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RESUMO

Introdugéo: O virus llheus (VILH) é um arbovirus de ocorréncia no Brasil, pertencente a familia Flaviviridae,
género Flavivirus, enquadrado clinicamente como encefalitogénico. Estudos de infeccées experimentais com alguns
flavivirus demonstraram que esses possuem capacidade de causar persisténcia da infeccdo. Objetivo: Investigar a
infeccao persistente pelo VILH em hamsters dourados (Mesocricetus auratus). Materiais e Métodos: Os hamsters
foram infectados por via intraperitoneal com VILH (9,6 DL, /0,02 ml), sendo, por um periodo de até 120 dias
pos-inoculacdo (d.p.i.), anestesiados e sacrificados para coleta de amostras de sangue, urina e tecidos. Titulos virais
para o VILH foram quantificados por transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia mediada pela polimerase
em tempo real (qRT-PCR) nas amostras bioldgicas, e as mesmas foram utilizadas para infectar células VERO, com
confirmacdo da replicagdo viral por imunofluorescéncia. Niveis de anticorpos totais no soro foram determinados
pela técnica inibicdo da hemaglutinagéo, as alteracdes teciduais observadas por meio do exame histopatolégico
corado por hematoxilina-eosina e deteccdo de antigenos virais por imuno-histoquimica. Resultados: O VILH
induziu forte resposta imune, demonstrou ser patogénico para hamsters, causando invasdo neuronal, foi isolado
em células VERO de visceras, cérebro, sangue, soro e urina dos hamsters infectados e detectado por gRT-PCR no
cérebro, figado e sangue com 30, seis e 15 d.p.i., respectivamente. As alteracdes histopatolégicas e a expressdo de
antigenos virais, nas amostras de figado, rim e pulméo, ocorreram com 30 d.p.i.; e no cérebro, até quatro meses
pods-inoculacdo. Conclusé@o: Os resultados obtidos mostraram que o VILH é patogénico para hamsters dourados e
tem capacidade de causar infeccdo persistente em hamsters infectados por via periférica.
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ABSTRACT

Introduction: Ilheus virus (ILHV) is a Brazilian arbovirus belonging to the Flaviviridae family and Flavivirus genus.
The virus is clinically classified as encephalitogenic, and is known to cause infection persistence. Objective: To
investigate persistent infection by ILHV in golden hamsters (Mesocricetus auratus). Materials and Methods:
Hamsters were infected intraperitoneally with ILHV (9.6 LD,,/0.02 ml), anaesthetised, and sacrificed up to the
120th day post-infection, for blood, urine, and tissue sampling. Viral titers were measured for ILHV using reverse
transcription followed by real-time reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) performed on biological
samples, which were used to infect VERO cells; viral replication was confirmed by immunofluorescence. Serum
antibody levels were determined using hemagglutination inhibition technique; tissue alterations were observed
through histopathological examination of hematoxylin-eosin-stained tissues; viral antigens were detected using
immunohistochemistry. Results: A strong immune response was induced by ILHV, in addition to its pathogenicity in
hamsters and neural invasion. The virus was isolated from VERO cells in the viscera, brain, blood, serum, and urine
of infected hamsters and detected by gqRT-PCR in the brain, liver, and blood at 30, six, and 15 days post-infection,
respectively. Histopathological alterations and detection of viral antigens in the liver, kidney, and lung samples
occurred 30 days after infection; in the brain, they were detected up to four months after infection. Conclusion:
These results indicate that ILHV is pathogenic to golden hamsters and causes persistent infection in peripherally
infected hamsters.
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INTRODUCAO

O arbovirus llheus (VILH) é um flavivirus (familia
Flaviviridae, género Flavivirus) de grande importancia
para a satude pUblica no Brasil, por estar relacionado
a casos de encefalites em humanos, sendo o arbovirus
encefalitogénico o mais distribuido no Pafs, em
particular na Amazénia brasileira. Entretanto, a doenca
em humanos é observada esporadicamente, embora
o quadro clinico varie desde infeccdes assintomdticas
até encefalite, a maioria dos casos é classificada como
uma doenca febril'.

