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RESUMO

MESQUITA, L. P. Avaliagdo da resposta imune e inflamatoria na ence falite
experimentalmente induzida em camundongos pela infe ccao pelo virus da
estomatite vesicular e herpesvirus bovino tipo 5 [Evaluation of immune and
inflammatory responses in experimentally induced encephalitis in mice caused by
vesicular stomatitis virus and bovine herpesvirus type 5]. 2016. 95 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

O presente trabalho compreende o estudo da resposta imune e inflamatéria no
sistema nervoso central (SNC) de camundongos ou ratos-veadeiros (Peromyscus
maniculatus) frente a infeccdo por dois diferentes tipos de virus neurotropicos, o
virus da estomatite vesicular (VEV) e o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5). Na
primeira etapa, foi avaliada a funcdo das células residentes do SNC no tocante a
expressdo de quimiocinas durante a infeccdo pelo VEV em ratos-veadeiros. No
presente estudo, durante a encefalite causada pelo virus da estomatite vesicular
sorotipo New Jersey (VEVNJ) em ratos-veadeiros, as quimiocinas RANTES e MCP-1
foram expressas somente no bulbo olfatorio (BO), local onde o virus estava restrito.
A expressao de quimiocinas foi seguida de um influxo de células inflamatorias no BO
tardiamente no curso da doenca aguda. A quimiocina RANTES foi expressa por
neurdnios, astrécitos e micrdglia, ao passo que MCP-1 foi expressa por neurbnios e
astrocitos. Embora os astrécitos e a microglia tenham respondido a infeccao pelo
VEVNJ ao expressarem quimiocinas, os neurdnios foram o principal tipo celular
infectado pelo virus. Portanto, os neurdnios infectados podem exercer um papel
crucial na geragcao da resposta imune no BO. A sinalizagc&o entre neurdnios e outras
células residentes do SNC muito provavelmente é o mecanismo pelo qual os
astrocitos e microglia sdo ativados durante a encefalite causada pelo VEVNJ. Os
resultados aqui apresentados, também indicam que a expressdao de RANTES e
MCP-1 no BO de ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ pode ajudar a prevenir a
disseminacgdo do virus para outras areas do SNC. Na segunda etapa, foi avaliada a
susceptibilidade de camundongos isogénicos BALB/c frente a infeccéo pelo BoHV-5
em camundongos isogénicos BALB/c em diferentes dias pdés-inoculacdao (DPI). O
BoHV-5 quando inoculado pela via intracraniana foi capaz de infectar e se replicar
no SNC de camundongos BALB/c. Entretanto, até o momento avaliado (15 DPI), os



animais sobreviveram a infeccdo sem apresentar sinais neuroldgicos evidentes. A
infeccdo foi acompanhada de uma resposta imune do tipo Thl importante, com
expressao significativa das citocinas IFN-y e TNF-a, e quimiocina CCL-2. A
expressao das citocinas e quimiocinas se deu principalmente no inicio da infeccéo (3
e 4 DPI), a qual foi seguida por uma meningo-encefalite com manguitos
perivasculares e periventriculite, compostas predominantemente por macréfagos e
linfécitos. Apds a expressao significativa das citocinas e quimiocina, 0s animais
foram capazes de debelar a infeccdo aguda, uma vez que particulas virais viaveis
ndo foram detectadas apds o 6 DPI. Entretanto, o BoHV-5 foi capaz de infectar o
ganglio trigeminal, uma vez que grande quantidade de DNA de BoHV-5 foi detectada
no 3 DPI, o que foi confirmado pela presenca de antigenos virais no citoplasma de

neurdnios do ganglio trigeminal de camundongos BALB/c infectados.

Palavras-chave: Citocinas. Neuro-inflamacgédo. Quimiocinas. Sistema nervoso central.



ABSTRACT

MESQUITA, L. P. Evaluation of immune and inflammatory responses in
experimentally induced encephalitis in mice caused by vesicular stomatitis
virus and bovine herpesvirus type 5.  [Avaliacdo da resposta imune e inflamatéria
na encefalite experimentalmente induzida em camundongos pela infeccao pelo virus
da estomatite vesicular e herpesvirus bovino tipo 5]. 2016. 95 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2016.

The present work comprises the study of immune and inflammatory responses in the
central nervous system (CNS) of mice or deer mice (Peromyscus maniculatus) during
infection by two different neurotropic viruses, the vesicular stomatitis virus (VSV) and
bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5). In the first part, the role of CNS resident cells
regarding chemokine expression in deer mice infected with VSV was evaluated.
Here, we demonstrated that during vesicular stomatitis New Jersey virus (VSNJV)
encephalitis in deer mice, chemokines RANTES and MCP-1 are expressed only in
the olfactory bulb (OB), where the virus was restricted. This chemokine expression
was followed by the influx of inflammatory cells to the OB later in the course of acute
disease. Neurons, astrocytes and microglia expressed RANTES, whereas MCP-1
was expressed by neurons and astrocytes. Although astrocytes and microglia
responded to VSNJV infection by expressing chemokines, neurons were the
predominantly infected cell type. Therefore, infected neurons may have a critical role
in initiating an immune response in the OB. The signaling between neurons and other
CNS resident cells is most likely the mechanism by which astrocytes and microglia
are activated during the course of VSV encephalitis. Our results also indicate that the
expression of RANTES and MCP-1 in the OB of deer mice infected with VSNJV
might help prevent the spread of VSNJV to other areas of CNS. In the second part of
the study, the susceptibility of isogenic BALB/c mice to BoHV-5 infection was
evaluated in different days post-inoculation (DPI). BoHV-5, when inoculated through
intracranial route, was able to infect and replicate within the CNS of BALB/c mice.
However, until the evaluated time (15 DPI), the mice was able to survive without
showing prominent neurological signs. The infection was accompanied by an

important Thl immune response, with a significant expression of the cytokines IFN-y



and TNF-a, and chemokine CCL-2. The expression of these cytokines and
chemokines was detected mainly on the early course of infection (3 and 4 DPI), and
was followed by a meningoencephalitis with perivascular cuffing and periventriculitis,
composed mainly by macrophages and lymphocytes. After the expression of
cytokines and chemokine, the mice were able to curb BoHV-5 acute infection, since
viable viral particles were not detected after 6 DPIl. However, BoHV-5 was able to
infect the trigeminal ganglia, since a large number of BoHV-5 DNA copies was
detected on 3 DPI, which was confirmed by the presence of viral antigens within the

cytoplasm of neurons in the trigeminal ganglia of infected BALB/c mice.

Keywords: Cytokines. Neuroinflammation. Chemokines. Central nervous system.
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1 INTRODUCAO GERAL

O presente trabalho compreende o estudo da resposta imune e inflamatoria
no sistema nervoso central (SNC) de camundongos ou ratos-veadeiros (Peromyscus
maniculatus) frente a infeccdo por dois diferentes tipos de virus neurotropicos, o
virus da estomatite vesicular (VEV) e o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5). Portanto,
o presente trabalho sera divido e apresentado na forma de artigos cientificos de
acordo com o tipo de agente etiolégico (VEV ou BoHV-5) e modelos animais
(camundongos isogénicos BALB/c ou ratos-veadeiros) estudados.

Primeiramente, no capitulo 2, sera apresentado um artigo cientifico, intitulado
“Cinética da expressao de RANTES e MCP-1 no sistema nervoso central de ratos-
veadeiros (Peromyscus maniculatus) infectados pelo virus da estomatite vesicular”.
Este estudo teve como objetivo avaliar a cinética de expressao de quimiocinas no
SNC de ratos-veadeiros infectados pela via intranasal com o VEV, bem como avaliar
a participacdo das células gliais (neurbnios, astrécitos e microglia) no
desenvolvimento da encefalite. A expressao de quimiocinas foi correlacionada com a
distribuic&o viral e com o infiltrado inflamatorio no SNC. Neste estudo foi realizada a
expressao por meio de imuno-histoquimica das quimiocinas: chemokine monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) também conhecida como C-C motif ligand 2
(CCL2), e RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted),
também conhecida como CCL5. A participacdo das células gliais no tocante a
expressdo de quimiocinas durante a infeccado pelo VEV neste modelo foi avaliada
por meio de dupla-imunofluorescéncia (microscopia confocal).

O segundo trabalho resultante do estudo da patogénese da infeccado pelo
VEV em ratos-veadeiros serd apresentado na forma de artigo cientifico. Este artigo
foi publicado no periédico Veterinary Pathology e 0 mesmo sera aqui apresentado
integralmente, como foi publicado, na seccdo Apéndice, capitulo 2. Este artigo &
intitulado de “Pathogenesis of Vesicular Stomatitis New Jersey Virus Infection in
Deer Mice (Peromyscus maniculatus) Transmitted by Black Flies (Simulium
vittatum)”. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade de ratos-
veadeiros (Peromyscus maniculatus) jovens e lactentes frente a infec¢do causada
pelo VEV (sorotipo New Jersey) transmitido por moscas hematofagas (Simulium

vittatum), bem como a habilidade destes camundongos infectados em transmitir o



15

VEV para moscas nao infectadas. Este artigo ressalta também a neuropatogénese
da infeccdo causada pelo VEV descrevendo a cinética da evolucdo das lesdes no
SNC, bem como a distribuicdo viral. Os estudos relacionados a patogénese da
infeccdo pelo VEV em ratos-veadeiros foram realizados em colaboracdo com
pesquisadores do Department of Pathology, University of Georgia, Athens, GA.

O presente trabalho também teve como objetivo descrever os estudos
referentes a infeccdo pelo BoHV-5 em camundongos. Este sera apresentado na
forma de artigo cientifico, capitulo 3, o qual é intitulado de “Avaliacdo da resposta
imune e inflamatéria no sistema nervoso central de camundongos infectados pelo
herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)". Este artigo teve como objetivo avaliar a
resposta imune do SNC de camundongos BALB/c recém-desmamados frente a
infeccdo pelo BoHV-5, bem como a avaliar a capacidade de neuro-invasividade,
neuropatogenicidade e replicacdo do BoHV-5 no SNC destes camundongos. Este
artigo ira elucidar alguns aspectos relacionados a infeccdo pelo BoHV-5 em
camundongos BALB/c, uma vez que ndo existem dados sélidos na literatura
cientifica internacional a respeito da resposta imune e cinética da infeccdo nestes

animais.



Cinética da Expressao de RANTES e MCP-1 no
Sistema Nervoso Central de Ratos-Veadeiros
(Peromyscus maniculatus) Infectados pelo Virus da

Estomatite Vesicular
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2 CINETICA DA EXPRESSAO DE RANTES E MCP-1 NO SISTEM A NERVOSO
CENTRAL DE RATOS-VEADEIROS (PEROMYSCUS MANICULATUS)
INFECTADOS PELO VIRUS DA ESTOMATITE VESICULAR

No presente capitulo € apresentado um artigo que foi submetido ao periédico
Journal of Comparative Pathology.

RESUMO

O virus da estomatite vesicular (VEV) € um virus bem reconhecido por causar
encefalite em camundongos quando inoculado pela via intranasal. O rato-veadeiro
(Peromyscus maniculatus), o qual é um roedor nativo do Novo Mundo, também é
susceptivel a infeccdo pelo VEV com lesdes no sistema nervoso central (SNC)
similares aquelas observadas em outras espécies de roedores. As guimiocinas, tais
como RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2), as quais sao importantes para
quimiotaxia e ativacéo de células inflamatorias, sdo expressas durante a encefalite
causada pelo VEV. Entretanto, a funcdo das células residentes do SNC no tocante a
expressdo de quimiocinas € pouco caracterizada. No presente estudo, durante a
encefalite causada pelo virus da estomatite vesicular sorotipo New Jersey (VEVNJ)
em ratos-veadeiros, as quimiocinas RANTES e MCP-1 foram expressas somente no
bulbo olfatério (BO), local onde o virus estava restrito. A expressao de quimiocinas
foi seguida de um influxo de células inflamatérias no BO tardiamente no curso da
doenca aguda. A quimiocina RANTES foi expressa por neurdnios, astrocitos e
microglia, ao passo que MCP-1 foi expressa por neurdnios e astrocitos. Embora os
astrocitos e a microglia tenham respondido a infeccdo pelo VEVNJ ao expressarem
quimiocinas, 0s neurbnios foram o principal tipo celular infectado pelo virus.
Portanto, os neurdnios infectados podem exercer um papel crucial na geracdo da
resposta imune no BO. A sinalizagdo entre neurdnios e outras células residentes do
SNC muito provavelmente € o mecanismo pelo qual os astrécitos e microglia séo
ativados durante a encefalite causada pelo VEVNJ. Os resultados aqui

apresentados, também indicam que a expressdao de RANTES e MCP-1 no BO de
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ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ possivelmente contribuem para prevenir a
disseminacgédo do virus para outras areas do SNC.

ABSTRACT

The vesicular stomatitis virus (VSV) is a well-known virus that causes encephalitis in
mice when inoculated intranasally. The deer mouse, a native New World rodent, is
also susceptible to VSV infection with similar central nervous system (CNS) lesions
as those observed in others rodent species. Chemokines, such as RANTES (CCL-5)
and MCP-1 (CCL-2), which are important for chemotaxis and activation of
inflammatory cells, are expressed during the course of VSV encephalitis. However,
the role of CNS resident cells regarding chemokine expression is poorly
characterized. Here, we demonstrated that during vesicular stomatitis New Jersey
virus (VSNJV) encephalitis in deer mice, chemokines RANTES and MCP-1 are
expressed only in the olfactory bulb (OB), where the virus was restricted. This
chemokine expression was followed by the influx of inflammatory cells to the OB later
in the course of acute disease. Neurons, astrocytes and microglia expressed
RANTES, whereas MCP-1 was expressed by neurons and astrocytes. Although
astrocytes and microglia responded to VSNJV infection by expressing chemokines,
neurons were the predominantly infected cell type. Therefore, infected neurons may
have a critical role in initiating an immune response in the OB. The signaling between
neurons and other CNS resident cells is most likely the mechanism by which
astrocytes and microglia are activated during the course of VSV encephalitis. Our
results also indicate that the expression of RANTES and MCP-1 in the OB of deer
mice infected with VSNJV might help prevent the spread of VSNJV to other areas of
CNS.
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2.1 INTRODUCAO

O virus da estomatite vesicular (VEV) é virus envelopado que possui uma
Unica fita de RNA e que pertence ao género Vesiculovirus da familia Rhabdoviridae.
O VEV é um virus bem reconhecido, que causa uma encefalite aguda em
camundongos quando inoculado pela via intranasal. Inicialmente, o VEV infecta
neurdnios receptores olfatérios do neuro-epitélio e segue no sentido caudal para
bulbo olfatério (BO); e posteriormente se dissemina para regidées mais caudais do
sistema nervoso central (SNC) (HUNEYCUTT et al., 1994). O rato-veadeiro
(Peromyscus maniculatus), um roedor nativo do Novo Mundo, também é susceptivel
a infeccdo pelo virus da estomatite vesicular sorotipo New Jersey (VEVNJ)
(CORNISH et al.,, 2001). Quando inoculado pela via intranasal, o VEVNJ se
dissemina pelo SNC do rato-veadeiro por meio do transporte transneuronal
retrogrado e por meio do sistema ventricular (CORNISH et al., 2001). Uma vez que a
patogénese da infeccdo pelo VEVNJ no rato-veadeiro é semelhante aquela descrita
para outras espécies de roedores (CORNISH et al., 2001), aquela espécie pode ser
utilizada como modelo viral de infeccdo do SNC.

