés a inoculagcdo, em que se
observou um decaimento da populacdo de células a partir do 2° dia p.i., momento de maior

titulo viral, o qual reduziu & medida que a populacéo de células da cultura foi diminuindo.

Este padrdo esta de acordo com o proposto por Freshney (1994), que afirma que a
cinética de replicacdo viral em cultura de células esta diretamente relacionada a cinética de
crescimento celular; durante a fase em que a quantidade de células mortas supera a de células
vivas, ocorre comprometimento da disseminacdo viral, jA que 0s virus sdo parasitas
intracelulares obrigatdrios. Deve-se considerar ainda a reducdo da replicagdo viral como
consequéncia da resposta imune antiviral das células neurais submetidas & infeccéo,
principalmente com a sintese de enzimas antivirais, como a 2’-5’ oligoadenilato sintetase
(Massa et al., 1999).

Considerando-se a permissividade das células neurais aos flavivirus e a participacdo
delas na imunopatologia das encefalites causadas por flavivirus, e a modulacdo das respostas
imunes sendo diretamente associadas a producdo de citocinas, o presente estudo revelou,
através da técnica de RT-qPCR do RNAmM celular, o padréo de expressdo génica das citocinas
INF-a, INF-B1, INF-y, TNF-a, IL-1p e TGF-B (que reconhecidamente sdo produzidas por
células neurais e desempenham atividade tanto neurotdxica quanto neuroprotetora) pelas
células neurais primarias infectadas com o VROC durante os cinco primeiros dias de infeccao
com VROC em comparagdo as células neurais primarias ndo infectadas, tratadas como
controle. O periodo de cinco dias foi atribuido em virtude do perfil cinético de morte das
culturas primarias infectadas. A populacdo de células apresentou-se altamente reduzida a
partir do 6° dia p.., o que forneceria uma quantidade de RNAmM celular total
significativamente inferior em relacdo aos dias anteriores e poderia comprometer a analise da

expressao génica.

Os resultados demonstraram que INF-a, INF-B, INF-y e IL-1B apresentaram
significativa reducdo na sua expressdo génica durante os cinco dias p.i., com uma taxa média
de reducdo de, respectivamente, 4,24, 6,77, 6,34 e 3,53 vezes (figuras 10, 11, 12 e 13). Néo
foram observadas diferencas significativas na expressdo destas citocinas entre os dias
analisados, configurando um perfil constante de expressdo génica durante todo o periodo
infeccioso. TNF-a apresentou sutil aumento na sua expressao durante os cinco dias p.i., mas

ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle (figura 14). TGF- apresentou
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aumento significativo na sua expresséo no 1°, 3° e 5° p.i e alteragdes n&o significativas no 2° e
4° dia p.i. (figura 15). A taxa de aumento na expressdo de TGF-p no 1° dia p.i. foi de quase 2

vezes, no 3° dia p.i. foi de 3,33 vezes e no 5° dia p.i foi de 1,69 vezes.

A investigacdo das respostas imunes do SNC frente as infec¢Bes por flavivirus tem
sido amplamente desenvolvida, mas ainda muitos aspectos precisam ser desvendados,
incluindo a expressdo génica de citocinas em modelos experimentais in vitro, que tem sido
pouco estudada. Os padrdes de expressao génica observados no presente estudo divergem dos
resultados de varios estudos desenvolvidos com infeccdo in vitro de células com flavivirus
encefalitogénicos. Barros et al. (2009) observaram aumento significativo na sintese de INF-a
por macrofagos 24 h p.i. com o VESL e 48h p.i. com 0 VROC, e ndo observaram alteracéo na
expressao de IL-1B, TNF-a and TGF-B por macrofagos infectados por VROC, VESL, VFA e
VBUSQ. Kumar et al. (2010) observaram aumento significativo na sintese de IL-1p, IL-6, IL-
8 e TNF- o por cultura de neuroblastoma humano 48h p.i. com o VNO. Qian et al. (2011)
observaram aumento significativo na sintese de INF | por células dendriticas de sangue

humano 48h p.i. com o0 VNO.