Apbs o isolamento original do VILH que foi obtido
a partir de um lote misto de mosquitos Aedes spp.
e Psorophora spp., capturados em Ilhéus, Estado
da Bahia, em 19442, esse virus tem sido isolado
sistematicamente em diferentes paises da América
do Sul e Central, especialmente no Brasil e Trinidad;
bem como de diversas espécies de animais silvestres e
artrépodes vetores, principalmente de Psorophora ferox,
mas também, de modo esporddico, isolado de seres
humanos®*.

A prevaléncia de anticorpos para o VILH ¢é
amplamente distribuida em muitos paises tropicais das
Américas, entretanto epidemias ndo tém sido relatadas,
provavelmente porque o principal vetor, P ferox,
apresenta  hdbitos  silvestres. Populacées humanas
apresentam imunidade para o VILH, com taxas variando
de 3,4% até 36%, sendo importante ressaltar o elevado
percentual de positividade encontrado em dreas onde o
virus tem sido isolado. O ndmero de casos clinicos com
diagnéstico especifico confirmado, no entanto, é baixo,
em contraste com a alta prevaléncia de anticorpos para
esse virus, sugerindo que a maioria das infeccdes pode
ser branda ou inaparente’.

Um estudo, realizado no Instituto Adolfo Lutz do
Estado de Sd@o Paulo, relatou o isolamento do VILH
e a deteccio de anticorpos especificos em aves
residentes, migratérias e de cativeiro, em saguis e
quatis, comprovando a circulacdo desse agente no
Parque Ecolégico do Tieté, Estado de Sdo Paulo. O
comportamento migratério de aves silvestres pode
determinar a intfroducéo do virus em outras regides.
Ao se observar a patogenicidade para o homem e
a confirmacéo da circulagéo desse agente viral em
drea urbana, frequentada para atividade de lazer e
de educacdo, o risco de ocorréncia de infeccdo na
populacdo humana ndo pode ser descartado®, podendo

ser considerado como um virus potencialmente
emergente.

Com os avangos na virologia moderna, foi possivel
observar que a infecgGo persistente viral ocorre

comumente entre os flavivirus. Para um virus causar
infeccGo persistente ele deve diminuir ativamente a
resposta imune antiviral do hospedeiro, por isso um
importante efeito da replicacdo viral persistente estd
na desordem da homeostase normal do hospedeiro,
causando a doenca sem destruir a célula infectada’.

Em estudo experimental, Siirin et al® demonstraram
que hamsters adultos, infectados com virus da

encefalite Saint Louis (VESL), apresentaram infeccdo
viral na urina por um periodo de tempo prolongado,
despistando  uma robusta resposta imune. Esses
achados foram muito similares as descricdes anteriores

sobre infeccées crénicas pelo virus do Nilo Ocidental
(VWN)?-°.

Sabe-se que outros flavivirus tém sido envolvidos
com a infecgdo persistente in vitro, in vivo e em
relatos clinicos. Desse modo, o objetivo deste trabalho
foi investigar a possivel ocorréncia de infecgdo
persistente in vivo do VILH, utilizando hamsters
dourados jovens (Mesocricetus auratus) como modelo
experimental.

MATERIAIS E METODOS

Para este estudo,
H 7445), proveniente

foi selecionado o VILH
do acervo da Secdo de
Arbovirologia e Febres Hemorrdgicas (SAARB) do
Instituto  Evandro Chagas (IEC). Essa amostra foi
equivalente a quarta passagem em camundongos
albinos suigos recém-nascidos, apresentando titulo de

9,6 DL,,/0,02 mL.

Foram obtidos, do biotério do IEC, 45 hamsters
dourados, fémeas, de 2 a 3 semanas. A utilizacdo
desses animais foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais do IEC.