Em camundongos, o VEV infecta neurbnios com uma rapida ativacdo da
microglia e de astrocitos, o que contribui para o desenvolvimento da encefalite (Bl et
al.,, 1995). O recrutamento de células inflamatorias para o SNC pode ser
desencadeado por diversas quimiocinas, que podem ser expressadas por células
residentes do SNC, incluindo neurbnios, microglia e astrécitos (ASENSIO;
CAMPBELL, 1999). As guimiocinas pertencem a um grupo de pequenas proteinas
secretadas, as quais sao divididas em duas principais subfamilias, baseado no
arranjo dos residuos amino-terminais de cisteina dependendo se os dois primeiros
residuos sdo separados por um aminoacido (CXC) ou néao (CC) (ZLOTNIK; YOSHIE,
2000). Durante a encefalite causada pelo VEV em camundongos, diversas
quimiocinas sdo expressas durante o pico da inflamagcdo aguda, incluindo a
guimiocina monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), também conhecida como
C-C motif ligand 2 (CCL-2), e RANTES (regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted), também conhecida como CCL-5 (IRELAND; REISS, 2006;
STEEL et al., 2014). Estas quimiocinas sdo expressas em diversas condi¢coes

inflamatdrias e degenerativas do SNC. RANTES e MCP-1 estdo envolvidas
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principalmente na ativagdo e infiltragdo de mondcitos e linfocitos T para o
neuroparénquima (REISS et al., 2002). Adicionalmente, a quimiocina MCP-1 esta
envolvida no recrutamento de células natural killer (DESHMANE et al., 2009). A
expressdo de RANTES no SNC de camundongos infectados pelo herpesvirus
simples tipo 1 (HSV-1) é responséavel pela adesdo e rolamento de leucdcitos na
microvasculatura, contribuindo assim para o desenvolvimento da encefalite (VILELA
et al., 2009). Em condicbes neurodegenerativas, tais como a encefalomielite auto-
imune experimental, a qual € um modelo para esclerose multipla, a expressao das
quimiocinas RANTES e MCP-1 esta correlacionada com a adesdo de leucécitos a
microvasculatura cerebral (DOS SANTOS et al., 2005). Embora a expressao destas
quimiocinas esteja frequentemente correlacionada com a inflamacédo e dano ao
neuroparénquima, em algumas condi¢des, tanto RANTES como MCP-1 podem
exercer um efeito neuroprotetor (MADRIGAL et al., 2009; TRIPATHY et al., 2010).

A infeccdo pelo VEV em camundongos de laboratério tem sido
extensivamente estudada. Entretanto, a resposta imune de ratos-veadeiros frente a
infeccdo pelo VEV ainda nao foi investigada. Embora se saiba que as quimiocinas
sdo cruciais para o desenvolvimento da encefalite causada pelo VEV, poucos
estudos foram desenvolvidos no intuito de verificar a fun¢do das células residentes
do SNC no tocante a producdo de quimiocinas durante a infeccdo pelo VEV.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressao e a origem celular de
RANTES e MCP-1 no SNC durante a infeccdo aguda pelo VEV em ratos-veadeiros

adultos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

221 Ratos-veadeiros e o virus

Ratos-veadeiros fémeas, de seis semanas de idade, provenientes de um
estudo prévio foram utilizadas (CORNISH et al., 2001). Todos os procedimentos
experimentais foram realizados sob um protocolo aprovado pela University of

Georgia’s Institutional Animal Care and Use Committee, University of Georgia,
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Athens, USA. Antes da realizacdo dos procedimentos experimentais, todos os
animais foram testados para anticorpos neutralizantes anti-VEVNJ como descrito por
Cornish et al. (2001).

O VEVNJ cepa Colorado foi fornecido pelo National Veterinary Services
Laboratories (NVSL), US Department of Agriculture (NVSL accession No. 95-44625).
O virus foi isolado em 1995 de um equino no Colorado, EUA. O isolado viral foi
passado e titulado em microplacas contendo monocamadas de células Vero
(CORNISH et al., 2001). A dose infectante utilizada foi de 1 x 10° TCIDs, (dose
infectante em 50% do cultivo celular) em 50uL de meio essencial minimo (MEM).

2.2.2  Inoculacao intranasal

Trinta e cinco ratos-veadeiros foram anestesiados com quetamina (100mg/Kg)
e xilazina (10mg/Kg) e os mesmos foram inoculados por meio da via intranasal com
1 x 10° TCIDs; de VEVNJ-Colorado em 50uL de MEM conforme descrito
previamente (CORNISH et al., 2001). Estes animais foram divididos em grupos de 5
camundongos, sendo que cada grupo foi eutanasiado por overdose de CO,em 1l a7
dias pos-inoculacao (DPI). Adicionalmente, 5 camundongos foram utilizados como
controles negativos e os mesmos foram inoculados por via intranasal com MEM sem
o virus. Os camundongos controle foram eutanasiados no 7 DPI. A necropsia foi
realizada em todos os camundongos, incluindo os animais controle. O SNC e a

cavidade nasal de cada animal foram coletados.

2.2.3 Histologia e imuno-histoquimica (IHQ)

Os tecidos coletados foram fixados em formalina tamponada por 24 a 48 h
seguidos de descalcificacdo em acido férmico a 5% das cavidades nasais.
Posteriormente, os tecidos foram processados rotineiramente para histologia e foram
embebidos em parafina. Sec¢cdes de 3 um foram coradas por hematoxilina e eosina

(HE) para avaliar as lesdes histologicas. Seccbes coronais de diferentes regides do
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SNC foram avaliadas, tais como o bulbo olfatério (BO); regido septo-striatal;
diencéfalo caudal (hipocampo e tdlamo); mesencéfalo rostral (hipocampo caudal) e
cerebelo rostral com os pedunculos cerebelares.

A imuno-histoquimica (IHQ) para as quimiocinas RANTES e MCP-1, e para o
VEVNJ foi realizada em todas as éareas do SNC descritas anteriormente.
Adicionalmente, a IHQ para VEVNJ foi realizada na cavidade nasal dos
camundongos.

RANTES e MCP-1 foram detectadas por meio de IHQ como descrito
previamente (HICKS et al.,, 2013), com algumas modificacbes. Seccbes de 3 pum
foram submetidas a recuperacdo antigénica (RA) com Borg Decloaker (Biocare
Medical, Concord, California, USA) por 10 min em uma panela de presséo (Biocare
Medical, Concord, California, USA) a 120°C. Posteriormente, as seccGes foram
incubadas com Power Block™ (Biogenex, Fremont, California, USA) por 7 minutos
na temperatura ambiente seguida de incubagdo com uma solucdo de perédxido de
hidrogénio a 3% na temperatura ambiente por 10 min. Os anticorpos primarios: goat
polyclonal anti-mouse CCL5 (AF478; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) e
goat polyclonal anti-mouse CCL2 (AF-479-NA; R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA) foram incubados por 1 h na temperatura ambiente nas diluicdes de
1:200 e 1:800 respectivamente. Como controle negativo, 0s anticorpos primarios
foram substituidos por um Goat Super Sensitive negative control (Biogenex,
Fremont, California, USA). Ap0s a incubacdo com 0s anticorpos primarios, as
laminas foram incubadas com anticorpo secundario rabbit biotinylated anti-goat
(Vector Laboratories, Burlingame, California, USA) diluido a 1:200 por 20 min
seguido de incubacdo com streptavidina conjugada a peroxidase (Biocare Medical,
Concord, California, USA). A ligacdo entre antigenos e anticorpos foi visualizada
utilizado-se o substrato DAB (3,3'-diaminobenzidina) (Vector Laboratories,
Burlingame, California, USA), seguido de leve contracoloracdo com hematoxilina.
Seccdes de baco e tecido linfoide sem alteracBes histoldgicas de ratos-veadeiros
naive foram utilizados como controles positivos.

Para a deteccdo dos antigenos de VEVNJ, a IHQ foi realizada nos tecidos
fixados em formalina e embebidos em parafina utilizando-se o método da fosfatase
alcalina conjugada a streptavidina-biotina conforme descrito previamente (CORNISH
et al., 2001). Resumidamente, sec¢des de 3 um foram submetidas a RA com tampéao

citrato a 0,01M (pH 6,0) por 10 min em panela de pressado (Biocare Medical,
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Concord, California, USA) t 120°C. As seccbes foram incubadas com anticorpo
primério anti-VEVNJ proveniente de fluido ascitico hiperimune de camundongo (Dr.
R. B. Tesh, Department of Pathology, University of Texas Medical Branch,
Galveston, TX) em uma diluicdo de 1:4000 em temperatura ambiente por 1 h. Como
controle negativo, foi utilizado um Mouse Super Sensitive negative control
(Biogenex, Fremont, California, USA). Posteriormente, as secc¢des foram incubadas
com um link universal biotinilado feito em cabras (Biocare Medical, Concord,
California, USA) seguido de incubacdo com fosfatase alcalina conjugada a
streptavidina (Biocare Medical, Concord, California, USA). A reacéo foi revelada
utilizando-se o Vulcan Fast Red Chromogen (Biogenex, Fremont, California, USA)
seguido de leve contracoloracdo com hematoxilina. Sec¢cdes do SNC de ratos-
veadeiros previamente infectados pelo VEVNJ foram utilizados como controle

positivo.

2.2.4  Imunofluorescéncia

Seccdes de SNC embebidas em parafina foram cortadas a 3 um e preparadas
para imunofluorescéncia. Primeiramente, as sec¢fes de SNC foram submetidas a
imunofluorescéncia com os anticorpos primarios individualmente. Resumidamente,
as seccoOes foram submetidas a RA com Borg Decloaker (Biocare Medical, Concord,
California, USA), semelhantemente ao descrito anteriormente para IHQ
convencional, seguido de bloqueio com soro equino a 2,5% por 30 min em
temperatura ambiente. Posteriormente, as sec¢6es foram incubadas por 2 h a 37°C
com o0s seguintes anticorpos primarios: anti-CCL5 (goat, 1:20, R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA); anti-CCL2 (goat, 1:20, R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA); anti-proteina glial fibrilar &cida (GFAP) (rabbit, 1:100, Dako,
Carpinteria, California, USA); anti-lba-1 (rabbit, 1:500, Wako, Richmond, Virginia); e
anti-NeuN (guinea pig, 1:200, Millipore, Temecula, California, USA). Apés a
incubacdo com o0s anticorpos primarios, as secc¢des foram incubadas por 1 h a
temperatura ambiente, em camara escura, com 0s seguintes anticorpos secundarios
apropriados: Alexa 488 anti-goat (donkey, 1:100, Jackson Immunoresearch, West

Grove, Pennsylvania, USA); Alexa 594 anti-rabbit (chicken, 1:400, Molecular Probes,
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Eugene, Oregon, USA); e Alexa 594 anti-guinea pig (donkey, 1:400, Jackson
Immunoresearch, West Grove, Pennsylvania, USA). As laminas foram lavadas em
PBS, pH 7,2 por trés vezes e as mesmas foram montadas com meio Prolong® gold
antifade mountant com DAPI (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Para dupla-
imunofluorescéncia, cada anticorpo primério, anti-CCL-5 ou anti-CCL-2 foi incubado
juntamente com os diferentes marcadores de células residentes do SNC (GFAP, Iba-
1 e NeuN), seguido de uma incubacdo com uma mistura apropriada de anticorpos
secundarios descritos anteriormente. Adicionalmente, a imunofluorescéncia foi
realizada para detectar antigenos de VEVNJ em amostras de SNC e cavidade nasal
dos camundongos infectados. Para tal, as sec¢des foram submetidas a RA conforme
descrito anteriormente para IHQ convencional, seguido de bloqueio com soro fetal
caprino a 2% por 30 min em temperatura ambiente. As sec¢des foram incubadas
com o anticorpo primario anti-VEVNJ proveniente de fluido ascitico hiperimune de
camundongo (Dr. R. B. Tesh) em uma diluicdo de 1:800 por 2 h a 37°C, seguido de
incubacdo por 1 h em camara escura em temperatura ambiente com o anticorpo
secundario Alexa 488 anti-mouse (goat, 1:200, Jackson Immunoresearch, West
Grove, Pennsylvania, USA). As amostras de SNC também foram submetidas a
dupla-imunofluorescéncia com anticorpo primario anti-VEVNJ associado a diferentes
marcadores celulares (GFAP, Iba-1 e NeuN) utilizando-se uma mistura de anticorpos
primarios seguido de uma mistura apropriada de anticorpos secundarios. A dupla
marcacao das quimiocinas e marcadores celulares foram avaliadas utilizando-se um
microscoépio confocal Zeiss LSM 710. As imagens da dupla-imunofluorescéncia para
VEVNJ com os diferentes marcadores celulares foram obtidas utilizando-se
diferentes filtros em um microscoépio de fluorescéncia (Olympus BX41), sendo que as
imagens de um mesmo campo foram sobrepostas utilizando-se o software ImageJ
(National Institute of Health, USA).

2.2.5 Analise morfométrica

Uma andlise quantitativa foi realizada para avaliar a marcacao para RANTES
e MCP-1 no SNC de trés animais de cada grupo. Para tal, o BO foi dividido em dois
regides principais. A primeira incluiu as camadas do nervo olfatério e glomerular

(Regido 1) e a segunda regidao compreendeu as camadas plexiforme externa, mitral,
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plexiforme interna e granular (Regido 2). Dez campos de 400X n&o sobrepostos
foram selecionados em cada regido principal. Primeiramente, avaliou-se o BO e o0s
campos foram selecionados baseando-se no numero de células positivas. Os
campos com maior numero de células foram selecionados primeiramente, seguidos
pelos campos com menor niamero de células positivas e campos sem nenhuma
marcacgdo na IHQ. Estes ultimos foram selecionados randomicamente. A média da
area por um campo de 400X para as Regides 1 e 2 foi de 135,000um? e 148,000pum?
respectivamente. O numero total de células positivas em cada campo e o tamanho
da area analisada foram mensurados utilizando-se o software ImageJ (National
Institute of Health, USA). As células foram consideradas positivas quando havia total
marcacao do citoplasma e quando o nucleo desta célula era facilmente reconhecivel.
Em cada seccdo de outras areas avaliadas do SNC (septo striatal; diencéfalo
caudal; mesencéfalo rostral; e cerebelo rostral), a sele¢cdo dos campos, bem como a
contagem foi realizada semelhantemente ao descrito anteriormente com uma éarea
média de 148,000pum? por campo de 400X.

