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RESUMO

O estudo objetivou investigar a resposta imunologica desencadeada por um virus isolado
pelo Instituto Evandro Chagas denominado Vesiculovirus Jurona, no parénquima encefalico por
meio da quantificacdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias e a quantificacdo da producéao
de oOxido nitrico. Tratou-se de estudo experimental com camundongos da linhagem BALB/c
fémeas com aproximadamente 8 semanas de idade e a via intranasal. Ensaios imunoenzimaticos
e quantificacdo de oOxido nitrico foram realizados e analisados no 4°, 8°, 12° e 16° d.p.i. As
citocinas pro-inflamatorias I1FN-y, IL-6, I1L-12ps, TNF-a, IL-6 e quimiocina MCP-1
apresentaram um pico de elevacdo no 8° d.p.i, tendo esses mediadores inflamatdrios niveis de
reducdo no 16° d.p.i., periodo em que os sinais clinicos estavam ausentes. Nao houve niveis
significativos de NO nos tempos de sobrevida analisados. Concluiu-se que, 0 virus produziu
alteracbes no parénquima cerebral que regrediram gradativamente, levando a recuperagédo
espontanea de acordo com a resposta imunoldgica do hospedeiro.
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1 INTRODUCAO

As infeccOes virais sdo importantes causas de doencas que promovem alteracdes
comportamentais e imunoldgicas em popula¢bes humanas e animais, que podem representar
importante proporcdo das sequelas neuroldgicas permanentes. O estudo teve como objeto de
investigacdo o Vesiculovirus jurona, que foi isolado pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) em
1962, de mosquitos Haemagogus sp. capturados na Floresta Amazonica no Km 87 da Rodovia
Belém-Brasilia. Estudos soroldgicos realizados pela Secdo de Arbovirologia e Febres
Hemorragicas (SAARB) do IEC propuseram sua inclusdo no género Vesiculovirus
(KARABATSOS, 1985).

E importante ressaltar que, foi obtido a partir de sangue humano, cepas deste virus em um
paciente que residia no municipio de Costa Marques, no Estado de Rond6nia, na fronteira com a
Bolivia, cuja caracteristica clinica apresentada foi doenca febril, constatado a partir do exame de
amostras de sangue (TRAVASSOS DA ROSA et al, 1998). Outras informagOes sobre a
sintomatologia ndo foram registradas, nesse sentido, deve-se ampliar o olhar e os esforgos
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destinados a sua investigagé&o.

S80 muitos os virus que apresentam neurotropismo e desencadeam uma resposta
inflamatoria no parénquima encefélico. Estudos experimentais envolvendo outros vesiculovirus
demonstraram que, uma vez no SNC, estes virus provocam uma resposta imunoldgica que pode
destruir as células infectadas (DINIZ et al., 2008). Com o curso da infecgdo, mecanismos de
defesa mais complexos e especificos sdo elaborados para estabelecer um estado antiviral capaz
de limitar a replicacdo, disseminacdo dos virus e a inducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas necessarias para atrair e ativar as células do sistema imune ao sitio

da infeccéo.

A produgdo de citocinas quando é estimulada, elas influenciam na atividade,
diferenciagdo, proliferacdo e na sobrevida de células imunoldgicas, assim como regulam a
producdo e a atividade de outras citocinas durante um processo inflamatorio. Quando induzem a
inflamacéo, sdo conhecidas como pré-inflamatorias, e quando suprimem a resposta imunologica,
sédo denominadas anti-inflamatorias.

Durante uma infeccdo viral, além das citocinas, as quimiocinas também sdo produzidas e
participam ativamente na resposta imune. As quimiocinas ou citocinas quimiotaticas sdo
pequenas proteinas de ligacdo a heparina, que direcionam a migragdo de leucdcitos circulantes
para locais de inflamacdo ou dano tecidual. O 6xido nitrico (NO) produzido por células do SNC
ativadas, também atua na inibicdo da replicacdo viral por acdo direta sobre o virus e sobre as
células hospedeiras, em contrapartida, a producdo desregulada de NO, pode ocasionar danos as
células do hospedeiro.