(BE

A suspensdo do VILH inoculada nos hamsters foi
preparada a partir de cérebros de camundongos
albinos suicos recém-nascidos, infectados com «a
amostra viral, macerados em solucdo salina tamponada
(PBS), pH 7,4, contendo albumina bovina 0,75% e
antibiéticos. A suspensdo foi inoculada em 30 hamsters
pela via intraperitoneal, contendo aproximadamente
10?/0,1 mL unidades formadoras de placas preparadas
em células VERO (células de rim de macaco verde
africano), e 15 animais ndo inoculados formaram o
grupo controle negativo. Trés hamsters (dois infectados
com a amostra viral e um do grupo controle) foram
anestesiados a cada 24 h, por um periodo de sefe
dias e em intervalos de 15 dias, durante quatro meses
(120 dias pés-inoculagdo — d.p.i.), sendo coletados
sangue, urina, figado, baco, rins, pulmées, coracdo
e cérebro. As aliquotas de sangue, soro e urina
foram armazenadas & temperatura de -70° C para
estudos sobre a viremia, deteccdo de antigenos e/ou
anticorpos. As visceras e cérebro foram separados em
duas partes, uma destinada & deteccdo de antigenos
por imunofluorescéncia indireta (IFl) e titulacdo viral nos
tecidos, sendo conservada & temperatura de -70° C;
e outra para realizacdo de estudo histopatolégico e
imunohistoquimico, sendo entdo fixada em solucdo de
formalina tamponada a 10%.

Anticorpos  especificos para o VILH foram
detectados nos soros de hamsters coletados durante
a cinética experimental, por meio do teste de inibicdo
da hemaglutinacdo (IH)''2. O antigeno usado foi
preparado a partir de cérebros de camundongos
albinos suicos recém-nascidos, infectados com o VILH
pelo método de extrac@o sucrose-acetona'®. Os soros
de hamsters foram testados por IH com diluicdes



seriadas de duas vezes de 1:20 a 1:5.120 contra
quatro unidades hemaglutinantes do antigeno do VILH.

Os fragmentos de 6érgdos, sangue, soro e urina
foram inoculados em células VERO, como descrito
por Lennette'’. Os inéculos foram preparados a
partir de fragmentos de érgdos macerados, sendo
realizada uma suspensGo na proporcdo de 1:10 em
PBS, pH 7,4, contendo albumina bovina 0,75% e
antibidticos. A suspensdo foi centrifugada a 8.000 rpm
durante 10 min a 4° C. O sobrenadante foi inoculado
na propor¢do 1:100 em meio de manutencdo. Os
sangues, soros e urinas foram inoculados diretamente
no meio de manutencGo na proporcéo final de
1:50. Os espécimes inoculados foram observados
diariomente  em  microscépio invertido  (Olympus,
modelo CK-2, Japdo) para deteccdo de efeito
citopdtico. A confirmacdo da infeccdo viral foi feita
pelo teste de IFl de acordo com a técnica descrita
por Tesh'®.

A quantificacéo viral foi determinada a partir de
sangue, fragmentos de cérebro e figado coletados
durante a cinética das infeccbes experimentais (frés
meses pods-inoculacdo para o VILH). Os resultados
foram obtidos pela técnica transcricdo reversa seguida
de reagdo em cadeia mediada pela polimerase em
tempo real (gRT-PCR), utilizando o aparelho 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City,
Calitérnia, EUA). Apés a extracdo do RNA viral das
amostras em estudo com Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad,
Calitérnia, EUA), a reacdéo foi realizada com o kit
SuperScript lll Platinium SYBR Green One-Step gRT-PCR
(Invitrogen). Foi preparada uma reacéo final de 25 ul,
contendo: 0,5 ul de SuperScript Il RT Platinium Tag
Mix, 0,2 uM de cada iniciador especifico para o VILH
que foram desenvolvidos para este estudo, ILHV/
NS5R (5' — TGT ACC CAA GTT TCT GGA GT - 3)
e ILHV/NS5F (5' — TTC TTG GAA TTT GAA GCA
TT - 39, 12,5 plL de 2x SYBR Green e 5 pL de RNA
extraido das amostras em questdo. A amplificacdo foi
realizada seguindo as etapas: (i) franscriptase reversa
(RT) @ 50° C por 3 min; (i) desnaturagéo a 95° C
por 5 min; (iii) PCR em 40 ciclos, cada um contendo
desnaturacdo a 95° C por 15 s, anelamento a
55° C por 1 min e extens@o a 72° C por 30 s. Com a

temperatura dos amplicons especificos entre 79,8° C e
-82,0° C.