2.2.6 Andlise estatistica

Os dados foram primeiramente analisados para a distribuicdo normal
utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A homocedasticidade foi testada utilizando-se
o teste de Levene. Os dados que ndo mostraram distribuicdo normal foram testados
por meio do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste de LSD para uma
multipla comparacdo das médias ranqueadas. O nivel de significancia considerado
foi de p < 0.05. Todos os testes foram realizados utilizando-se o software SPSS 20.0
(IBM).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Expressao de RANTES e MCP-1 no SNC de ratos-v eadeiros infectados
com VEVNJ

O SNC foi divido em diferentes regides para se estudar a distribuicdo da
expressdo de RANTES e MCP-1. As regides analisadas incluiram o BO; septo
striatal; diencéfalo caudal (hipocampo e tadlamo); mesencéfalo rostral (hipocampo
caudal); e cerebelo rostral com os pedunculos cerebelares. A marcacdo para
RANTES e MCP-1 foi detectada somente no BO de ratos-veadeiros adultos
infectados pelo VEVNJ. As células foram consideradas positivas para RANTES e
MCP-1 quando havia marcacao intracitoplasmatica intensa e homogénea quando
comparada aquelas observadas no grupo controle (Figura 1). O VEVNJ quando
inoculado pela via intranasal em camundongos e ratos-veadeiros infecta neurdnios
receptores olfatérios da mucosa nasal (PLAKHOV et al.,, 1995; CORNISH et al.,
2001). Os axodnios destes neurbnios olfatérios penetram na placa cribiforme e
entram no BO (MORI et al.,, 2005), realizando sinapses no nivel da camada
glomerular com tufted cells cujos corpos celulares estdo localizados na camada
mitral (IMAI, 2014). Células mitrais e tufted cells realizam sinapse com as células
granulares as quais compdem a maior populacdo de interneurénios no BO
localizados na camada granular (IMAI, 2014). Portanto, para se estudar a
distribuicdo da expressdo de RANTES e MCP-1, o BO foi dividido em duas regides
principais. A primeira regido (Regido 1) incluiu as camadas do nervo olfatério e
glomerular e a segunda regido (Regido 2) compreendeu a camada plexiforme
externa até a camada mais interna do BO (camada granular).

Em ambas as regides analisadas, o numero de células expressando RANTES
ou MCP-1 variou significativamente entre os diferentes dias analisados (p < 0.05).
RANTES foi primeiramente detectada em um alto nimero de células na Regido 1 no
4 DPI, seguido por uma queda nesta regido no 7 DPI (Grafico 1A).
Semelhantemente, na Regido 2, RANTES foi primeiramente detectada no 4 DPI
(Grafico 1B). Entretanto, o niumero de células positivas para RANTES nesta regiao

aumento significativamente do 5 para o 6 DPl. Em ambas as regides, nenhuma
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diferenca foi encontrada na expressdo de RANTES entre os animais controle e os
animais infectados pelo VEVNJ no 1, 2, e 3 DPI. No tocante a expresséo de MCP-1,
um numero significativo de células positivas foi primeiramente detectado no 4 DPI,
com uma queda no 5 DPI. Esta diminuicdo chegou a um numero de células positivas
gue néo diferiu estatisticamente do niamero de células positivas observadas no 1 DPI
(Gréfico 1C). Na regidao 2, MCP-1 foi também detectada primeiramente em um alto

namero de células no 4 DPI, com um aumento do 5 para o 6 DPI (Grafico 1D).
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Figura 1 — Expressdo de RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) por imuno-histoquimica no bulbo
olfatdrio de ratos-veadeiros infectados
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Nas camadas do nervo olfatorio e glomerular, uma intensa marcacao intracitoplasmatica
para CCL-5 (setas) foi observada (A). Uma intensa marcacéo intracitoplasmatica para CCL-
2 (setas) foi observada em células localizadas na camada plexiforme externa até a camada
granular (B). Nos animais controle, células com marcagdo proeminente para CCL-5 (C) e
CCL-2 (D) ndo foram observadas. Células positivas individuais foram contadas para andlise
morfométrica. IHQ. Barras, 50 um (A-D).
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Numero de células positivas para RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) por imuno-
histoquimica no bulbo olfatério de ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ em diferentes
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Legenda: Expressdo de CCL-5 nas camadas do nervo olfatorio e glomerular (Regido 1) (A); e
camadas plexiforme externa, células mitrais, plexiforme interna e granular (Regido 2) (B).
Expressdo de CCL-2 nas camadas do nervo olfatério e glomerular (Regiao 1) (C); e
camadas plexiforme externa, células mitrais, plexiforme interna e granular (Regiao 2) (D).
As barras representam a média + SEM. A significancia foi determinada utilizando-se o teste
de Kruskal-Wallis (p < 0.05) seguido do teste LSD. As diferentes letras acima das barras de
erro indicam uma diferenca significativa entre os diferentes DPI (média ranqueada, LSD. p

2.3.2

< 0.05).

Expressdo de RANTES e MCP-1 em células reside ntes do SNC de
ratos-veadeiros infectados com VEVNJ

Diversas quimiocinas, tais como RANTES e MCP-1 sao expressas no SNC

durante a encefalite causada por VEV em camundongos (IRELAND; REISS, 2006).

Entretanto, pouco se sabe sobre a origem celular destas quimiocinas no SNC.

Portanto, no presente estudo, a origem celular destas quimiocinas foi avaliada por



30

meio de dupla marcagcdo com diferentes marcadores celulares. O marcador
microglial utilizado no presente estudo Iba-1 poderia também marcar mondcitos
derivados do sangue que durante um evento de neuro-inflamacao podem adentrar e
se tornarem ativadas no SNC. Entretanto, no neuroparénquima, a grande maioria
das células positivas para Iba-1 possuiam morfologia consistente com a microglia
ramificada (dados ndo mostrados) (GLENN et al., 1992). Portanto, no presente
estudo, as células positivas para Iba-1 serao referidas como microglia.

RANTES estava co-localizada com o marcador astrocitico GFAP (Figura 2A a
C) e com o marcador microglial Iba-1 (Figura 2D a F). Adicionalmente, RANTES foi
visualizada no citoplasma de células cujos nacleos foram marcados pelo marcador
neuronal NeuN (Figura 2G a ). Estes resultados sugerem que o0s astrécitos,
neurdnios e microglia no BO expressam RANTES durante a encefalite causada por
VEVNJ em ratos-veadeiros. Por outro lado, MCP-1 estava co-localizada com GFAP
(Figura 3A a C) e também foi observada no citoplasma de células cujos nudcleos
eram positivos para o marcador neuronal NeuN (Figura 3D a F). Entretanto, MCP-1
nao foi co-localizada com o marcador microglial Iba-1 (Figura 3G a I), sugerindo que
a quimiocina MCP-1 é principalmente expressa em neurbnios e astrécitos do BO,
mas nao em microglia durante a encefalite causada pelo VEVNJ.
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Figura 2 — Astrdcitos, neurénios e micréglia no bulbo olfatério expressam RANTES (CCL-5) durante a
encefalite causada por VEVNJ em ratos-veadeiros

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: CCL-5 foi detectada em células GFAP+ (A-C), em células lba-1+ (D-F) e estava localizada
na regido perinuclear (seta) de células NeuN+ (G-I). Dupla-imunofluorescéncia. Barras, 25
um (A-1).
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Figura 3 — Astrdcitos e neurdnios no bulbo olfatério, exceto micréglia, expressam MCP-1 (CCL-2)
durante a encefalite causada por VEVNJ em ratos-veadeiros

Merged

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)
Legenda: CCL-2 foi detectada em células GFAP+ (A-C), bem como na regido perinuclear (setas) de

células NeuN+ (D-F). Entretanto, CCL-2 ndo estava co-localizada em células Iba-1+ (G-I).
Dupla-imunofluorescéncia. Barras, 25 um (A-F) e 100 um (G-I).

2.3.3 Distribuicdo de VEVNJ Colorado no SNC de rato  s-veadeiros infectados

No 1 DPI, havia uma marcacéo leve, multifocal e intracitoplasmética para os
antigenos de VEVNJ no epitélio olfatério e raras células epiteliais das glandulas de

Bowman (Figura 4A). No 3 até o 6 DPI, haviam areas localmente extensas nas quais
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grande quantidade de antigenos virais foram visualizadas ao longo do epitélio
olfatoério, incluindo as glandulas de Bowman (Figura 4B). No 7 DPI, a marcacgéo para
o VEVNJ tornou-se menos proeminente, com somente a marcacao multifocal leve a
moderada no epitélio olfatério.

No BO, antigenos de VEVNJ foram inicialmente detectados no 2 DPI. Nos 3 e
4 DPI, antigenos de VEVN foram principalmente visualizados nas camadas do nervo
olfatério, glomerular e plexiforme externa (Figura 4C), com ocasionais marcacdes da
camada de células mitrais e discreta extensdo destas marcacfes para as camadas
plexiforme interna e granular no 4 DPI (Figura 4D). No 7 DPI, antigenos de VEVNJ
ainda podiam ser detectados em todas as camadas do BO. Antigenos virais ndo
foram observados no SNC caudalmente ao BO.

A dupla-imunofluorescéncia para o VEVNJ com diferentes marcadores
celulares revelou que o virus estava predominantemente localizado no citoplasma de
neurdnios (células NeuN+) (Figura 5A a C) e seus processos. Raramente, o VEVNJ
estava co-localizado com o marcador astrocitico GFAP (Figura 5D a F). Os
antigenos de VEVNJ nédo estavam co-localizados com o marcador microglial Iba-1
(Figura 6G a l).
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: No 1 DPI, antigenos de VEVNJ foram observados no epitélio olfatorio e glandulas de
Bowman subjacentes nas conchas nasais (A), IHQ. No 4 DPI, a marcacdo para VEVNJ
tornou-se disseminada no epitélio olfatério (asteriscos) e glandulas de Bowman subjacentes
(cabecas de setas) (B), imunofluorescéncia. No bulbo olfatério, no 4 DPI, antigenos de
VEVNJ estavam presentes nas camadas do nervo olfatério e glomerular com uma leve
extensdo para a camada plexiforme externa, onde os antigenos virais também foram
detectados nos processos neuronais (cabecas das setas) (C), imunofluorescéncia.
Adicionalmente, no 4 DPI, VEVNJ estava presente nas camadas de células mitrais e
granular, onde os antigenos virais foram detectados nas células mitrais (setas) e células
granulares (cabecas das setas) (D), imunofluorescéncia. Barras, 50 um (A), 400 um (B) e
40 pm (C-D).
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Figura5- O VEVNJ infecta predominantemente neurbnios e raros astrécitos no SNC de ratos-
veadeiros infectados

Merged

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: A grande maioria dos antigenos de VEVNJ foram observados dentro do citoplasma de
células NeuN+ (A-C). Antigenos de VEVNJ raramente foram detectados em células GFAP+
(inset, seta) (D-F) e os mesmos ndo apresentaram co-localizagdo com células Iba-1+ (G-I).
Dupla-imunofluorescéncia. Barras, 20 um (A-C) e 75 um (D-I).
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2.3.4 Lesdes microscopicas

As lesdes nas conchas nasais de ratos-veadeiros adultos infectados pelo
VEVNJ tornaram-se mais proeminentes a partir do 3 DPI. Neste, havia vacuolizag&o
multifocal do epitélio olfatério com um moderado numero de células epiteliais
necroticas. O lumen estava preenchido por uma discreta a moderada quantidade de
debris celulares associado a poucos neutrofilos degenerados ou viaveis. A lamina
propria estava infiltrada por uma discreta quantidade de macréfagos, plasmacitos e
linfécitos. Raramente, havia no limen das glandulas de Bowman um baixo nimero
de células necroticas. A necrose do epitélio olfatério progrediu até o 6 DPI, no qual
havia areas localmente extensas de erosdo e ulceracdo do epitélio com grande
guantidade de debris celulares e um alto namero de neutréfilos preenchendo o
limen das conchas nasais. No 7 DPI, havia uma discreta a moderada quantidade de
debris celulares preenchendo o limen, assim como areas multifocais de eroséo.
Entretanto, haviam areas multifocais nas quais a lamina basal estava recoberta por
Unica camada de células epiteliais achatadas (epitélio em regeneracéo).

As lesBes no SNC somente foram detectadas no BO. Todas as outras areas
avaliadas, tais como a regido septo-striatal; diencéfalo caudal (hipocampo e talamo);
mesencéfalo rostral (hipocampo caudal) e cerebelo rostral com os pedunculos
cerebelares, lesbes histologicas ndao foram observadas. No BO, as lesées foram
detectadas inicialmente no 4 DPI. Na camada glomerular, os espacos perivasculares
e pericelulares estavam discretamente aumentados (edema). Nesta regido havia um
discreto infiltrado inflamatério composto predominantemente por neutréfilos nos
espacos perivasculares. No 6 DPI, o edema estava mais proeminente e 0s espacos
perivasculares estavam multifocalmente preenchidos por uma camada de
macrofagos e linfécitos (manguito perivascular), os quais também estavam
presentes nas leptomeninges. No 7 DPI, a encefalite tornou-se mais severa com um
moderado numero de macrofagos, linfécitos e raros neutroéfilos nas leptomeninges e
manguitos perivasculares no neuroparénquima estendendo-se desde a camada
glomerular até a granular compostos por 1 a 3 camadas de macrofagos e linfocitos.

Nos animais controle, leses histoldgicas nédo foram observadas.
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2.4 DISCUSSAO

As células residentes do SNC dispdem de diversos mecanismos da reposta
imune inata os quais sdo importantes para se debelar infec¢cdes causadas por virus
neurotropicos (NAIR; DIAMOND, 2015). O VEV € um rhabdovirus que em
camundongos de laboratorio e ratos-veadeiros apresenta um alto neurotropismo
cursando com encefalite severa (HUNEYCUTT et al., 1993; CORNISH et al., 2001)
com ativacdo de células gliais resultando em astrocitose e microgliose (Bl et al.,
1995; CHRISTIAN et al., 1996; CORNISH et al., 2001). Todavia, a resposta imune
inata na infeccéo pelo VEV ainda néo foi investigada em ratos-veadeiros. Durante a
encefalite causada pelo VEV em camundongos de laboratorio, diversas quimiocinas,
incluindo RANTES e MCP-1 sao expressas no SNC (REISS et al., 2002; STEEL et
al., 2014). Entretanto, a origem celular destas quimiocinas durante a infeccéo
causada pelo VEV, assim como a correlacéo entre a distribuicdo viral e a expresséo
destas quimiocinas sdo pouco caracterizadas. No presente estudo, a inoculacao
intranasal de VEVNJ-Colorado em ratos-veadeiros adultos induziu a expresséo de
RANTES e MCP-1 no BO. Em outras areas do SNC, além do BO, ndo se
observaram marcacdes para estas quimiocinas. No BO, RANTES foi expressa em
todas as células residentes do SNC avaliadas, incluindo astrocitos, microglia e
neurdnios, ao passo que MCP-1 néo foi expressa pela micréglia. Inimeros estudos
demonstraram que virus neurotropicos podem induzir uma importante resposta de
guimiocinas em células residentes do SNC (HOSKING; LANE, 2010). Células de
origem neuronal, quando infectadas in vitro com virus da raiva (RABV), o qual é
intimamente relacionado ao VEV, apresentaram uma expressao robusta de RANTES
na auséncia de células gliais, demonstrando que 0s neurdnios por si s6 podem
responder a infeccdo causada por virus de dsRNA (PREHAUD et al., 2005). A
microglia também pode reconhecer e responder a infeccdo pelo RABV e pelo
herpesvirus simples tipo 1 resultando na expressdo de quimiocinas, tais como a
RANTES (LOKENSGARD et al., 2001; NAKAMICHI et al., 2005). Semelhantemente,
no presente estudo, 0os neurdnios e a microglia expressaram RANTES durante a
encefalite causada pelo VEVNJ em ratos-veadeiros. Entretanto, esses resultados
diferem daqueles obtidos em camundongos infectados pelo RABV, o0s quais

expressaram RANTES em células gliais, mas ndo em neurdnios (HICKS et al.,
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2013). Durante a infeccao in vitro pelo virus da encefalite japonesa, um virus RNA,
RANTES foi induzida em cultivo celular de micrdglia e astrdcitos, e culturas mistas
de neurdnios/glia, mas ndo em neurdnios cultivados na auséncia de células da glia
(CHEN et al., 2004). Aléem de neurdnios e microglia, RANTES foi expressa por
astrocitos nos ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ no presente estudo.
Semelhantemente, em outras infec¢des virais que afetam o SNC tais como o HIV e o0
virus da encefalomielite murina de Theiler, RANTES foi expressa em astrécitos, o
que pode contribuir ou ndo para o desenvolvimento da inflamagcdo no SNC
(CARPENTIER et al., 2008; LIU et al., 2014). No presente estudo, ao contrario de
RANTES, MCP-1 nao foi observada na micrdglia. Estes resultados sdo semelhantes
agueles observados in cultivo celulares de microglia infectado pelo RABV, nos quais
se observou a expressdo de RANTES, mas ndo de MCP-1 (ZHAO et al., 2013).
Entretanto, no presente estudo, uma grande quantidade de neurbnios e astrocitos
expressaram MCP-1. Semelhantemente, MCP-1 foi significativamente expressa em
neurénios durante a infeccdo pelo RABV (HICKS et al., 2013) e em astrécitos na
infeccéo pelo HIV (KHIATI et al., 2010). O tipo predominante da célula residente do
SNC que expressa MCP-1 pode variar de acordo com o tipo de virus (TERRY et al.,
2012). Os neurbnios sdo importantes produtores de MCP-1 na infec¢do pelo virus
West Nile (GETTS et al., 2008), ao passo que na infeccao pelo HIV, os astrocitos
sao os principais produtores de MCP-1 (PERSIDSKY et al., 1999).