Hussmann et al. (2013) observaram aumento significativo na sintese de INF | em
cultura priméria de astrocitos humanos 48h p.i. com o VNO. Manocha et al. (2014),
observaram aumento significativo na expressdo génica de INF-B por células da microglia
humana 24h p.i. com o VEJ. Xie et al. (2015), ndo observaram alteracbes no padrdo de
expressdo de INF I, IL-1p, IL-6, IL-12 e TNF-o por mondcitos e macrofagos humanos
infectados por uma cepa selvagem do VNO, embora a infeccdo com uma cepa atenuada do
VNO tenha aumentado a sintese de INF-p, IL-1p, IL-6, IL-12 e TNF-a apos 24h de infecgdo.
Apenas 0 padrdo de expressdo de TNF-a obtido no presente estudo corrobora com 0s
resultados de Barros et al. (2009) e Xie et al. (2015). Estes resultados indicam que o padrao de
expressao génica de citocinas em células infectadas por flavivirus encefalitogénicos é bastante
variavel e pode modificar conforme o tipo de infeccdo viral, o tipo de célula alvo, a carga

viral do inoculo utilizado, a duracdo do processo infeccioso e a sinalizagéo intercelular.

Outros estudos sobre infeccdo do SNC por flavivirus do complexo da Encefalite
Japonesa, utilizando predominantemente modelos experimentais in vivo, incluindo analises de
humanos, evidenciaram consideravel aumento na sintese de citocinas, associadas a eliminacédo
do virus e a neurodegeneracdo, em tecido nervoso. Winter et al. (2004) observaram aumento
significativo nos niveis de INF-a, IL-6 e IL-8 no liquido cefalorraquidiano de humanos

acometidos de doenca encefalica causada pelo VEJ, sendo 0 aumento mais expressivo em
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individuos ndo sobreviventes. Ndo constataram diferenca significativa nos niveis de INF-y e
oxido nitrico. Barros et al. (2011) observaram aumento significativo na expressdo de citocinas
do tipo Thl e Th2 em amostras de tecido nervoso de camundongos infectados com o VROC.
IL-1B, INF-a, TNF-a e IL-4 apresentaram aumento a partir do 4° dia p.i., INF-y apresentou
aumento a partir do 2° dia p.i., e IL-10 e TGF-B apresentaram aumento a partir do 6° dia.
Myint et al. (2014) observaram aumento significativo na expresséo de INF-a ¢ TNF-a em
tecido cerebral de macacos infectados com o VEJ coletado de 10 a 13 dias p.i.. Kumar et al.
(2014) observaram aumento significativo na expressao de IL-13, TNF-a e INF-y em tecido
nervoso de camundongos a partir do 8° dia p.i. com 0 VNO. No entanto, deve-se considerar
que, em infeccdes do SNC, fundamentalmente, todas as células imunocompetentes infiltram
no parénquima nervoso e produzem citocinas (Dorries, 2001; Diamond et al., 2003a, 2003b;
Chang et al., 2000). Assim, estes estudos ndo puderam determinar a participagdo individual
das células neurais na expressao das citocinas analisadas. Portanto, estudos futuros que
busquem analisar o padrdo de expressdo génica de citocinas intrinseco as células do SNC

guando infectadas pelo VROC e outros flavivirus se fazem necessarios.

Os INF 1 sdo os primeiros mediadores da resposta imune antiviral em células
infectadas e células adjacentes. As células infectadas por flavivirus expressam INF | mediante
diversas vias bioquimicas, que iniciam com o reconhecimento do RNA viral pelos receptores
celulares (TLR3, TLR7 e RIG-1) e dirigem-se para a ativacdo de fatores de transcricdo
reguladores de interferon (IRFs), os quais incitam a transcrigdo dos genes dos INFs | (Hinds
et al, 2008; Rouse & Seherwat, 2010; Abbas et al., 2011). TLRs sdo amplamente expressos
em células do SNC e efetivamente respondem aos flavivirus encefalitogénicos induzindo a
expressao de INF | (Kreutzberg, 1996; Olson & Miller, 2004; Carpentier et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005; So et al., 2006; Peltier et al., 2010; Carty et al., 2011; Xie et al.,
2013). O INF-y ¢é produzido principalmente por células T, B e NK, tendo agdo sinergética aos
INF I nas respostas imunes antivirais, mas sua atividade é essencialmente imunomoduladora
(De-Maeyer & De-Maeyer-Guinard, 1992; De-Simone et al., 2015). Sabe-se que quando
infectados, os neurdnios sinalizam as células gliais adjacentes, provavelmente com a sintese
de INF-B, INF-y, IL-6, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez
produzem um perfil de citocinas pro-inflamatérias que variam conforme o tipo de infec¢édo
viral, mas frequentemente incluem IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a (Chang et al, 2000; Galeli et al.,
2000; Neumann, 2001). Estas citocinas atuam induzindo a expressdo de moléculas do MHC