Andlises dos resultados de gRT-PCR foram realizadas
por meio da curva padréo. Para obtencéo dessa curva,
o controle positivo do VILH foi previamente titulado
por plagueamento em células VERO, como descrito
por Kuno'®, para determinar o ftitulo que foi utilizado
como referéncia para a diluicgo do RNA viral extraido
do virus controle. Em cada diluicdo, foi realizada a
gRT-PCR para a construcdo da curva padrdo e dessa
foi retirada a equagdo para titulacdo da carga viral em
unidades formadoras de placas por mL (PFU/mL).

Apdés a fixacdo em formalina, os fragmentos de
visceras (figado, baco, rins, pulmées e coracdo) e
tecido nervoso dos hamsters dourados passaram por
banhos com concentracbes crescentes de dlcool,
iniciando com dlcool a 70%, progredindo até o etanol
absoluto (100%); posteriormente, foram realizadas duas
passagens em xilol & temperatura ambiente, seguida
da imerséo em dois banhos de parafina a 60° C. Por
fim, a inclusGo e formatacdo de blocos de parafina
que, depois de resfriados, foram seccionados utilizando
micrétomo rotativo (Jung Histocut 820, Leica), para
obtencéo de cortes de 5 pm de espessura, que foram
corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE)'” e
pelo sistema da peroxidase para os procedimentos de
imuno-histoquimica (IHQ), de acordo com o protocolo
descrito por Carvalho et al'.

RESULTADOS

Os 30 hamsters inoculados com a suspensdo
do VILH e os 15 hamsters utilizados como controle
negativo permaneceram ativos e ndo apresentaram
sinais de doencas durante a cinética experimental.

Os soros coletados durante a cinética apresentaram
anticorpos IH a partir do quinto d.p.i. (1:320), com
titulos crescentes até o ftitulo maximo (1:12.800),
detectados no 15° d.p.i. para o VILH. Apds esse
evento, os anticorpos diminuiram até 45 d.p.i,
permanecendo, sem muita alteracdo, no fitulo de
anticorpos até o final do experimento (quatro meses
pds-inoculac@o). A cinética de anticorpos IH obtidos
estdo demonstrados na figura 1.
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Figura 1 — Niveis de anticorpos especificos para o VILH nos soros de hamsters
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Todas as amostras coletadas, durante a cinética
com o VILH, com 1 d.p.i. em hamsters e inoculadas
em células VERO, apresentaram antigenos para o
virus. Nao foram observados antigenos do VILH
nos sobrenadantes de células infectadas com wurina,
coletados com dois e trés d.p.i. em hamsters. Os
sobrenadantes de células inoculadas com amostras de
sangue, soro e urina, coletados em quatro d.p.i. com
VILH em hamsters, foram negativos para deteccéo
de antigeno viral. Foi possivel observar antigenos do
VILH nos sobrenadantes de células inoculadas com
amostras de rim, baco, pulméo, coracdo, cérebro e
urina coletados com cinco e seis d.p.i. em hamsters
infectados. Os sobrenadantes de células infectadas
com rim, baco, pulméo, coracdo e cérebro, coletados
com sete d.p.i. em hamsters, durante a cinética do

VILH, apresentaram resultado positivo para o soro
homélogo do mesmo. A amostra de cérebro, coletada
com 15 d.p.i. com VILH em hamster, e inoculada em
sobrenadantes de célula foi a Unica a apresentar
antigenos para o VILH. Todos os materiais biolégicos,
entre 30 e 120 d.p.i. com VILH em hamsters infectados,
apresentaram resultado negativo para deteccdo de
sobrenadantes de células; e também mostraram efeito
citopético em células VERO, que foi caracterizado por
destruicdo da monocamada celular devido & morte das
células (Tabela 1).