No presente estudo, o VEVNJ foi predominantemente observado no
citoplasma de neurbnios do BO de ratos-veadeiros infectados. Raramente, o0s
antigenos de VEVNJ foram visualizados em astrocitos e ndo foram encontradas
marcacfes para o0 virus na microglia. Os antigenos de VEVNJ que nao foram
observados em co-localizagdo com os marcadores utilizados no presente estudo,
muito provavelmente se encontravam no interior de dendritos e em menor
guantidade em axonios, uma vez que a maioria das sinapses no BO séo realizadas
por conexdes dendro-dendriticas (MORI et al., 1999). As células gliais tais como 0s
astrocitos e microglia, podem ser infectadas pelo VEV, porém a maioria das células
infectadas sao neurdnios (NAIR et al., 2014). Os resultados do presente estudo séo
similares aquele em que se verificou que 0s neurbnios eram o alvo primario do VEV,
sendo que o virus nao foi detectado em células gliais, tais como o0s astrocitos
(FENSTERL et al., 2012). Diferentemente, outro estudo demonstrou a co-localizacao

de antigenos de VEVNJ com marcadores astrocitico e microgliais, sugerindo que a
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infeccdo destas células gliais podem exercer um papel importante no
desenvolvimento da encefalite (CHAUHAN et al, 2010). Entretanto, uma
comparacao entre os estudos no tocante ao tropismo celular viral € dificil em
decorréncia de diferentes sorotipos utilizados, dose infectante e idade do animal no
momento da inoculacdo. Importantemente, embora os astrécitos no BO ndo estavam
significativamente infectados pelo virus, os mesmos expressaram tanto RANTES
como MCP-1, ao passo que a micréglia expressou somente MCP-1. Nos neurénios,
ao contrario das células gliais, havia grande quantidade de antigenos de VEVNJ.
Portanto, a comunicacdo entre neurénios e células gliais muito provavelmente € o
mecanismo pelo qual as células gliais tais como astrécitos e micrdglia sao ativados
durante a encefalite por VEVNJ em ratos-veadeiros. A micréglia bem como os
astrocitos podem responder rapidamente a lesdo neuronal expressando maiores
guantidades de moléculas do tipo MHC (NEUMANN, 2001). Entretanto, o
mecanismo pelo qual as células gliais respondem a infec¢des virais por meio de
comunicacdo celular € pobremente caracterizado (NAIR; DIAMOND, 2015). As
qguimiocinas sdo redundantes e a expressao de uma quimiocina no SNC pode induzir
a expressao de quimiocinas em outras células (MELCHJORSEN et al., 2003). No
presente estudo, as quimiocinas expressadas por astrécitos e micrdglia poderiam ter
sido induzidas pelas quimiocinas liberadas por neurbnios infectados pelo VEVNJ.
Quimiocinas neuronais, tais como RANTES e MCP-1 podem ativar tanto astrocitos
como a microglia por meio de receptores correspondentes (DE HAAS et al., 2007). A
ativacdo de células gliais por neurbnios tem sido reportada em infec¢des causadas
por virus neurotropicos tais como Borna disease virus (BDV). O BDV € um virus
RNA de fita negativa que infecta neurénios, que por sua vez pode liberar particulas
virais ou moléculas sollveis resistentes ao calor que ativa astrocitos. A ativacdo do
astrgcitos, neste caso, se verificou por meio da expressdo de RANTES, a qual foi
seguida da ativagdo de micréglia (OVANESOQV et al., 2008).

No presente estudo, RANTES e MCP-1 foram detectadas primeiramente em
um namero significativo de células no 4 DPI, principalmente na camada do nervo
olfatério e glomerular do BO. Tardiamente no curso da infec¢cdo, houve um aumento
do numero de células positivas para ambas as quimiocinas no 6 DPI na camada
plexiforme externa estendendo-se até a camada granular. Estes resultados sao
similares aqueles previamente descritos na encefalite por VEV. A expressdo de

guimiocinas durante a encefalite por VEV em camundongos apresentou um padrao
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bimodal, com o primeiro pico ocorrendo no 3 DPI seguido de outro pico no 6-7 DPI
(IRELAND; REISS, 2006; STEEL et al., 2014). Os resultados dos experimentos aqui
relatados, demonstraram um padréo de expressao de quimiocinas no BO, no qual se
observou incialmente um numero significativo de células positivas nas camadas
mais externas do BO, as quais sdo a porta de entrada do virus. Posteriormente,
houve um aumento da expressao das areas mais internas do BO, o0 que
correlacionou com a cinética da distribuicdo viral. Semelhantemente, na infeccéo
pelo RABV, a distribuicio de MCP-1 estava fortemente correlacionada com a
distribuicdo viral, indicando que quando havia um aumento na quantidade de
antigenos virais, havia também um aumento na marcacdo para MCP-1, ao passo
gue RANTES teve uma correlacdo mais fraca com a distribuicdo de RABV (HICKS et
al., 2013). No presente estudo, a infeccédo pelo VEV no BO de ratos-veadeiros néo
induziu a expressao de quimiocinas em outras areas do SNC, o que demonstra que
estas quimiocinas podem afetar as células residentes do SNC localmente.
Diferentemente, uma reposta distante de interferon do tipo | (IFN-I) em outras areas
do SNC de camundongos inoculados com o VEV protegeu contra a disseminacéo do
virus para areas mais caudais do SNC (VAN DEN POL et al., 2014).

No presente estudo, uma lesdo do tipo inflamatéria significativa surgiu
primeiramente no 6 DPI com o aparecimento de manguitos perivasculares
compostos por macrofagos e linfécitos. Estas lesfes se tornaram mais acentuadas
no 7 DPI. A primeiro surgimento de uma encefalite severa no 6 DPI demonstra que
as quimiocinas RANTES e MCP-1, primeiramente expressas no 4 DPI, muito
provavelmente contribuiram para a infiltracdo de células inflamatérias para o BO.
Adicionalmente a expressdao de quimiocinas por células residentes do SNC, as
células inflamatdrias também poderiam exercer um papel importante na producao de
guimiocinas no curso mais avancado da encefalite. A encefalite causada por VEV
provavelmente € independente de linfécitos T como se observou em camundongos
atimicos, sendo que em camundongos normais, os linfocitos T ndo aparecem no BO
antes do 4 DPI (FREI et al., 1989). Este fato demonstra que as células residentes do
SNC podem exercer um papel importante na iniciagao e progressao da encefalite
causada por VEV. Entretanto, outro estudo demonstrou que os linfécitos T podem
exercer podem ser a fonte primaria de quimiocinas no pico da inflamacao (6-8 DPI),
porém a participacdo das células gliais neste momento ndo pode ser excluida (Steel

et al., 2014). Durante a infeccao pelo VEV em ratos-veadeiros, as células residentes
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do SNC, tais como neurbnios, astrocitos e microglia, podem exercer um papel
importante na iniciagdo de uma resposta antiviral por meio da expressdo das
quimiocinas RANTES e MCP-1.

Quando inoculado pela via intranasal em ratos-veadeiros, o VEVNJ-Colorado
primeiramente chega as camadas do nervo olfatério e glomerular no BO, as quais
recebem axdnios dos neurénios olfatérios receptores localizados no epitélio olfatorio.
Uma vez no BO, VEVNJ se dissemina para as outras camadas, tais como as
camadas plexiforme externa, mitral e granular. Entretanto, no presente estudo, o
virus estava restrito ao BO e ndo se disseminou para outras areas do SNC. Diversos
estudos reportam que o VEV em camundongos wild-type, apos a infeccéo do BO, o
virus se dissemina para outras areas do SNC (SABIN; OLITSKY, 1937;
HUNEYCUTT et al., 1994; Bl et al., 1995; CHRISTIAN et al., 1996; REISS et al.,
1998; CORNISH et al., 2001). Entretanto, é dificil comparar os estudos, uma vez que
a idade e linhagens de camundongos, sorotipo do virus, assim como a quantidade
de virus inoculada diferem entre os estudos. O sorotipo Indiana foi utilizado em
diversos estudos, incluindo aqueles que investigam possiveis mecanismos da
resposta imune inata 0s quais sdo importantes para evitar a disseminacao viral no
SNC (Bl et al., 1995; CHRISTIAN et al., 1996; LANG et al., 2007; DETJE et al., 2009;
CHAUHAN et al., 2010; FENSTERL et al., 2012; DETJE et al., 2015). Usualmente
nestes estudos, o virus chega ao BO e se dissemina para outras areas do SNC
dependendo do tipo de imunodeficiéncia do camundongo utilizado. Nos ratos-
veadeiros de 3 a 7 semanas de idade, o VEV sorotipo Indiana infecta células do
epitélio olfatério quando inoculado pela via intranasal. Entretanto, o virus permanece
restrito a cavidade nasal e ndo chega ao SNC por meio do BO, demonstrando que o
rato-veadeiro pode debelar a infeccdo viral na cavidade nasal, evitando o
desenvolvimento da encefalite (E. W. Howerth, dados nao publicados). No presente
estudo, uma vez que a infec¢cdo pelo VEVNJ-Colorado estava restrita ao BO, a
expressdo de RANTES e MCP-1 podem exercer um papel importante no intuito de
controlar a infeccéo e disseminacédo do VEV para outras areas do SNC, além do BO
em ratos-veadeiros. Adicionalmente, inGmeros mecanismos da imunidade inata tais
como receptor de IFN tipo | (IFNAR), IFN tipo | (IFN-B), interferon-induced
Ifit2/ISG54, fator regulador de interferon - 1 (IRF-1) e MyD88 s&o importantes para

controlar a infeccdo pelo VEV e evitar a disseminacdo do virus no SNC de
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camundongos (LANG et al., 2007; DETJE et al., 2009; FENSTERL et al., 2012; NAIR
et al., 2014; VAN DEN POL et al., 2014; DETJE et al., 2015).

2.5 CONCLUSOES

Os experimentos do presente estudo demonstraram que as quimiocinas
RANTES e MCP-1 sdo expressas por células residentes do SNC do BO durante a
infeccdo causada pelo VEVNJ em ratos-veadeiros. Neurdnios, astrocitos e microglia
expressaram RANTES, ao passo que MCP-1 foi expresso por neurbnios e astrocitos.
A disseminacdo viral nos neurbnios do BO procedeu a expressdo destas
guimiocinas, demonstrando que o0s neurdnios infectados muito provavelmente
exercem um papel importante na iniciagcdo da resposta imune no BO. Apesarem de
nao estarem significativamente infectados pelo VEVNJ, os astrocitos e a microglia

também responderam a infec¢do ao expressarem quimiocinas.
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Abstract

The natural transmission of vesicular stomatitis New Jersey virus (VSNJV), an arthropod-borne virus, is not completely under-
stood. Rodents may have a role as reservoir or amplifying hosts. In this study, juvenile and nestling deer mice (Peromyscus
maniculatus) were exposed to VSNJV-infected black fly (Simulium vittatum) bites followed by a second exposure to naive black flies
on the nestling mice. Severe neurological signs were observed in some juvenile mice by 6 to 8 days postinoculation (DPI); viremia
was not detected in 25 juvenile deer mice following exposure to VSNJV-infected fly bites. Both juvenile and nestling mice had
lesions and viral antigen in the central nervous system (CNS); in juveniles, their distribution suggested that the sensory pathway
was the most likely route to the CNS. In contrast, a hematogenous route was probably involved in nestling mice, since all of these
mice developed viremia and had widespread antigen distribution in the CNS and other tissues on 2 DPI. VSNJV was recovered
from naive flies that fed on viremic nestling mice. This is the first report of viremia in a potential natural host following infection
with VSNJV via insect bite and conversely of an insect becoming infected with VSNJV by feeding on a viremic host. These results,
along with histopathology and immunohistochemistry, show that nestling mice have widespread dissemination of VSNJV following
VSNJV-infected black fly bite and are a potential reservoir or amplifying host for VSNJV.

Keywords
arbovirus, arthropod-borne virus, deer mouse, encephalitis, vesicular stomatitis virus, neuropathogenesis, transmission, reservoir
host

Vesicular stomatitis New Jersey virus (VSNJV) is an arthropod-
borne virus in the genus Vesiculovirus, family Rhabdoviridae,
that primarily affects horses, cattle, and swine, yet many other
animal species are also susceptible to infection, including wild-
life.'” Infections in livestock are characterized by the develop-
ment of vesicular lesions on the mouth, teats, and coronary
bands, which are clinically indistinguishable from lesions of
foot-and-mouth disease in cattle and pigs.""

Infection of domestic animals with VSNIV has occurred as
small endemic foci on Ossabaw Island, Georgia, as well as in
parts of southern Mexico, Costa Rica, and northern South
America."? In addition, VSNJV is associated with recurrent
vesicular stomatitis (VS) epidemics in the western United
States.'!

Transmission is associated with animal-to-animal contact and
infected biting insects, such as sand flies (Lutzomyia spp)"®,
biting midges (Culicoides spp),'® and black flies (Simulium
spp).>*7 However, several aspects of transmission by insects
remain unclear, including how the virus is maintained between
outbreaks and from what source insects are initially infected.