na superficie de células da microglia e aumentando a expressdo de moléculas de adesao pelas
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células endoteliais da barreira hematoencefalica, favorecendo o recrutamento de células
inflamatdrias (Middleton et al., 2002).

A expressdo reduzida de INF-a, INF- B, INF-y e IL-1p e aparentemente reduzida de
TNF-a por células neurais primarias infectadas com o VROC observadas no presente estudo
sdo achados novos que sugerem que a infeccéo pelo VROC (e possivelmente pelos flavivirus
do complexo da Encefalite Japonesa) pode particularmente influenciar a maquinaria celular de
transcricdo génica e interferir na secrecdo de moléculas imunomoduladoras. Nesse sentido,
alguns aspectos inerentes a supressdo génica de citocinas em infeccbes do SNC, ja descritos
na literatura cientifica, podem ser considerados. O SNC apresenta acentuada regulagdo das
respostas imunes no intuito de evitar a neurodegeneracgdo (Griffin, 2003). A expressdo de IL-
1B e TNF- a ¢é previamente sinalizada pelos Interferons, INF-a, INF-B e INF-y. E possivel que
uma baixa producdo desses mediadores iniciais ocasionada pela infecgdo com o VROC tenha
comprometido a expressdo génica de IL-1 e TNF- a. Destaca-se que neuronios infectados
iniciam sua resposta imune com a producéo preferencial de INF-B, que é menos neurotoxico
em relagdo ao IFN-a (Akwa et al., 1998) e também produzem gangliosideos que suprimem a
atividade de NF-kf e outros fatores de transcrigdo associados a expressdo de citocinas (lrani
et al., 1996). Ainda, infec¢Bes da microglia aumentam a expressdo de TRIM21 (uma proteina
reguladora das vias de sinalizacdo imunoldgica) e esse aumento gera reducdo na producéo dos
INF I (Manocha et al., 2014).

MicroRNAs (miRNA) produzidos no SNC, tais como miR-155 e miR-146a,
notavelmente afetam as respostas imunes no SNC frente a infeccdo com flavivirus ao
restringir a acdo de IRFs e NF-xP e, com isso, reduzir a expressdo de citocinas (Pareek et al.,
2014; Zhang et al., 2015). Células microgliais em repouso podem ser ativadas, mediante
infeccdo viral, em dois fenétipos: M1 e M2. O fen6tipo M1 é pré-inflamatoério e o0 M2 é anti-
inflamatorio, estando o M2 relacionado a reducdo na producdo de citocinas (Salemi et al.,
2011). Infeccbes do SNC ocasionam aumento na sintese de proteinas supressoras de
sinalizacdo de citocinas (SOCS), que sdo proteinas intracelulares inibidoras da sinalizacéo
citocina-mediada, incluindo vias dos Interferons e NF-«3 (Steffensen et al., 2014). A diabetes
mellitus tipo 2, uma doenca metabdlica que pode causar desordens cerebrovasculares (Seto et
al., 2015), foi associada a reducéo na expressdo de INF-a em ratos acometidos da doenca e
infectados com o VNO (Kumar et al.,, 2012). Portanto, estudos futuros investigando as
caracteristicas intrinsecas das células neurais quando infectadas pelo VROC e sua