A gRT-PCR mostrou-se altamente especifica para o
VILH. Na curva de dissociacéo os amplicons especificos
mostraram temperatura entre 79,8° C e -82,0° C
(Figura 2). As cepas mostraram um cycle threshold de
16,20 a 27,78 para o VILH (Figura 3).

Tabela 1 — Titulo do VILH, conforme a porcentagem de antigenos virais observado

Amost ) . . . . . . . 30/120
'QTLS;“ 1d.p.i. 2 d.p.i. 3d.pi. 4d.pi. 5 d.p.i. 6 d.p.i. 7 d.p.i. 15 d.p.i. dpi
Figado ++ +++ ++ ++ - - - - -
Rim ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ - -
Baco +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - -
Pulmdo ++ e+t 4+ ++ +++ +++ +++ - -
Coragdo + +++ ++ ++ + 4+ +4+ ++ - -
Cérebro ++ ++ ++ ++ +++ + + ++ -
Sangue +++ +++ ++ - - - - - -
Soro +++ ++ + - - - - - -
Urina n.i. - - - + + n.i. - -
—: negativo; +: 25% do campo; ++: 50% do campo; +++: 75% do campo; n.i.: ndo inoculada.
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Figura 2 — Curva de dissociacdo: temperatura do amplicon correspondente ao VILH
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Figura 4 — Carga viral do VILH no figado, cérebro e sangue de hamsters em PFU/mL

As amostras de figado coletadas durante a cinética
do VILH apresentaram detecgo do genoma viral a
partir do primeiro d.p.i., sendo nesse dia detectado o
titulo maximo. Apds o segundo d.p.i. até o sexto d.p.i.,
ndo houve muita alteracdo na quantificacdo viral, que
desapareceu apds o sétimo d.p.i. Nas amostras de
cérebro coletadas dos animais infectados com o VILH,
foi observada carga viral a partir do primeiro d.p.i.,
sendo o fitulo méximo detectado no quarto d.p.i.; a
partir do quinto d.p.i., a carga viral detectada diminuiu
e permaneceu sem muitas alteracdes até 30 d.p.i. A
viremia no sangue foi detectada por gRT-PCR a partir
do primeiro d.p.i. em hamsters, e a carga viral méxima
foi observada no segundo d.p.i. e, apds esse evento,
houve uma diminuicdo no fitulo viral, permanecendo
com pouca alterac@o até 15 d.p.i. (Figura 4).

Na infeccdo pelo VILH em Mesocricetus auratus,
as lesées teciduais foram mais evidentes no figado,
pulmédo, rim e cérebro, embora tenham sido observadas
pequenas alteracdes no coracdo e bago, caracterizadas

por edema acompanhado por infiltrado mononuclear
entre os espacos que permeiam os miocardiécitos; e
hiperplasia do baco, dando um aspecto reacional.

As secoes histolégicas de figado (Figura 5B)
inoculado com o VILH mostraram tumefacdo celular
e frequentes hepatdcitos necrosados ou apoptéticos,
com espacos porta, mostrando moderado infiltrado
de linfécitos, plasmécitos e macréfagos, nédo  se
observando alteracées de veia, artéria e canaliculo
biliar. Néo houve evidéncias de colestase e, tampouco,
predileco por drea especifica de Rapaport. Além
disso, o &cino mostrou hipertrofia de células de Kupffer.
Alteracées regenerativas foram observadas a partir do
sexto d.p.i. e se estenderam até o 30° d.p.i., e foram,
principalmente, representadas por regeneracdo do tipo
dupla placa. As alteracées observadas no parénquima
hepdtico sofreram considerdvel diminuicdo apds o
15° d.p.i. e atenuaram-se consideravelmente até o
30° d.p.i., inclusive em algumas dreas desapareceu
completamente.
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A: Figado de animal controle;

hepdtico com hepatécitos balonizados (tumefeito) e capilares sinusoides com presenca de congestdo (seta), 15 d.p.i.; C: Pulmé&o de animal controle;
D: Tecido pulmonar com espessamento das paredes alveolares devido & congestéo, ao edema e infilirado mononuclear (seta), 15 d.p.i.; E: Sistema
nervoso central (SNC) apresentando meninge com infiltrado inflamatério mononuclear e edema, 15 d.p.i.; F: SNC apresentando gliose reativa e

edema (seta), 15 d.p.i.