Serologic surveys to identify potential reservoir species
involved in enzootic VSNJV maintenance have shown that
mammals, including ungulates, carnivores, and rodents, may
be naturally infected with VSNJV.!” Of these susceptible spe-
cies, only rodents have been shown to consistently develop
viremia following experimental infection.> Based on serologic
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studies'” and experimental infections,” the deer mouse (Pero-
myscus maniculatus) has been implicated as a potential
VSNIV reservoir host. Naturally infected deer mice have been
associated both temporally and spatially with the occurrence of
VS epizootics.'” Experimental infection demonstrated that deer
mice can develop viremia and central nervous system (CNS)
disease following intranasal or intradermal inoculation.” The
virus also can be transmitted from VSNJV-infected black flies
to naive black flies that are physically separated while cofeed-
ing on deer mice, even though the mice do not develop detect-
able viremia.” In livestock, VSNJV can be transmitted
mechanically to domestic pigs by black flies that had fed at
the site of vesicular lesions in a previously infected host.'® In
addition, in cattle, VSNJV-infected black flies can transmit the
virus to a naive host and cause clinical disease.'*°

While the presence of neutralizing antibodies in animals
demonstrates their susceptibility to VSNJV infection, it does
not fully implicate them as reservoirs. According to the World
Health Organization (WHO), a reservoir species must have
virus circulating in the bloodstream at levels sufficient to infect
a blood-feeding vector.?! Detectable VSNJV viremia has been
reported in rodents following direct and peripheral infection
routes™'® but never following transmission via infected insect
bite. Neither transmission accompanied by viremia in a host
nor transmission to insects from a viremic host has been docu-
mented previously for VSNJV in any vector-host relationship.
The present study was designed to evaluate the susceptibility of
juvenile and nestling deer mice to VSNJV infection via black
fly bite and also the ability of these mice to transmit the virus to
naive black flies.

Materials and Methods

Two- to 3-day-old female Simulium vittatum (IS-7 cytotype)
from a continuous laboratory colony (Department of Entomol-
ogy, University of Georgia, Athens, Georgia) were used in this
study. Peromyscus maniculatus were obtained from the Pero-
myscus Stock Center (Columbia, South Carolina) and housed
individually in microisolation cages under controlled tempera-
ture conditions. The use of animals in this study was approved
by the University of Georgia’s Institutional Animal Care and
Use Committee (approval A2001-10076-ml). A 1997 Colorado
equine VSNJV isolate was used in these studies. The virus was
passaged and titrated in confluent Vero Middle America
Research Unit (MARU, [Vero-M]) cell culture monolayers.®

Experimental Design

Two separate experiments were conducted. In the first experi-
ment, 20 female juvenile mice (aged 26-28 days) were sepa-
rated into 2 groups (10 mice/group). The mice of group 1 (case
Nos. 1-10) were anesthetized with 45 mg/kg Telazol (Zoetis,
Florham Park, New Jersey) and 7.5 mg/kg xylazine and were
intranasally infected with a suspension of VSNIV (107 pfu/ml)
by placing a drop of the suspension at the opening to the nasal
cavity, stimulating the mouse to inhale the droplet. On 1 or

2 days postinoculation (DPI), naive female black flies were
allowed to feed on the intranasally infected mice (20-40
flies/mouse), and blood samples were collected in heparinized
capillary tubes from the orbital sinus of mice and centrifuged to
separate serum for virus isolation. Of these mice, 6 and 4 mice
were euthanized on 1 and 2 DPI, respectively, immediately
after blood sampling and fly feeding. In addition, following
feeding, flies were collected for virus isolation. Group 2 mice
(case Nos. 11-20) were anesthetized as described above, and
the abdomen was shaved to expose skin, facilitating direct
contact for insect feeding. Black flies, infected with VSNJV
as previously described,” were allowed to feed on the shaved
abdomen of each mouse until they no longer showed interest in
feeding or until the anesthesia began to subside. To determine
how many VSNJV-infected flies had fed on each mouse, black
flies were dissected and examined for the presence of blood in
the abdomen immediately after being allowed to feed on mice.
Blood samples were collected in heparinized capillary tubes
from the orbital sinus of all mice on 1 or 2 DPI, then centri-
fuged to separate serum for virus isolation. Then, 6 and 4 mice
were euthanized on 1 and 2 DPI, respectively.

In a second experiment, 15 female juvenile mice (aged 26-28
days) and 8 nestling mice (aged 6-7 days) were used. Fifteen
juvenile (group 3/case Nos. 21-35) deer mice were exposed to
VSNIJV-infected fly bite as described for group 2 above. Mice
were observed daily for onset of clinical illness indicated by
rapid breathing and/or paralysis in the hind legs. Mice with
severe neurological signs (n = 4) were immediately euthanized.
Six and 5 juvenile mice not showing clinical signs were eutha-
nized on 10 and 11 DPI, respectively. Blood collected from the
orbital sinus from these mice on 3 DPI and at euthanasia was
processed for viral isolation and antibody titration. Eight nestling
mice (group 4/case Nos. 36-43) were housed with the mother in
a single microisolation cage. VSNJV-infected flies were
allowed to feed on the anesthetized nestlings without shaving
the abdomen since they had not developed a significant amount
of fur. Subsequently, these mice were divided in 2 subgroups of
4 animals each, and naive flies were allowed to feed on
anesthetized nestlings on 1 and 2 DPI, respectively. Immediately
following feeding, the mice were euthanized as described
above, and the flies were submitted for dissection and viral iso-
lation. Flies with obvious swelling of the abdomen indicating
blood feeding were homogenized individually.

All mice were euthanized by subcutaneous injection of bar-
biturate. Necropsy was performed in all euthanized mice and
mice that died from both experiments, and samples of head,
brain, spinal cord, skin, lung, and heart were collected and
fixed in 10% neutral buffered formalin. In addition, samples
of brain of nestling mice were collected for viral isolation.

Virus Isolation, RT-PCR, and Antibody Titration

Black flies were homogenized in groups of 1 to 3 black flies in
1.8-ml vials each containing 2 copperhead ball-bearing pellets
and 0.5 ml virus isolation media (minimum essential media
[MEM] with 5% fetal bovine serum and 2% antibiotics). For
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virus isolation, either 10 pl of serum or black fly samples was
inoculated onto individual wells of a 12-well plate with con-
fluent Vero-M cell culture monolayers and incubated at 37°C
in a 5% CO, atmosphere for 1 hour. Cell cultures were exam-
ined daily for 3 days for evidence of cytopathic effects (CPE).
Before inoculation, black fly samples were centrifuged to settle
debris, and 100 pl of the resulting supernatant was used for
virus isolation. Virus isolates were confirmed by reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) as described
previously.'?

A previously described plaque assay® was used to quantify
VSNIV in virus isolation-positive black fly and serum samples.
Briefly, 10-fold serial dilutions of positive serum or black fly
samples were used as the cell culture inoculum. Two 0.5-ml
portions of each dilution were aliquoted onto each of 2 wells of
2-day-old confluent Vero-M cell culture monolayers in 24-well
cell culture plates and incubated at 37°C for 1 hour. After
removal of the inoculum, the cells were overlaid with a 1%
gum tragacanth/1x MEM solution supplemented with 3%
heat-inactivated fetal bovine serum and 2 antibiotic/antimy-
cotic (200 U/ml penicillin, 200 pg/ml streptomycin, and 500
ng/ml amphotericin B). After incubating for 3 days at 37°C,
cells were fixed by adding 20% formalin to the overlay and
then stained with 5% crystal violet. Virus titers are expressed as
plaque-forming units (pfu) per black fly or milliliters of serum.

Antibody titration was performed using a microtiter serum
neutralization test.” Briefly, for microtiter serum neutralization
tests, 2-fold dilutions (maximum 1:256) of heat-inactivated
serum samples were challenged with a virus solution (1000
TCID5y/25 pl) to identify an increase in VSNJV neutralizing
antibodies. A 4-fold or greater increase in neutralizing antibo-
dies was considered evidence of seroconversion.

Histology and Immunohistochemistry

Formalin-fixed tissues were embedded in paraffin, sectioned at
4 pm, and stained with hematoxylin and eosin. Tissue sections
from juvenile mice from the first experiment (case Nos. 1 and
2/intranasal infection; case Nos. 11, 13-17, and 20/infection by
fly bite), as well as from mice of the second experiment (case
Nos. 21, 23, 25, 26, 31, 32, and 34/juveniles; case Nos. 35-43/
nestlings), were also stained for VSNJV antigen by immuno-
histochemistry (IHC).

Immunohistochemistry was performed using an alkaline
phosphatase—conjugated streptavidin-biotin technique similar
to what has been described and validated previously.” Tissues
were sectioned at 4 pm, mounted on slides, and deparaffinized,
and antigen was retrieved by boiling in 0.01 M citrate buffer
(pH 6) for 7 minutes in a microwave oven. Sections were
blocked with Power Block (Biogenex, Fremont, California) for
7 minutes at room temperature and then incubated with a
1:1500 dilution of anti-VSNJV hyperimmune mouse ascitic
fluid kindly provided by Dr. R. B. Tesh. Sections were washed,
and biotinylated anti-mouse and alkaline phosphatase—conju-
gated streptavidin label (Biogenex, San Ramon, California)
were used sequentially. Fast red (Biogenex) was used as the

chromagen/substrate, and sections were counterstained with
hematoxylin. CNS sections of mice previously infected with
VSNJV were used as positive controls.” The primary antibody
was substituted by homologous nonimmune sera as a negative
control.

Results

Clinical Outcome

One juvenile mouse (case No. 10) from group 1 was found
deceased on 1 DPI, probably due to trauma during the manip-
ulation process. Clinical disease, characterized by neurological
signs including rapid breathing and/or paralysis originating in
the hind legs, developed in 5 juvenile mice that were exposed to
VSNIJV via fly bite (group 3/case Nos. 21, 23, 25, 26, and 31).
One mouse was found deceased (case No. 26) and the other
mice were euthanized on 6 to 8 DPI due to severe neurological
signs. Juvenile mice from groups 1 and 2 did not exhibit clin-
ical signs since they were euthanized on | or 2 DPIL. Clinical
signs similar to group 3 were observed in the nestling mice
(group 4).

Virus Isolation and Seroconversion

Virus was detected in the serum on 1 or 2 DPI in 9 of 10
intranasally infected group 1 mice by virus isolation and con-
firmed by RT-PCR. Virus titers in the serum of these mice
ranged from 7.5 x 10% to 7.5 x 10* pfu/ml. However, virus
was not recovered from any naive black flies that fed on the
viremic mice (0/266 flies).

Poor feeding by VSNJV-infected black flies was observed
for group 2 mice. Based on observation during dissection, the
number of flies containing discernible amounts of blood in the
abdomen ranged from 0 to 3 flies per mouse. Viremia was not
detected in the serum of any of these mice on 1 or 2 DPI.

Virus was not detected in the serum of any juvenile mice
(group 3) exposed to VSNIJV via infected fly bite on 3, 10, or 11
DPI. Although viremia was not detected, transmission was
confirmed by seroconversion in 7 mice (case Nos. 21, 23, 25,
27, 31, 32, and 34). Neutralizing antibody levels for all mice
were <1:8 on 3 DPI, and a 4-fold or greater increase in neu-
tralizing antibody titer was considered seroconversion. Neutra-
lizing antibody titers ranged from 1:16 to 1:>256, and titers in
the 5 mice that developed clinical illness included both
extremes of this range. The 3 mice that seroconverted but did
not demonstrate clinical signs of illness (Nos. 27, 32, and 34)
had neutralizing antibody titers of 1:32, 1:64, and 1:>256,
respectively.

In group 4, virus was detected in the serum of 8 of 8 nestling
mice on 1 and 2 DPI with virus titers ranging from 1.0 x 10* to
9.5 x 10° pfu/ml. In addition, VSNJV was detected in the brain
of all 8 nestling mice by virus isolation and confirmed by
RT-PCR. Virus was recovered from 12% (15/126) of the total
number of naive flies allowed to feed on all viremic nestling
mice; of these, virus was recovered from 24% (15/63) of those
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Table I. Transmission of Vesicular Stomatitis New Jersey Virus
(VSNJV) Between Viremic Nestling Deer Mice and Black Flies.

Virus Titer® Virus Titer® Flies Infected/
Mouse in Mouse Fly in the Fly, Flies Fed,
No. Serum, pfu/ml No. pfu/ml No. (%)
36¢ 1.0 x 10* NA NA 0/15 (0)
37¢ 3.0 x 10° 16 <50 3/6 (50)
17 1.6 x 10°
18 14 x 10°
38° 2.5 x 10 26 1.5 x 102 2/8 (25)
31 <50
39¢ 6.5 x 10* 46 <50 1112 (8)
40° 34 x 10° NA NA 0/3 (0)
414 6.5 x 10° 51 <50 2/5 (40)
54 4.0 x 10%
42° 9.5 x 10° 63 <50 3/5 (60)
65 <50
66 <50
43¢ 22 x 10° 71 <50 4/9 (44)
72 <50
73 50
78 <50

Abbreviations: NA, not applicable.

*The data show virus titers in serum of nestling mice | or 2 days after exposure
to feeding by black flies infected with VSNJV, and the titers and prevalence of
virus recovery from a different cohort of previously uninfected flies after
feeding on the nestling mice.

®Naive black flies were allowed to feed on VSNJV-infected nestling mice on day
1€ or day 2¢ after infection of the mouse.

flies that were suspected of having had a blood feeding. The
nestling mouse (case No. 42) with the highest virus titer pro-
duced the highest percentage (60%) of VSNJV-infected flies,
and the lowest virus titer was correlated to the lowest percent-
age of VSNJV-infected flies (Table 1). One nestling (case No.
40) was an exception to this observation since only 3 flies fed
on this mouse. Virus titers of flies that fed on viremic nestlings
were determined immediately after feeding and varied from
<50 to 1.6 x 10° pfu/ml. As shown in Table 1, virus titers in
VSNIJV-infected flies were not directly proportionate to virus
titers of nestling mice. The flies with the highest quantity of
virus detected were not infected from the mouse with the high-
est virus titer. Overall, virus was recovered from a higher per-
centage of flies after feeding on nestlings with virus titers
>10° pfu/ml.

Histopathology and Immunohistochemistry

Group 1. All 10 mice inoculated intranasally had lesions in the
nasal cavity that ranged from multifocal necrosis of the olfac-
tory mucosa on 1 DPI to extensive necrosis with a mild to
moderate infiltration of neutrophils in the submucosa in mice
on 2 DPI. Three of the 6 mice euthanized on 1 DPI had derma-
titis at the site of fly bite characterized by focal, mild infiltra-
tions of neutrophils, mononuclear cells, and mast cells in the
superficial dermis associated with edema in 1 mouse. On 1
DPI, 1 mouse developed a severe, diffuse purulent bronchiolitis

and bronchopneumonia. On 2 DPI, mice had multifocal pykno-
tic cellular debris in multiple olfactory nerve fibers as they
entered the olfactory bulb. IHC was performed on 2 mice (case
Nos. 1 and 2), and both had multifocal staining for VSNJV in
the olfactory epithelium and in Bowman’s glands. Both of
these mice also had staining of olfactory nerve fibers from the
nasal mucosa to the level of the olfactory bulb. Skin, lung, and
brain were immunonegative for VSNJV in these 2 animals.