Os estudos experimentais a partir de infecgdes virais em animais de laboratorio tém
contribuido para as analises do comportamento destes agentes quando em contato com células,
que além de revelar suas preferéncias, ainda podem servir de modelo de infeccdo para
comparacao com infecgbes em humanos. Em vista disso, o estudo objetivou investigar a resposta
imunologica desencadeada pelo virus jurona no parénquima encefalico por meio da
quantificacdo da producéo de citocinas pré-inflamatdrias e a quantificacdo da producdo de 6xido

nitrico.

2 MATERIAL E METODOS
Procedimentos Eticos e de Biosseguranca

O estudo foi autorizado pelo Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IEC, sob
0 protocolo CEUA N° 05/2015, com observacdo das normas e critérios estabelecidos pelo

Comité Internacional de Biosseguranca. .
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Animais para Experimentacéo e Inoculagdo Viral

A experimentacao ocorreu em camundongos albinos da linhagem BALB/c adultos com 8
semanas de idade foram divididos em dois grupos: Grupo Controle (GC) e Grupo Infectado (Gl).
Os animais foram inoculados por via i.n por meio de gotejamento em cada narina no volume de
0,01 mL de suspensdo de encéfalos ndo infectados para 0 GC e inoculo contendo o virus Jurona
(Be AR 40578) para 0 GI na concentracdo 1:10 por trés dias consecutivos com intervalo de 24h,

e observados nos tempos de sobrevida: 4°, 8°, 12° e 16° d.p.i.

Detecgéo de Citocinas e Oxido Nitrico
A dosagem das citocinas pro-inflamatorias (IL-6, 1L-12p40, IFN-y ¢ TNF-a) € ON foram

realizadas a partir de homogeneizados de encefalos de animais adultos e aplicacdo da técnica de

citometria de fluxo e ensaio imunoenzimatico.

Citometria de Fluxo
A deteccdo de citocinas por citometria de fluxo foi realizada utilizando o Kit Cytometric

Bead Array (CBA) — Mouse Inflammation (BD Biosciences) conforme instrugdes do fabricante,
para a analise da expressdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e da proteina quimiotatica de
monacitos (MCP-1).

Ensaio Imunoenzimatico

A deteccdo de citocinas por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) do tipo
sanduiche foi realizada utilizando o Kit ELISA Set Mouse (BD Biosciences) conforme

instrucdes do fabricante, para a analise da expressao das citocinas I1L-12p40.

Reagente de Griess para quantificacdo de NO
A quantificacdo de nitrito (deteccdo indireta de NO) foi realizada utilizando o Kit

Molecular Probes, conforme orienta¢des do fabricante.

Anélise Estatistica
A andlise estatistica entre os GC e Gl nos experimentos de dosagens de citocinas e nitrito

foi realizada por meio do teste ANOVA Two-way e pos-teste de Comparagdo Multipla de
Bonferroni utilizando o programa Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Software Inc, EUA). Foram

considerados estatisticamente significativos os valores de p< 0,05(*).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF-a, IL-6 detectadas por citometria de fluxo, a
partir de sobrenadantes de homogeinizados de encéfalos de camundongos do GC e Gl, foram
analisadas no 4° 8° 12° e 16° d.p.i. A analise da producdo da citocina IFN-y ndo mostrou
diferencas significativas entre os animais do GC nos tempos avaliados. Ja nos animais do Gl, foi
observado aumento significativo no 8° d.p.i. quando comparado com o GC. No 12° d.p.i. e 16°
d.p.i., houve reducdo significativa da sintese desta citocina em relacdo ao Gl do 8° d.p.i. (figura
21). Na anélise da producéo da citocina TNF-a ndo foi observado diferenga significativa entre os
animais do GC no 4° 8° e 12° d.p.i., no entanto, os animais infectados mostraram aumento na
producdo dessa citocina a parir do 4° d.p.i., que so foi estatisticamente signiticativo no 8° e 12°
d.p.i. em relacdo aos animais controle do respectivo periodo, reduzindo significativamente no 16°

d.p.i. entre os animais infectados (Figura 22).
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Figura 21 — Analise estatistica da producdo da
citocina IFN-y no encéfalo de camundongos albinos
da linhagem BALB/c apds 4, 8, 12 e 16 dias de
infeccdo com o VJUR. Controle = grupo controle;
Infectado = grupo infectado; 4 =4 d.p.i.; 8 =8 d.p.i.;