Figura 5 — Micrografia por HE de hamsters infectados com o VILH

O figado dos hamsters infectados pelo VILH
demonstrou presenca de antigeno viral (Figura 6A)
revelado pela imuno-histoquimica e foi intensa no
perfodo do primeiro ao 15° d.p.i., com pico no
sétimo dia, decaindo a partir dai até o 30° d.p.i., com
desaparecimento quase que completo do antigeno viral
no 30° d.p.i.

Rev Pan-Amaz Saude 2016; 7 nim esp:189-198

No pulméo inoculado com o VILH, foi observada
congestéo de tabiques alveolares e espessamento dos
mesmos & custa de edema, congestdo e infiltrado
mononuclear, com éreas de franca pneumonite e focos
de necrose discreta (Figura 5D). Esse quadro teve seu pico
entre o quinto e sexto d.p.i., mantendo-se até cerca de 15

d.p.i., melhorando substancialmente entre 15 e 30 d.p.i.
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A: Hepdticos, quatro d.p.i.; B: Pulmonar, 30 d.p.i.; C: Renal, quatro d.p.i.; D: Nervoso, quatro d.p.i.

Figura 6 — Fotomicrografia da andlise imuno-histoquimica de érgdos de hamsters dourados infectados com o VILH, mostrando
resultado positivo por meio da marcacdo acastanhada (seta) nos tecidos

O antigeno viral foi identificado no parénquima
pulmonar dos animais infectados  pelos  VILH
(Figura  6B), teve quantitativamente o mesmo
comportamento observado no figado, com presenca
de maior intensidade de imunomarcagéo até 15 d.p.i.,
decaindo daf em diante e praticamente desaparecendo
com 30 d.p.i.

No rim dos animais infectados pelo VILH,
observou-se congestdo glomerular associada & edema
e focos de necrose tubular e este relacionado a leve
infiltrado de linfécitos e plasmécitos que se distribuiam
principalmente no infersticio do parénquima renal. As
alteracdes tiveram pico no sexto d.p.i. e mantiveram-se
até o 15° d.p.i., melhorando a partir dai e se
mantendo discretas até o 30° d.p.i.

No rim, a imunomarcacdo para antigenos virais
do VILH (Figura 6C) mostrou positividade franca
do parénquima, com pico no sétimo d.p.i.; essa
imunomarcacdo manteve-se em intensidade até o
15° d.p.i., a partir de entdo decaiu de intensidade e
desapareceu quase por completo no 30° d.p.i.

No cérebro dos hamsters infectados pelo VILH,
foram observados congestéo e infiltrado mononuclear
ao nivel das meninges associados & edema
intraparenquimatoso, que se caracteriza pela presenca

de vacuolizacéo ao redor dos corpos neuronais e gliose
cerebral (Figuras 5E e 5F). Essas alteracdes sofreram
seu pico mdximo entre o quarto e sexto d.p.i., e
mantiveram-se até o 15° d.p.i., atenuando entre o 16°
e 30° d.p.i. Ressalta-se que alteracées minimas foram
observadas no 30° d.p.i.

A marcacdo de imuno-histoquimica para o antigeno
viral no SNC dos hamsters infectados pelo VILH
mostrou positividade no parénquima cerebral (Figura
6D) e a intensidade de antigenos foi mais proeminente
entre o primeiro e sexto d.p.i., persistindo em niveis
baixos do 15° d.p.i. em diante.

DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que os hamsters jovens
sGo bons modelos experimentais para a infeccdo pelo
VILH e, que além de infeccdo aguda, demonstram
suscetibilidade para infeccdo persistente.