Group 2. Of the first group of 10 juvenile mice exposed to
VSNIJV-infected fly bites, 3 of 6 mice on 1 DPI and 2 of 4
mice on 2 DPI had dermatitis at the area of feeding. This was
characterized by multifocal serocellular crusting (5/5), mild
epidermal hyperplasia (2/5), and diffuse and mild infiltration
of a mixed population of inflammatory cells within the super-
ficial dermis that was composed mainly of macrophages,
plasma cells, and neutrophils, as well as fewer lymphocytes
and mast cells (5/5). Two of these mice had staining for VSNJV
by IHC. One (case No. 13) had staining within adipocytes and
hair follicles, and another mouse (case No. 20) had staining in
the cytoplasm of epidermal keratinocytes and in inflammatory
cells in the superficial dermis. In group 2, lesions were not
present in brain, spinal cord, nasal mucosa, lung, and heart.
Viral antigen was not visualized in these tissues.

Group 3. In the other 15 juvenile mice exposed to VSNJV-
infected fly bites, dermatitis at the site of feeding occurred in
5 of the mice, 4 of which (case Nos. 21, 23, 25, and 26) became
sick or died. The dermatitis visualized in group 3 was similar as
described for group 2. However, viral antigen was not detected
in the skin of mice of group 3 by IHC. Only the 4 mice that
became sick or died had lesions in the CNS.

In the spinal cord, there was moderate to severe, multifocal
to coalescing infiltration of lymphocytes and plasma cells
admixed with rare neutrophils in the leptomeninges, severe
necrosis of ependymal cells lining the central canal, and multi-
focal neuronal necrosis affecting both dorsal and ventral horns
(Fig. 1). Neuronal necrosis associated with neutrophilic infil-
tration was also observed in the spinal ganglia (Fig. 2).

In the brain, lymphoplasmacytic leptomeningitis was most
severe in the brainstem but affected the entire brain, including
olfactory bulbs, and was most severe ventrally. The lesions
were characterized by diffuse infiltration of a large number
of neutrophils, severe multifocal neuronal necrosis (Fig. 3) in
which necrotic neurons were often surrounded by neutrophils,
and multifocal areas of hemorrhage. Necrosis of ependymal
cells lining the fourth ventricle was also observed.

By immunohistochemistry, strong cytoplasmic immunola-
beling for VSNJV antigen was detected in necrotic and viable
neurons and their processes throughout the spinal cord (Fig. 4),
in brainstem nuclei, and in dorsal root ganglia. VSNJV antigen
was also detected in a large number of necrotic and viable
ependymal cells lining the central canal of the spinal cord and
the fourth ventricle. One mouse (case No. 26) had immunos-
taining for VSNJV in olfactory nerves, but there were no his-
topathologic changes in these nerves. Lesions and/or viral
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Figures 1-6. Deer mice infected with vesicular stomatitis New Jersey virus (VSNJV) via black fly bite. Figure |. Lymphoplasmacytic lepto-

meningitis, spinal cord, juvenile mouse at 7 days postinfection (DPI). The leptc inges are expanded by lymphocytes and plasma cells. Inset:
Necrosis of neurons and of ependymal cells lining the central canal. Hematoxylin and eosin (HE). Figure 2. Ganglioneuritis, dorsal root ganglion,
juvenile mouse at 6 DPI. Neuronal necrosis with focal neutrophilic infiltration. HE. Figure 3. Encephalitis with neuronal necrosis, brainstem,
juvenile mouse at 7 DPI. Neutrophils surround necrotic neurons, which are shrunken and eosinophilic. HE. Figure 4. Spinal cord, juvenile
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antigen were not detected in the olfactory bulb, cranial nerve
ganglia, nasal mucosa, heart, lung, skeletal muscle, brown fat,
or tongue epithelium of juvenile mice.

Group 4. In the group of nestling mice exposed to VSNIV-
infected fly bites, skin lesions were seen in 5 (case Nos. 36,
37,41,42,and 43). On 1 DPI, in 2 mice (case Nos. 36 and 37),
multifocal areas of hemorrhage were observed in the skin, but
viral antigen was not detected. Three of 4 mice euthanized on 2
DPI had skin lesions. One (case No. 42) had a diffuse and mild
lymphoplasmacytic and neutrophilic dermatitis without detect-
able viral antigen, and 1 had a moderate lymphoplasmacytic
dermatitis and subcutaneous edema with a small amount of
detectable viral antigen (case No. 43). One mouse (case No.
41) had extensive serocellular crusting and severe dermal and
subcutaneous edema with severe neutrophilic infiltration and
exocytosis. In this nestling, massive amounts of viral antigen
were observed multifocally within hair follicles and adipocytes
(Fig. 5), and underlying panniculus muscle fibers were positive
for VSNJV by IHC.

All nestling mice in group 4 euthanized on 2 DPI had micro-
scopic lesions in the CNS characterized by necrosis of ependy-
mal cells lining the central canal of the spinal cord, the fourth
ventricle, and the lateral ventricles. The capillaries throughout
the brain were diffusely and markedly congested with swollen
endothelial cells. Occasionally, the capillaries were surrounded
by a small number of neutrophils, and there were multifocal
areas of hemorrhage. There were a small number of neutrophils
and lymphocytes within the leptomeninges.

By IHC, all nestling mice in group 4 euthanized at 1 DPI had
a VSNJV immunolabeling of few neurons in dorsal root gang-
lia, in axons of the spinal nerve (Fig. 6), and in few scattered
positive neurons in the cerebral cortex, cerebellum, brainstem,
and olfactory bulb. On 2 DPI, massive amounts of viral antigen
were detected in many neurons throughout the brain, including
the cerebral cortex, hippocampus, olfactory bulb, brainstem,
and thalamus. Immunolabeling was also present in many neu-
rons in dorsal and ventral horns of spinal cord and dorsal root
ganglia and trigeminal ganglia, as well as in olfactory nerves.

Lesions were not observed in the nasal respiratory mucosa,
but 6 of 7 nestling mice had detectable viral antigen in the
olfactory epithelium and Bowman’s gland. Multifocal areas
of myocardial necrosis containing massive amounts of viral
antigen were seen in 5 of 7 nestling mice. On 2 DPI, 3 mice
had multifocal, moderate necrosis of striated muscles around
the spinal column, muscles of the head, and tongue; these
muscles contained a large amount of viral antigen. VSNJV
antigen was also observed in areas of striated or myocardial
muscle without lesions. Immunolabeling was also seen in
brown fat of 2 mice (case Nos. 40 and 43) associated with or
without foci of necrosis. Although lung lesions were not

observed, there was multifocal immunolabeling for VSNIJV
in alveolar septa in 2 of 7 nestling mice (case Nos. 39 and 43).

Discussion

In this study, both juvenile and nestling deer mice developed
CNS disease after exposure to VSNJV-infected black fly bites.
The morphologic and immunohistochemical findings suggest
that VSNJV in juvenile deer mice reached the CNS via sensory
nerves, whereas in nestling mice, the hematogenous route was
also involved since these mice developed viremia. Importantly,
these viremic nestling mice were able to transmit the virus to
naive black flies, establishing 2 essential aspects of arboviral
transmission. Although viremia was also detected in juvenile
deer mice intranasally infected with VSNJV, the virus titers
were not sufficient to infect blood-feeding flies, which suggests
that specific host and vector factors may enhance virus replica-
tion and transmission in nestling mice.

In the present study, juvenile and nestling deer mice
exposed to VSNJV-infected flies developed severe lesions in
the CNS. Juvenile mice (group 3) exposed to VSNJV-infected
flies were euthanized on 6 to 8 DPI due to severe neurological
signs. Lesions in these mice were characterized by a diffuse
lymphoplasmacytic leptomeningitis, necrosis of ependymal
cells lining the central canal in the spinal cord, and multifocal
neuronal necrosis associated with an infiltration of neutrophils
in dorsal root ganglia, in both ventral and dorsal horns of the
spinal cord and in a large number of neurons of the brainstem.
Viral antigen was detected by IHC in the cytoplasm of viable
and necrotic neurons of all these areas, including the axons
of spinal nerves. No other lesions, or VSNJV antigen, were
observed in other tissues. Despite dermatitis visualized in some
mice, VSVNIJ antigen was not detected in skin on 6 to 8 DPIL.
However, on 1 and 2 DPI, juvenile mice exposed to VSNJV-
infected fly bites (group 2) had detectable VSNJV antigen in
epithelial cells within the epidermis, in inflammatory cells, and
in the dermis.

The presence of VSNJV antigen in the skin supports the
hypothesis that when juvenile mice are exposed to VSNJV-
infected flies, VSNJV reaches the spinal cord through periph-
eral nerves via the sensory pathway, whose receptors are
located on or near the body surface.” In this way, the virus may
first reach the dorsal root ganglia as suggested by the presence
of VSNJV antigen on neurons and extending axons. Projections
of neurons of the dorsal root ganglia enter the spinal cord
through the dorsolateral sulcus and synapse with interneurons
involved in reflex activity or with neurons that project cranially
to the brainstem.* Large amounts of VSNJV antigen were
found in neurons throughout the brainstem, consistent with
involvement of the sensory pathway in VSNJV pathogenesis.
In addition, the presence of viral antigen in ependymal cells

Figure 4. (continued) mouse at 7 DPI. VSNJV antigen is located within the cytoplasm of neurons of ventral and dorsal horns. Immunohis-
tochemistry (IHC) for VSNJV. Figure 5. Haired skin, nestling mouse at 2 DPI. VSNJV antigen is present in the cytoplasm of epithelial cells of
epidermis and hair follicles, as well as of adipocytes. IHC for VSNJV. Figure 6. Dorsal root ganglion, nestling mouse at 2 DPI. Neurons in the
ganglion and axons of the spinal nerve are positive for VSNJV antigen. IHC for VSNJV.
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lining the fourth ventricle and central canal of spinal cord
suggests that dissemination within the ventricular system may
occur in juvenile deer mice exposed to VSNIV-infected black
fly bites. In contrast, in intradermally VSNJV-infected juvenile
deer mice, viral antigen was widespread in many regions in the
brain and also in the heart.” In this case, viral dissemination was
attributed to hematogenous infection.?

Unlike juvenile mice, all nestling mice from the present
study developed viremia on 1 and 2 DPI after being exposed
to VSNJV-infected flies. The lesions in the CNS of nestling
mice on 2 DPI were widespread throughout the brain, and
VSNIV antigen was detected in a large number of neurons in
many regions of brain and spinal cord, as well as in myocar-
dium, striated muscles around the spinal column, tongue, lungs,
olfactory epithelium, brown fat, and skin. Although the sensory
pathway was also involved, viremia associated with wide-
spread viral antigen in many organs, including the CNS, sug-
gests that VSNJV spreads by a hematogenous route in nestling
mice, which differed from the infection in juvenile mice.

The pathogenesis of VSNJV, when inoculated intradermally
in a previous study, was similar between juvenile and nestling
mice, with both age classes developing viremia.> This could be
attributed to the amount of inoculum, which is most likely
higher in intradermal inoculation compared with fly bite. How-
ever, in nestling mice of the present study, virus dissemination
was more widespread and prominent compared with intrader-
mally inoculated nestlings.” Since delivery of VSNJV by mos-
quitoes has been shown to induce a neutralizing antibody
response more efficiently than injection,” it is possible that
specific factors of the vector are important for infection of deer
mice with VSNJV from blood-feeding flies. A previous study
has shown that specific factors of the vector may play an
important role in VSNJV transmission to rodents by blood-
feeding flies.'

Following intranasal VSNIV inoculation of juvenile deer
mice, virus travels through the olfactory nerves to the olfactory
bulb and subsequently to other parts of the brain.” In juvenile
mice inoculated intranasally in the current study, lesions and
viral antigen were found primarily in the olfactory epithelium
and were similar to those described previously.”

The presence of virus in the serum of intranasally infected
juvenile deer mice in this study is consistent with previous
experimental infections using intranasal inoculation.”> How-
ever, because intranasal infection is not likely a naturally
occurring mode of transmission, this may not reflect the patho-
genesis of the natural disease. In addition, the inability to
recover virus from naive flies that fed on these viremic juve-
niles suggests that the virus titers in these mice were not suf-
ficient to infect blood-feeding flies. Although undetectable
immediately after feeding, virus may have replicated to detect-
able and infective levels during the extrinsic incubation period.
Unlike the intranasally infected juveniles, no juvenile mice
exposed to VSNJV-infected fly bite (group 2) developed
detectable viremia. It cannot be excluded that poor feeding
by these flies could result in low amounts of viral inoculum
resulting in no detectable viremia on 1 and 2 DPI. However,

viral antigen was observed in the skin of these juvenile mice,
demonstrating that viral transmission occurred in this group.

In contrast to juvenile mice exposed to VSNJV-infected fly
bite, all nestling mice developed detectable viremia and, unlike
the viremic intranasally infected juveniles, had virus titers suf-
ficient to infect naive flies. The virus titers of nestling mice
were generally higher than those of the intranasally infected
juvenile mice and may be attributable to specific host factors
that allow for enhanced virus transmission and replication in
nestling mice following infection by infected insect bite. Thus,
the results demonstrate that nestling deer mice have an
increased susceptibility to VSNJV infection when inoculated
through black fly bite. Similarly, in other rodent species, young
mice are more susceptible to VSNIV infection.>®!'3!*1¢ Based
on the titers obtained from nestling mice, it is likely that a
minimum of approximately 10* pfw/ml of virus in the serum
of deer mice is necessary for the infection of black flies. It is
important to note here that the presence of VSNJV in black fly
homogenate indicates transmission only and, for our purposes,
was assumed to lead to disseminated infection in at least a
portion of these flies, making them capable of transmitting
virus. Virus titers in the nestling mice varied proportionately
with recovery of virus in flies, indicating that more flies can
potentially become infected by feeding on a host with a higher
amount of virus in the blood.

In the absence of viremia, such as for the juveniles in the
second experiment, transmission was also confirmed by sero-
conversion. Three juvenile mice developed relatively high neu-
tralizing antibody levels without conspicuous clinical illness.
This suggests that juvenile deer mice may be infected with
VSNIJV without displaying clinical signs and that mice of this
age are capable of mounting a sufficient antibody response to
limit development of disease and to survive VSNJV infection.

The detection of viremia in nestling mice is the first demon-
stration of viremia in a host following transmission by VSVNJ-
infected insect bite. Although previous experimental infections
have suggested the potential of deer mice to serve as reservoir
or amplifying hosts for VSNJV because of their susceptibility
to systemic infection,>'® especially development of relatively
high virus titers in serum, these studies used intradermal injec-
tion or unnatural routes of infection rather than infection by
black fly bites, the natural route of arboviral transmission. In
the present study, the development of detectable viremia fol-
lowing infective insect bite satisfies one essential criterion for
arboviruses.”” Conversely, in this study, the infection of black
flies by feeding on viremic nestling mice is the first demonstra-
tion of VSNIJV infection of an insect by feeding on a viremic
host, further fulfilling the definition of an arbovirus. Together,
these 2 demonstrations, viremia following VSNJV-infected
insect bite and infection of insects via blood feeding on a
viremic host, were able to reproduce principal components of
what may occur in nature with the enzootic VSNIJV transmis-
sion cycle. Besides the involvement of a viremic host in
VSNIJV transmission, a nonviremic host may also exert an
important role in VS epidemiology. VSNJV can be transmitted
horizontally by black flies to uninfected flies by cofeeding on
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the same nonviremic deer mouse.” In addition, mechanical
transmission of VSNJV by black flies has been demonstrated
in domestic swine.'®

In summary, the present study demonstrates that VSNIV-
infected black flies were able to transmit the virus to juvenile
and nestling mice, which were susceptible to infection devel-
oping significant CNS lesions. Naive flies were infected after
feeding on viremic nestling deer mice, which could be potential
reservoir hosts of VSNJV and may play an important role in the
enzootic maintenance of the virus.
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3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA NO SIS TEMA
NERVOSO CENTRAL DE CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO
HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5 (BOHV-5)

No presente capitulo é apresentado um artigo que sera submetido ao

periédico Virology.

RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é responsavel por causar meningo-encefalite
em bovinos jovens, principalmente naqueles imunossuprimidos. Inicialmente, o
BoHV-5 infecta células epiteliais da mucosa nasal e células neurdnios olfatorios
receptores infectando desta maneira o sistema nervoso central (SNC) e
estabelecendo laténcia no ganglio trigeminal. Poucos estudos foram conduzidos
para elucidar a resposta imune durante a infecgao pelo BoHV-5. Apesar de existirem
evidéncias da infeccdo pelo BoHV-5 em camundongos imunodeficientes, pouco se
sabe a respeito da replicacdo viral, resposta imune e evolucdo da infeccdo pelo
BoHV-5 no SNC de camundongos com o sistema imune intacto. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a resposta do SNC a infeccdo pelo
BoHV-5 em camundongos isogénicos BALB/c em diferentes dias pds-inoculagcéo
(DPI). O BoHV-5 quando inoculado pela via intracraniana foi capaz de infectar e se
replicar no SNC de camundongos BALB/c. Entretanto, até o momento avaliado (15
DPI), os animais sobreviveram a infeccdo sem apresentar sinais neurolégicos
evidentes. A infeccdo foi acompanhada de uma resposta imune do tipo Thl
importante, com expressao significativa das citocinas IFN-y e TNF-a, e quimiocina
CCL-2. A expresséao das citocinas e quimiocinas se deu principalmente no inicio da
infeccéo (3 e 4 DPI), a qual foi seguida por uma meningo-encefalite com manguitos
perivasculares e periventriculite, compostas predominantemente por macréfagos e
linfécitos. Apds a expressao significativa das citocinas e quimiocina, 0s animais
foram capazes de debelar a infeccdo aguda, uma vez que particulas virais viaveis

ndo foram detectadas apds o 6 DPI. Entretanto, o BoHV-5 foi capaz de infectar o



60

ganglio trigeminal, uma vez que grande quantidade de DNA de BoHV-5 foi detectada
no 3 DPI, o que foi confirmado pela presenca de antigenos virais no citoplasma de

neurdnios do ganglio trigeminal de camundongos BALB/c infectados.

ABSTRACT

The bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) s responsible for causing
meningoencephalitis in young cattle, mainly on those with immunosuppression.
Initially, BoHV-5 infects epithelial cells and olfactory receptor neurons within the
nasal cavity and travels to the central nervous system (CNS), where it can stablish a
latent infection in trigeminal ganglia. Few studies have attempted to study the
iImmune response during BoHV-5 infection. Despite that BoHV-5 can infect mice with
severe genetic immune deficiencies, little is known about viral replication, immune
response and the course of the disease in the CNS of wild-type mice. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the response in the CNS of isogenic BALB/c mice
to BoHV-5 infection in different days post-inoculation (DPI). BoHV-5, when inoculated
through intracranial route, was able to infect and replicate within the CNS of BALB/c
mice. However, until the evaluated time (15 DPI), the mice was able to survive
without showing prominent neurological signs. The infection was accompanied by an
important Thl immune response, with a significant expression of the cytokines IFN-y
and TNF-a, and chemokine CCL-2. The expression of these cytokines and
chemokines was detected mainly on the early course of infection (3 and 4 DPI), and
it was followed by a meningoencephalitis with perivascular cuffing and
periventriculitis, composed mainly by macrophages and lymphocytes. After the
expression of cytokines and chemokine, the mice were able to curb BoHV-5 acute
infection, since viable viral particles were not detected after 6 DPIl. However, BoHV-5
was able to infect the trigeminal ganglia, since a large number of BoHV-5 DNA
copies was detected on 3 DPI, which was confirmed by the presence of viral antigens
within the cytoplasm of neurons in the trigeminal ganglia of infected BALB/c mice.
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3.1 INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) pertence a familia Herpesviridae, e &
responsavel por causar meningo-encefalite em bovinos jovens e é antigenicamente
e geneticamente relacionado ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1). Embora seja
antigenicamente e geneticamente relacionado ao BoHV-1, o BoHV-5 possui uma
capacidade de neuro-invasao e neuroviruléncia bem superior. Ap6s uma replicacéo
inicial no epitélio nasal, o BoHV-5 infecta células olfatérias e terminacdes nervosas
do nervo maxilar, e se dissemina para o sistema nervoso central (SNC) por meio dos
nervos olfatério ou trigémio (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010). Em bovinos, pode
ocorrer uma reativacdo viral a partir do ganglio trigeminal em situacbes de
imunossupressdo (PEREZ et al., 2002). Desta forma, o animal pode desenvolver a
doenca clinica caracterizada por sinais neuroldgicos acentuados (PEREZ et al.,
2002). As lesdes no SNC causadas pelo BoHV-5 sdo caracterizadas por uma
meningo-encefalite necrotizante que afeta principalmente os lobos frontal, temporal e
parietal do telencéfalo, que macroscopicamente se caracteriza por amolecimento
(malédcia) do tecido nervoso com achatamento dos giros e hemorragia (RISSI;
BARROS, 2013). Microscopicamente, estas lesbes s&do caracterizadas por uma
meningo-encefalite necrotizante, com areas de astrogliose e necrose neuronal
laminar, com ocasionais inclusdes intranucleares eosinofilicas em astrocitos e
neurénios (RISSI; BARROS, 2013).

Poucos estudos foram conduzidos para elucidar a resposta imune apds a
infeccdo pelo BoHV-5 (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010). A doenca aguda causada
pelo BoHV-5 tem sido reproduzida em coelhos (BELTRAO et al., 2000), o que de
certa forma ajudou a entender as formas de laténcia e reativacdo viral. Em
camundongos, quando inoculado pela via intraperitoneal, o BoHV-5 é capaz de se
disseminar nos animais infectados, e a infeccdo em camundongos wild-type assim
como nagueles com deficiéncias genéticas combinadas no sistema imune inato ou
adaptativo revelaram novos conhecimentos a respeito da patogénese do BoHV-5
(ABRIL et al., 2004). Entretanto, a infeccdo pelo virus nestes animais foi
demonstrada apenas pela presenca de DNA viral por PCR quantitativo (QPCR) e
producdo de anticorpos (ABRIL et al., 2004). Neste mesmo estudo, ndo foi possivel
avaliar a presenca de particulas virais viaveis no tecido em decorréncia de baixos

titulos virais. O sistema interferon (IFN)-y intacto foi responsavel pela eficiente
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replicacédo do BoHV-5 em neurdnios e contribui para o desenvolvimento da doenca
neurolégica (ABRIL et al., 2004). Estudos anteriores com isolados nacionais do
BoHV-5, inoculados pela via intranasal, ndo conseguiram induzir encefalite em
camundongos, no entanto a idade e a linhagens destes animais sdo fundamentais
para o sucesso de inducdo da encefalite (SILVA et al., 1999; BELTRAO et al., 2000;
MORI et al., 2012). Estudos prévios em nosso laboratério, demonstraram que o
BoHV-5, mesmo em altos titulos virais, ndo foi capaz de induzir encefalite, ou
mesmo evidéncias de invasdo do SNC de camundongos BALB/c wild type quando
inoculado pela via intranasal (P. C. Maiorka, dados nao publicados).

Apesar de existirem evidéncias de que o BoHV-5 em camundongos com
deficiéncias genéticas combinadas, quando inoculado pela via intraperitoneal pode
afetar o SNC (ABRIL et al., 2004), ainda ndo ha evidéncias concretas de replicacéo
viral, indugé&o de encefalite e/ou laténcia no ganglio trigeminal. Portanto, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a resposta imune do SNC frente a infecgéo pelo
BoHV-5 em camundongos isogénicos BALB/c inoculados pela via intracraniana, bem
como avaliar a capacidade de replicacéo viral, neuropatogenicidade e laténcia em

ganglio trigeminal.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)

A amostra do BoHV-5 foi gentiimente cedida pela Profa. Dra. Edviges
Maristela Pituco (Laboratorio de Viroses de Bovideos — Instituto Bioldgico de S&o
Paulo — Sdo Paulo). O virus foi multiplicado e quantificado no Instituto Biologico de
Sao Paulo, em microplacas utilizando-se células da linhagem MDBK (Mardin-Darby
bovine kidney epithelial cells - CCL-22, ATCC) livres de contaminacao pelo virus da
diarreia viral bovina (BVDV) e por Mycoplasma spp. As células foram cultivadas em
meio essencial de Eagle (EMEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino, incubadas
a 37°C em camara umida com atmosfera de 5% de CO,. Para obtencao do virus, as

células foram congeladas a -80'C e posteriormente foram submetidas a
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centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. As aliquotas de virus foram
armazenadas a -80°C, e descongeladas apenas no momento de sua utilizagdo. O
titulo viral foi obtido em microplaca segundo método descrito por Reed e Muench
(1938) para o célculo da TCIDsom (dose infectante 50% em cultura de tecidos). A

estirpe viral de BoHV-5 utilizada foi submetida a 3 passagens in vitro.

3.2.2 Camundongos e delineamento experimental

Foram utilizadas 200 fémeas, com trés semanas de idade, da linhagem
BALB/c (H2%. Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de Patologia,
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP. O ambiente onde os
animais permaneceram durante todo o experimento possuia temperatura
controlada entre 22 e 24°C, umidade relativa do ar entre 40 e 60% e fotoperiodo de
12 horas de claro e 12 horas de escuro. Os grupos foram acondicionados
separadamente em mini-isoladores de polisulfona medindo 20x32x21 (422 cm?),
nos quais a cama foi formada por maravalha de pinnus autoclavada. Racéo
comercial para camundongos (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes) e agua filtrada e
autoclavada foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Todas as
condicbes ambientais e manejo dos animais estdo de acordo com aguelas previstas
pelo National Research Council (NCR 2010). Todos os procedimentos aqui descritos
foram aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sdo Paulo (USP) sob
0 numero de protocolo CEUA 3485200814.

Os 100 camundongos do grupo experimental foram inoculados por via
intracraniana (hemisfério cerebral esquerdo), sob anestesia inalatéria com
sevoflurano, com 20ul de meio essencial de Eagle (EMEM) contendo a suspensao
do BoHV-5, cultivado em células MDBK. Os 100 camundongos do grupo controle
foram tratados de forma idéntica aos experimentais e receberam 20ul de meio
EMEM extraido de cultivo de células MDBK similarmente ao utilizado na suspenséo
viral, por via intracraniana. Os animais foram observados e avaliados duas vezes ao
dia, no intuito de verificar possiveis sinais clinicos por até 15 dias pés inoculacao

(DPI). Os grupos, tanto experimental como controle, foram divididos de acordo com
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o dia da eutanasia e coleta de amostras. Os camundongos inoculados com o
BoHV-5 foram eutanasiados e as amostras de SNC foram coletadas em diferentes
DPI (Tabela 1). A coleta de material para a analise histopatolégica/imuno-
histoquimica, isolamento viral, e expressao génica de citocinas e quimiocina se deu
no 3, 4,5, 6, 7, 8 10 e 15 DPI, tanto no grupo experimental como no grupo
controle, ao passo que para quantificagdo da carga viral no SNC e ganglio
trigeminal foi realizada no 1, 2 e 3 DPI. Para a analise de expressédo génica de
citocinas e quimiocina pro-inflamatoria, mensuracdo da carga viral no SNC e
ganglio trigeminal, e exame histopatolégico/imuno-histoquimico foram utilizados
quatro camundongos BALB/c para cada DPI. Para a andlise de isolamento viral

foram utilizados trés camundongos BALB/c para cada DPI (Tabela 1).

Tabela 1 - Delineamento experimental contendo os grupos de camundongos BALB/c inoculados por
via intracraniana com o BoHV-5

_ ) Numero de camundongos utilizados nos testes laboratoriais
Dias pos : :
) . Histopatologia/IHQ ) )
inoculacao (DPI) o Carga viral Isolamento viral
e expressao génica
1 - 4 -
2 - 4 -
3 4 4 3
4 4 - 3
5 4 - 3
6 4 - 3
7 4 - 3
8 4 - 3
10 4 - 3
15 4 - 3

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)
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3.2.3 Necropsia, coleta de material e perfusdo tran  scardiaca

Para uma adequada preservacdo dos tecidos, principalmente do SNC,
realizou-se a perfusao transcardiaca em quatro animais de cada grupo para analise
histologica/imuno-histoquimica. Para a realizacdo do procedimento foi utilizada uma
bomba peristaltica para camundongos com velocidade regulavel (MasterFlex-Cole-
Parmer®). Os animais foram anestesiados pela administrac&o intraperitoneal de uma
solucdo anestésica contendo 20mg/Kg de xilazina e 100mg/Kg de quetamina. Apés
uma adequada anestesia, na qual havia auséncia dos reflexos podal e ocular,
realizou-se a abertura da cavidade toracica. Uma agulha (26G), de ponta romba,
conectada ao sistema de perfusao, foi introduzida no ventriculo esquerdo, e apos o
inicio da perfuséo, realizou-se um corte no atrio direito, para que ocorresse a
drenagem do sangue. Inicialmente procedeu-se a perfusdo com aproximadamente
40 mL de solucéo de 0,9% de NaCl contendo EDTA tamponada (pH 7,4) seguida de
perfusdo com formalina tamponada a 10% até serem observados sinais de fixacao
dos oOrgaos internos. Amostras de SNC foram armazenadas em formalina
tamponada 10% por 24h até o momento do processamento para analise
histopatoldgica.

Nos demais camundongos realizou-se a eutanasia por overdose de
anestésico isoflurano para analise de qPCR para quantificacdo de citocinas e
quimiocina proé-inflamatéria, isolamento viral e qPCR absoluta para quantificacao
viral. ApOs a eutanasia, os mesmos foram necropsiados, e o SNC foi coletado e

congelado imediatamente a -80°C.

3.2.4  Analise histolégica e imuno-histoquimica (IHQ )

As amostras de SNC coletadas durante a necropsia dos camundongos e
fixadas em formalina tamponada a 10% foram processadas pelos métodos rotineiros
de histologia. As amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de

alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5 pm foram
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desparafinados em xilol e reidratados em concentracfes decrescentes de alcool
etilico. Posteriormente as laminas foram coradas por hematoxilina e eosina (HE).

Na analise histolégica e imuno-histoquimica, nas sec¢des coronais do SNC,
as seguintes estruturas foram avaliadas: bulbo olfatério, cortex piriforme, septo-
estriada, diencéfalo rostral, diencéfalo caudal, mesencéfalo rostral, cerebelo rostral,
cerebelo caudal e inicio da medula espinhal.