participagdo na regulagdo negativa da expressao de citocinas se fazem necessarios.
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O TGF-p esta envolvido na regulagdo de numerosos processos celulares. No SNC é
constantemente produzido por astrécitos e células da meninge, regulando a profileracéo,
diferenciacéo, ativacao e apoptose de outras células, com o objetivo de gerar um balanco nas
respostas imunes. O TGF-B interfere na expressdo e na atividade de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo INF-y, IL-1, TNF-a e IL-2 (Fabry et al., 1995; Letterio & Roberts,
1998). No presente estudo, 0 aumento significativo na expressdo génica de TGF-p por células
neurais primarias no 1°, 3° e 5° dia p.i. com 0 VROC concorda com a baixa expressdo de INF-
v, IL-1B ¢ TNF-a, sugerindo que, neste modelo experimental, a regulacédo exercida pelo TGF-
B predomina sobre as respostas antiviral e inflamatoria. Assim, maiores estudos, 0s quais
busquem avaliar o papel do TGF-$ na regulacdo das respostas imunes em culturas de celulas

infectadas com o0 VROC, fazem-se necessarios.
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7 CONCLUSOES

o Cultura primaria de células neurais demonstrou ser um bom modelo

experimental in vitro para analise da infecgdo pelo flavivirus Rocio no SNC.

o O VROC foi capaz de infectar eficientemente a cultura priméria de células
neurais, ocasionando mudangas citopatogénicas a partir do 2° dia pos-infeccdo e morte
completa da cultura no 7° dia p.i..

o O VROC se replicou ativamente na cultura priméaria de células neurais

apresentando maior titulo viral no 2° dia p.i..

o A cinética de morte da cultura primaria de células neurais mostrou uma relagao

direta com o padréo de replicagdo do VROC.

o A expressdo génica de INF-a, INF-B, INF-y ¢ IL-1p pelas células neurais
primarias infectadas pelo VROC apresentou-se significativamente reduzida a partir do 12 dia

p.i., mantendo um padrdo de expressdo constante até o 5° dia p.i..

o A expressdo génica de TNF-a pelas células neurais primarias infectadas com

VROC ndo apresentou mudanca significativa durante os cinco primeiros dias p.i..

o A expressdo génica de TGF-p pelas células neurais primarias infectadas pelo

VROC apresentou aumento significativo no 12, 3° e 5° dia p.i..

o Pode-se sugerir que o VROC tem a capacidade de regular negativamente a
expressdo de citocinas moduladoras das respostas imunes antivirais e inflamatérias e que,
neste modelo experimental, a imunorregulacdo exercida pelo TGF-B predomina sobre a

modulacéo das respostas imunes antivirais e inflamatorias.
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no prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apés a finalizagdo da mesma.

Ananindeua-PA, 29 de junho de 2015.

Ana Cléudis‘y/laghlhﬁes de-Oliveira
CEUA/SEAC/IEC/SVS/MS

A

Thiago Vasconcelos dos Sarfos
Vice Coordenador da CEUA
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(091)664669 RODOVIA BR 316 — KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA ~ CEP: 67.030-000 ~ ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000
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ANEXO 2

Copia do memorando que autoriza a utilizacdo da amostra do virus Rocio (SP H
34675) proveniente do acervo de isolados virais da Secdo de Arbovirologia e Febres
Hemorragicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas (IEC).

AUTORIZACAO

Autorizo a utilizagio de amostras liofilizadas do virus Rocio (H34675)
pertencentes ao acervo da Segdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas deste instituto a
fim de desenvolver o projeto intitulado “AVALIACAO DAS CITOCINAS
ENVOLVIDAS EM INFECCOES NEURAIS CAUSADAS PELO VIRUS ROCIO™ a ser
desenvolvido pelo mestrando Adriano da Paixdo Souto orientando da Dra. Edna Cristina
Santos Franco.

Ademais. acrescentamos que atenda todas as recomendagdes ou orientagdes

complementares solicitadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais deste Instituto.

!

Y Elizabeth Conceigiio ¢

Ananindeua- PA, 14 de janeiro de 2014

I

e Oliveira Santos

Diretora do Instituto Evandro Chagas

Secretaria de Vigilanchg em Satde/MS
Wyller Alencar de Mello

Substituto Eventual da Diretoria
instituto Evandro Chagas | SYSIMS