Os hamsters infectados com o VILH desenvolveram
viremia por trés d.p.i., defectados nos sobrenadantes
de cultivo de células infectadas com sangue pela
técnica de IFl. Anticorpos IH foram identificados no
soro dos animais infectados a partir do quinto d.p.i.,
que coincidiu com o desaparecimento de virus no
sangue. Esse evento também foi observado por Tesh
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et al'® em um estudo sobre infeccdo persistente pelo
VWN em hamsters, que igualmente ndo detectaram
viremia nesses animais apdés o aparecimento de
anticorpos IH. Isso provavelmente se deve & presenca
dos antficorpos neutralizantes que se fixam ao virus,
formando imunocomplexos, ndo permitindo a entrada
do mesmo em novas células, evitando a replicacéo
viral, que em seguida sdo eliminadas do organismo
pelos mecanismos de defesa imune.

Embora todos os sobrenadantes de células
infectados com érgdos, sangue, soro e urina tenham
mostrado a presenca de particulas virais vidveis,
mediante o isolamento, confirmando a infeccdo e
a replicagéo viral, por meio da positividade dos
testes de IFl, ndo foi observada persisténcia viral
nas células VERO por essa técnica. Ressalta-se,
entretanto, que a cultura direta dos érgdos infectados
provavelmente ndo foi a melhor estratégia para
observar persisténcia viral. Essa evidéncia também foi
detectada por Xiao et al'” e Siirin et al® em estudos
com VWN e VESL, respectivamente, pois é sabido
que, no momento da maceracdo dos fragmentos
de ¢4rgdos, ocorre liberacGo de virus intracelular,
os quais podem entrar em contato com anticorpos
presentes no sangue e fluidos intersticiais dos tecidos,
reduzindo, dessa forma, a sensibilidade desse método
de estudo para demonstracdo de persisténcia viral.
Esses autores sugerem que a técnica de cocultivo é a
mais apropriada para demonstracdo de persisténcia
viral por flavivirus, pois a lavagem do tecido com
tripsina-EDTA, que ocorre durante o preparo do
espécime, presumidamente, elimina muitos ou todos
os anticorpos neutralizantes, sem destruir o virus
intracelular, o qual seria subsequentemente liberado

e amplificado no cocultivo com a monocamada de
célula VERO?.

A urina tem mostrado ser um bom espécime clinico
para isolar flavivirus e também para demonstrar a
persisténcia viral em cultura direta de células VERO®?10.
Neste experimento, conseguiu-se isolar o virus a partir
da urina, o que mostra que a urina dos animais
contaminados é infecciosa. Ressalta-se, no entanto,
que, nos estudos nos quais foi demonstrada uma boa
resposta de isolamento do virus, a urina foi diluida
em PBS antes da inoculacdo em célula VERO. Neste
estudo, a urina foi inoculada diretamente em uma
proporcao final de 1:50 em células VERO, sendo que
sua toxicidade pode fter influenciado nos resultados
obtidos. No teste de gqRT-PCR, foi possivel detectar virus
na urina, mesmo em concentragcdo muito pequena.
Foram selecionadas as trés Gltimas amostras possiveis
de serem coletadas durante a cinética experimental
com o VILH (15, 30 e 75 d.p.i.), obtendo resultado
positivo para 30 d.p.i., com fitulo de 0,9 PFU/mL
(dados ndo mostrados).

Nas amostras testadas pela técnica de gRT-PCR
(sangue, figado e cérebro), apenas o cérebro
apresentou persisténcia viral. Apesar da gRT-PCR ser
mais sensivel, quando comparada com os resultados
obtidos por IFl que detectou antigenos virais por, no

méximo, 15 d.p.i. nas amostras de sobrenadantes

de células infectadas do cérebro coletadas durante
a cinética (Tabela 1), ndo foi possivel observar
persisténcia viral por gRT-PCR por mais de 30 d.p.i.

no cérebro, bem como persisténcia viral no sangue e
figado dos hamsters infectados com VILH.