Figura 22 — Andlise estatistica da producéo da citocina
TNF-o no encéfalo de camundongos albinos da
linhagem BALB/c apds 4, 8, 12 e 16 dias de infeccdo
com o VJUR. Controle = grupo controle; Infectado =
grupo infectado; 4 =4 d.p.i.; 8=8d.p.i.; 12 =12 d.p.i.;

12 = 12 d.p.i; 16 = 16 d.p.i. Teste estatistico 16 = 16 d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two-way, pds-

ANOVA Two-way, pés-teste Comparacdo Miultipla teste Comparagdo Multipla de Bonferroni, com p<0,05
de Bonferroni, com p<0,05 (*). (*).

A analise da producdo da citocina IL-6 ndo mostrou diferenca significativa entre os
animais do GC no 4° 8° e 12° d.p.i.,, no entanto, os animais infectados mostraram aumento
significativo dessa citocina no 4° e 8° d.p.i. em relacdo aos animais controle dos respectivos
periodos, apesar da significancia estatistica ter sido observada somente no 8° d.p.i., que reduziu
significativamente a producdo no 12° e 16° d.p.i. entre os animais infectados (Figura 23). A IL-
12P40 teve sua producdo aumentada significativamente nos animais do Gl no 4°, 8° 12° e 16°
d.p.i. quando comparados com os animais do GC. Esse aumento também foi significativo entre
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0s animais do Gl no 4° para o 8° e 12° d.p.i., reduzindo significativamente a produgdo no 16°

d.p.i. Entre os animais do grupo controle ndo houve diferenga significativa (figura 24).
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Figura 23 — Andlise estatistica da producdo da Figura 24 — Analise estatistica da producéo da citocina
citocina IL-6 no encéfalo de camundongos albinos IL-12P40 no encéfalo de camundongos albinos da
da linhagem BALB/c apds 4, 8, 12 e 16 dias de linhagem BALB/c apos 4, 8, 12 e 16 dias de infeccdo
infeccao com o VJUR. Controle = grupo controle; com o VJUR. Controle = grupo controle; Infectado =
Infectado = grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8=8dp.i; grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i.; 12 = 12 d.p.i.;
12 =12 dpi; 16 = 16 d.p.i. Teste estatistico 16 = 16 d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-
ANOVA Two-way, pos-teste Comparagao Multipla teste Comparagdo Miultipla de Bonferroni, com p<0,05
de Bonferroni, com p<0,05 (*). *).

Nos animais infectados com o virus Jurona, a deteccdo de citocinas pro-inflamatdrias
IFN-y, TNF-a, IL-6, e IL-12p40 em concentracfes elevadas, corroboram com os estudos com o
VSV descritos por Steel et al. (2014). Esse aumento nos niveis das citocinas pro-inflamatorias
pode esta associado a ativacao de células gliais, principalmente as micrdglias. Esses mediadores
imunologicos facilitam a recuperacdo de células neuronais que sofreram algum tipo de dano
durante uma infeccao.

Uma elevacgéo na produgéo de IFN-y no 8° d.p.i. nos camundongos infectados com o virus
Jurona, pode estar relacionada com a ativacao de células gliais e a presenca de outras citocinas
como IL-6, TNF-a e IL-12, que também tiveram um aumento significante (LIU et al., 2007).
Niveis elevados dessa citocina pode ocasionar a producdo de quimiocinas que favorecem ao
aumento do recrutamento de linfocitos para o sitio de infeccdo (como observado em nosso
trabalho no 8° d.p.i.) e por conseguinte, maior liberagdo de INF-y para o processo de eliminacao

do virus.