O titulo extremamente elevado de anficorpos IH,
observado durante o experimento, com o pico méximo
(1:12.800) no 15 d.p.i., possivelmente explica a
eliminacéo total do VILH apés 30 d.p.i., inclusive por
gRT-PCR. Um dado que fortalece essa relacio é o
estudo de persisténcia viral por virus Rocio (VROC), no
qual foi utilizado o mesmo desenho experimental que
demonstrou anticorpos IH com fitulo mdximo 10 vezes
menor que o observado neste estudo, sendo possivel
detectar o VROC por trés meses no cérebro, figado e
sangue por gRT-PCR%,

O VIIH foi capaz de produzir em hamsters
alteracées patoldgicas e expressdo de antigenos
virais nas amostras de figado, rim, pulmédo e cérebro,
coletados durante a cinética por até quatro meses.
Observou-se  que o VILH promoveu infeccoes
pantrépicas de cardter inflamatério, causando lesdes
histolégicas no SNC, figado, rim, baco, pulméo e
coracdo. A intensidade e amplitude das lesdes teciduais
variaram entre os diferentes érgdos acometidos,
sendo observado que as lesées foram mais evidentes
no SNC; seguido pelo figado, as quais também
foram evidenciadas pelos ensaios de IHQ e gRT-PCR.
Essas observacées corroboram o estudo sobre
patogenicidade do VILH em hamster jovens, realizado
por Azevedo?'.

As lesdes intensas no SNC, seja no parénquima
cerebral, com lesdes neuronais, ou na meninge,
resultando em meningite com infilirado inflamatério
persistindo por quatro meses, evidenciaram
novamente o neurotropismo e a capacidade do VILH
de causar encefalite nos hamsters. Alguns autores
consideram que o que poderia facilitar a persisténcia
do virus no cérebro seria a infeccGo neuronal.
Neurénios maduros sdo mais resistentes & inducéo
de apoptose e, possivelmente, essa resisténcia seria
mediada pela expressGo neuronal de inibidores de
apoptose, como bcl-2, bcl-x e mcl-1, que poderia ser
considerada um mecanismo de preservacdo dessa
ndo renovével populacdo de células. Essas células
sGo deficientes em constituintes celulares necessarios
para apresentar antigenos que serdo reconhecidos
pelas células T citotdxicas, ou seja, sdo deficientes
na expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe 2.

O fato de alguns resultados nos ensaios de IHQ
terem apresentado positividade por mais tempo
qguando comparados & técnica de gRT-PCR (amostras
de figado e cérebro infectados pelo VILH), pode estar
relacionado & gRT-PCR detectar somente o genoma do
virus, enquanto a IHQ detecta qualquer proteina viral,
podendo ter ocorrido, de alguma forma, degradacéo
do RNA, resultando em @RT-PCR negativo, mas
permanecendo proteinas virais detfectdveis por IHQ.



Ressalta-se que alguns virus recuperados de cérebro
de animais t&m sofrido atenuacdo da neuroviruléncia,
indicando a selecGo para variantes genéticas e/
ou particulas virais defeituosas, que podem inibir a
producéo de virus infeccioso?.

Em fragmentos de baco e coracdo inoculados
com o VILH, apesar de se ter observado replicacdo
viral dos mesmos em células VERO e a ocorréncia de
alteracées teciduais, ndo se conseguiu demonstrar
a presenca de antigenos virais por IHQ. lIsso pode
sugerir que a replicacéo viral em células VERO, assim
como as lesdes teciduais enconfradas podem ser
decorrentes da passagem do virus por esses érgéos por
meio do sangue, e que seria necessdrio a técnica de
cocultivo de células VERO para demonstrar a infeccdo
viral persistente, ou ainda a utilizagdo da técnica de
gRT-PCR, como demonstrado para o cérebro.

O estudo histopatolégico apresentou alteracées de
cardter inflamatério no rim para o virus em estudo.
Esse resultado aliado & deteccdo de antigenos virais
no rim e RNA viral por gRT-PCR na wurina, por no
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