A producdo da quimiocina MCP-1 nos animais do GC néo foi significativa, da mesma
forma entre os animais do GC e GI no 4°, 12° e 16° d.p.i., porém somente no 8° d.p.i. houve

diferenca estatistica entre CG e GI. A andlise entre os animais infectados mostrou aumento
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significativo do 4° para o 8° d.p.i., reduzindo significativamente a producéo a partir do 12° d.p.i
(figura 25). A andlise da producdo de NO por meio da quantificacdo de nitrito foi realizada
através da técnica indireta utilizando o reagente de Griess. Ndo foi evidenciados niveis de
expressoes significativas de NO nos animais infectados se comparados aos animais controles nos
tempos analisados, embora houvesse um discreto aumento nos animais infectados,

principalmente no 8° d.p.i.(figura 26).

MCP-1 Nitrito
100-
800- | * ok 1 _ 3 Controle

3 = 3 Controle = 804 Ml Infectado

E I Infectado 2

g 600 § 60

Ig E

g 4004 *u.;‘J 40+

E g

€ 200 | i g 2

=]

&] 0 T T T

0- T III. T 1 ® NG o
> ® N N
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 25 — Andlise estatistica da producdo da Figura 26 — Analise estatistica da producédo do nitrito
citocina MCP-1 (CCL2) no encéfalo de camundongos no SNC de camundongos albinos da linhagem
albinos da linhagem BALB/c ap6s 4, 8, 12 e 16 dias BALB/c apds 4, 8, 12 e 16 dias de infeccdo com o
de infeccdo com o VJUR. Controle = grupo controle; VJUR. Controle = grupo controle; Infectado = grupo
Infectado = grupo infectado; 4 = 4 d.p.i.; 8 = 8 d.p.i.; infectado; 4 =4 d.p.i.; 8=8d.p.i.; 12 =12 d.p.i.; 16
12 =12 d.p.i.; 16 = 16 d.p.i. Teste estatistico ANOVA = 16 d.p.i. Teste estatistico ANOVA Two-way, pos-
Two-way, poés-teste Comparacdo Multipla de teste Comparacdo Mdltipla de Bonferroni, com
Bonferroni, com p<0,05 (*). p<0,05 (*).

A producédo exacerbada de MCP-1 pareceu estar envolvida com o 6bito de camundongos
inoculados por via i.n. com o VSV. Nossos dados mostraram um pico de elevagéo significativo
na producdo da MCP-1 no 8° d.p.i. nos animais infectados com o VJUR, dessa forma, é provavel
que a elevacdo nos niveis dessa quimiocina tenha ocorrido por acdo do TNF-o e IFN-y,
contribuindo para o recrutamento leucdcitos para as areas de lesdes observadas, evidenciado nos
infiltrados de linfécitos no bulbo olfatério e corpo estriado nos achados histopatolégicos.

Em condi¢bes patoldgicas, altas concentracfes de NO parece estar envolvida em
processos de desmielinizagdo e em outras doencas neurodegenerativas (SAHA; PAHAN 2006).
O nosso trabalho evidenciou niveis elevados de NO, embora estatisticamente ndo significativo
quando comparado animais infectados com os animais controle. Desta forma, é possivel que o
NO ndo seja a molécula responsavel pela diminuigdo da infec¢do pelo VJUR. A identificacdo de
outras moléculas envolvidas na eliminacdo do VJUR permanece em aberto e devem constituir

objetos de futuras investigagoes.
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4 CONCLUSAO

A patogénese induzida com o virus Jurona demonstrou seu tropismo por células do SNC
como outros Vesiculovirus, constatada pela ocorréncia de les6es importantes no parénquima
encefalico, com resposta em sequéncia do hospedeiro contra a infeccdo através da expresséo de
mediadores imunoldgicos, que favoreceram a recuperacao dos animais infectados. Foi possivel o
desenvolvimento de um processo inflamatério agudo meningoencefalitico que vai de uma leséo
leve a um pico intenso no 8° dia com regressao gradativa, que levou a recuperacao espontanea de

acordo com a resposta imunoldgica do hospedeiro.
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