A andlise de IHQ foi realizada no SNC de quatro camundongos no 3, 4, 5, 6,
7, 8, 10 e 15 DPI. Cortes de 5 ym do SNC em laminas silanizadas Starfrost
(Knittel®), desparafinados em xilol e reidratados foram submetidos & analise IHQ
para deteccdo de antigenos de BoHV-5. Esta foi realizada utilizando-se a técnica de
biotina-estreptavidina-peroxidase, semelhantemente ao descrito por Hubner et al.
(2005). Os cortes histolégicos foram submetidos ao bloqueio da peroxidase
endégena com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 30 minutos. Os
antigenos do BoHV-5 foram recuperados por meio de digestdo enzimatica com
proteinase K (GE Healthcare®) a 0,05% por 15 minutos a 37°C. Para o blogueio de
reacoes inespecificas, os cortes foram submergidos em solucédo de leite desnatado
(Molico, Nestlé®) diluido em PBS a 5% por uma hora. As laminas foram incubadas
por 14 a 16 horas overnight com anticorpo primario monoclonal clone 4E4 anti-
BoHV-5 (produzido e gentilmente cedido pelo professor Rudi Weiblen, Setor de
Virologia, Universidade de Santa Maria- RS) na diluicdo de 1:50. Anticorpos
secundarios biotinilados (Dako, Carpinteria, CA) foram aplicados, seguidos pelo
complexo avidina-biotina peroxidase (Dako), ambos por 30 minutos na temperatura
ambiente. Posteriormente as laminas foram submetidas ao cromégeno Vector Red
(Vector NovaRed®), conforme as instru¢es do fabricante, e posteriormente contra
coradas com hematoxilina. Seccdes de cortex cerebral de bovinos com meningo-
encefalite necrotizante por BoHV-5 foram utilizadas como controles positivos. Como
controles negativos 0s anticorpos primarios foram substituidos por soros homadlogos
nao imunes. Os cortes foram considerados positivos para o antigeno de BoHV-5
quando havia intensa marcacdo em ceélulas inflamatorias, células da glia e

neurdnios.
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3.25 Extracdo do RNA, transcricdo reversa para sin tese do DNA
complementar (cDNA) e gPCR para quantificacdo de ci tocinas e

quimiocina pro-inflamatoérias

A expressao génica das citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, IFN-y e TNF-a), e
da quimiocina (CCL-2) no SNC dos camundongos infectados, no 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10
e 15 DPI, foi realizada por transcricdo reversa seguida pela reacdo de PCR
guantitativa em tempo real (RT-qPCR) em triplicata e placas com 96 pocos no
aparelno StepOne Plus (Applied Biosystems). A extracdo de RNA de
aproximadamente 30 mg das amostras de SNC coletadas a partir do local de
inoculacédo em quatro camundongos no 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 15 DPI foi realizada
com o0 RNAspin Mini RNA isolation Kit (GE), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para eliminar o DNA residual, as amostras de RNA extraidas foram
tratadas com DNAse | (RNAse free) (Invitrogen) e armazenadas em microtubos de
polipropileno de 1,5 mL em freezer a -80°C até o processamento. A
quantificacido de RNA foi realizada em espectrofotdmetro NanoDrop® 2000
(Thermo Fisher Scientific, Inc.). As amostras que apresentarem razao da
absorbancia 280/260 nm entre 1.9 - 2.1 foram consideradas adequadas para
transcricdo reversa. A sintese do DNA complementar (CDNA) foi realizada por meio
de reacdo com transcriptase reversa a partir do RNA isolado, utilizando kit
comercial Super Script® VILO™ cDNA Synthesis (Life Technologies, Califérnia,
E.U.A). O cDNA foi diluido para 0,5 pg/ml ap6s ser quantificado em Qubit® 2.0
Fluorometer (Qubit® dsDNA BR).

Para a avaliacdo da expressao génica das citocinas e quimiocina por PCR
quantitativo (QPCR) em tempo real, as reacdes foram preparadas utilizando o
conjunto de reagentes TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
em triplicata utilizando-se StepOnePlus™ (Applied Biosystems). Iniciadores e
sondas de hidrélise TagMan® tipo MGB marcadas com o fluoréforo FAM na posicéo
reporter  (Applied Biosystems) para IL-6 (MmO00446190 m1l), IFN-y
(Mm01168134_m1), TNF-a (Mm00443258 m1l) e CCL2 (Mm00441242_m1) foram
utilizados. A sonda TagMan® tipo MGB marcada com fluoréforo VIC na posicdo
reporter para o gene 18S rRNA (RNA ribossomal) (Hs99999901 s1) foi utilizada

como controle enddgeno para a quantificacdo relativa do mRNA em cada amostra.
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A reacao foi realizada em um volume final de 20 pL contendo 10 pL do tampéao
TagMan Universal Master Mix 2x (Applied Biosystems), 1 yL (0,5 ng) de cDNA total,
1 pL do Assay Mix (0,9 mM de cada iniciador e 0,25 mM da sonda TagMan MGB™)
e agua ultra-pura g.s.p. A reacdo se deu nas seguintes condi¢fes: ativagdo a 50°C
por 2 min e desnaturacao inicial a 95°C durante 10 min seguido de 40 ciclos com 15
s, a 95°C para desnaturacdo e 1 min a 60°C para anelamento e extensdo. A
quantificacdo relativa da expressdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IFN-y e
TNF-a) e quimiocina (CCL-2) em relagdo ao controle endégeno 18S foi calculada

pelo método comparativo Ct, conforme Steibel et al. (2009).

3.2.6 Isolamento viral

No intuito de verificar a presenga de particulas virais viaveis nos tecidos, o
isolamento viral foi realizado no SNC dos animais no 3, 4, 6, 7, 8, 10 e 15 DPI. Os
orgaos integros foram descongelados, macerados e diluidos com EMEM na
proporcao de 33% peso/volume. Apds a centrifugacédo a 500 g por 10 min a 4°C dos
macerados diluidos, os sobrenadantes foram recolhidos, e 100 uL dos mesmos
foram inoculados em microplacas de 48 poc¢os contendo monocamadas de células
MDBK, as quais foram incubadas a 37°C por uma hora em camara umida contendo
atmosfera a 5% de CO,. Apés a adsorcdo viral nas monocamadas de células, as
mesmas foram lavadas com EMEM, e incubadas com 500 pL de EMEM contendo
2% de soro fetal bovino, a 37°C em camara Umida contendo atmosfera a 5% de
CO,. Os cultivos celulares foram avaliados por sete dias consecutivos para a
observacdo de possiveis efeitos citopaticos (ECP) de herpesvirus, 0s quais podem
ser caracterizados por desprendimento celular, aumento da refracdo, formacgéo de
células gigantes e sincicios celulares. Nos casos em que nao se observaram ECPs
na primeira passagem, duas passagens adicionais foram realizadas
semelhantemente ao descrito anteriormente. Para tal, a microplaca da primeira
passagem foi congelada a -80°C para causar rompimento das membranas celulares,
e apos o descongelamento, as amostras foram centrifugadas a 500 g por 10 min a

4°C, e 100 pL do sobrenadante resultante foi utilizado para a passagem seguinte.
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Nos 6rgdos em que ndo se observaram ECPs nas trés passagens realizadas foram

considerados negativos na prova de isolamento viral.

3.2.7 Deteccdo do BoHV-5 pela PCR quantitativa (QPC R) absoluta em tempo

real

Inicialmente, para padronizacdo da qPCR absoluta para quantificagdo da
carga viral no SNC de camundongos infectados pelo BoHV-5 foi realizada uma
PCR convencional a partir do DNA extraido do isolado viral e do proprio SNC dos
camundongos infectados. Os primers e sondas utilizados na qPCR foram descritos
previamente (Quadro 1) (DIALLO; CORNEY; RODWELL, 2011). Para a realizagao
da PCR convencional, o DNA genémico foi extraido das amostras de encéfalo e
isolado viral utilizando-se o kit Reagentes lllustra células e tecidos (GE), seguindo
o protocolo determinado pelo fabricante. As amostras de DNA extraidas e
quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Inc.), foram armazenadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL em freezer a
-80°C.

A PCR convencional foi realizada em uma reacdo contendo 2 pl de DNA
extraido e 23 pl do mix de PCR contendo: 0,5 uM de cada um dos primers senso e
antisenso (Tabela 2), 2,5 pL de tampé&o 10X, 4 pL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de
MgCl, e 1,0 U de TagDNA polimerase Platinum (Invitrogen™ Life Technologies,
USA). A reacao de amplificacéo foi realizada nas seguintes condicdes: desnaturacao
a 95°C por 5 min; seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 s, 52°C por 30, 72°C por 30 s
e uma extensao final de 72°C por 5 min. Os produtos amplificados foram analisados
pela eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89
mM de acido boérico, 2 mM EDTA) em uma voltagem constante (80V) por
aproximadamente 1 h, e posteriormente corado com Sybr Safe (Invitrogen, Life

Technologies), e visualizado por meio de luz ultravioleta.
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Quadro 1 — Sequéncia de primers e sonda da qPCR para deteccdo de BoHV-5

Nome do primer e Sequéncia e localizagéo no Gene e tamanho do
sonda genoma (pb) fragmento
5
BoHV-5 F GGTACTTCTTCTTGGTGATG
3

47302 — 47321
5' TCGGTCTTCGTCAAGTTC

BoHV-5 R 3 UL30
47444 — 47461 160 pb
5'VIC
BoHV-5 sonda AGGTCTTCTCGCACTC -
MGB 3

47338 — 47353

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Para o desenvolvimento e padronizacdo de uma reacao de qPCR em tempo
real para quantificacdo absoluta do BoHV-5 no SNC, os produtos gerados da
amplificagcdo na PCR convencional descrita acima foram inseridos individualmente
em um vetor Pcr 2.1 TOPO (Invitrogen, Life Technologies), transformados e
clonados em células competentes E. coli TOP10 conforme as recomendacdes do
fabricante. O DNA plasmideal resultante da clonagem em células E. coli foi extraido
por meio do PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Life Technologies) e
guantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Apés a
quantificacdo, a relacdo entre a massa e numero de plasmideos foi calculada por
meio da ferramenta online: http://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-reso
urce-library/thermo-scientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html, com o
objetivo de obter uma concentracéo inicial de 10'° cépias do plasmideo. A partir
desta concentracao inicial, diluicbes seriadas na base 10 foram realizadas a fim de
se construir a curva padrao e determinar a sensibilidade analitica do teste. Para tal,
foi utilizada a plataforma StepOne Plus (Applied Biosystems) com o seguinte

protocolo de ciclagem para amplificacdo: um ciclo de um ciclo de 95°C durante 10
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min; 40 ciclos de 95°C durante 15 s e 60°C durante 1 min, ocorrendo a leitura da
fluorescéncia neste dltimo passo durante a fase de “anelamento” e extenséo. As
reacoes de qPCR foram realizadas com um volume final de 25 uL, contendo 12,5 pL
de Tagman Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uM de cada primer (senso e anti-
senso), 0,025 uL da sonda BoHV-5, 1 uL de DNA e agua livre de nucleases para
finalizar com um volume de 25 pL. Na curva padréo, foram utilizados seis pontos
(diluicdes), em duplicata: 10°, 10°, 10° 10* 10° e 10? cépias do DNA plasmideal
contendo inserto do gene UL30 do BoHV-5.

3.2.8 Extracdo de DNA para posterior deteccdo do Bo HV-5 pela PCR
quantitativa (qPCR) em tempo real

Para a extracdo do DNA genbmico das amostras de SNC e ganglio trigeminal
foram utilizadas amostras provenientes de quatro camundongos de cada grupo
experimental infectados pelo BoHV-5 e grupo controle no 1, 2, e 3 DPI. Para tal, o
SNC foi macerado em microtubos de 2 mL contendo 800 pL de PBS. O ganglio
trigeminal foi macerado em microtubos contendo 200 pL de PBS. Os microtubos
foram inseridos em aparelho para maceracdo de tecidos (Tissue Lyser LT,
Qiagen) por 5 min. Ap6s a maceracao, as amostras de SNC foram centrifugadas a
12000 g por 15 min e 200 pL do sobrenadante foi utilizado para se realizar a
extracdo de DNA. O DNA foi extraido com o método fenol/cloroférmio.
Resumidamente, em 200 pL do sobrenadante do SNC e da solucdo contendo o
ganglio trigeminal macerado, foram adicionados 100 pL de cloroférmio, seguidos
por agitacdo em vortex e centrifugacdo a 12000 g por 5 min. O sobrenadante
resultante foi transferido para microtubos contendo 600 pL de isopropanol e os
mesmos foram incubados por 3 h a -20°C. Posteriormente, os microtubos foram
centrifugados a 12000 g por 20 min, o sobrenadante foi descartado, e o pellet
resultante foi lavado por duas vezes em etanol a 70%. O pellet foi ressuspendido
em 30 pL de &gua ultrapura livre de DNAses e RNAses (Invitrogen). As amostras
de DNA extraidas foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® 2000

(Thermo Fisher Scientific, Inc.), e posteriormente armazenadas em microtubos
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de polipropileno de 1,5 mL em freezer a -80°C até a andlise de qPCR conforme
descrito no item 3.2.7.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Resultado da infec¢do — sinais clinicos

Os camundongos infectados pelo BoHV-5 por via intracraniana, bem como os
animais do grupo controle ndo apresentaram sinais neurologicos evidentes e 0s

mesmos sobreviveram até o 15 DPI.

3.3.2  Analise histolégica e imuno-histoquimica (IHQ )

Em todos os camundongos inoculados com o BoHV-5, foi possivel visualizar a
area de inoculacdo, a qual geralmente estava presente no diencéfalo caudal, area
proxima ao hipocampo. Por vezes, foi observada a area de inoculacdo em
mesencéfalo rostral. Nos camundongos inoculados com BoHV-5, lesdes histoldgicas
foram visualizadas até o 10 DPIl. As lesGes se localizavam principalmente no
diencéfalo caudal e eram caracterizadas por espongiose focalmente extensa com
areas de liquefeitas (necrose de liquefacdo) do neurdpilo, associada a grande
quantidade de células da glia (gliose) e a uma menor quantidade de linfécitos,
macrofagos e raros neutréfilos (Figura 1). Havia também macrofagos contendo
pigmento intracitoplasmatico levemente amarronzado (hemossiderina). No 4 e 5 DPI,
na periferia e associado a area de inoculacdo, visualizaram-se manguitos
perivasculares, principalmente compostos por uma a trés fileiras de linfécitos,
macréfagos e plasmoécitos (Figura 2). Principalmente no diencéfalo caudal dos
camundongos inoculados com BoHV-5 do 5 DPI foi visualizada periventriculite e
meningite, composta principalmente por macroéfagos, linfécitos, plasmaocitos e raros
neutrofilos, localmente extensa de variados graus de intensidade (Figura 3), que

variava de leve a acentuada. Também foi observada meningite, composta por
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macrofagos, linfocitos, plasmocitos e raros neutréfilos, que se localizava
principalmente em diencéfalo rostral, diencéfalo caudal, mesencéfalo rostral e
cerebelo e variava de leve a moderada (Figuras 4 e 5). No grupo controle, somente
em um animal foi possivel localizar a area de inoculagdo, na qual foi possivel
observar espongiose e gliose focais e leves. Nestes animais do grupo controle, nos

dias analisados, ndo havia inflamacéo significativa no SNC

Flgura 1 — SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com BoHV-5, 5 DPI

VIS
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Espongiose focalmente extensa com areas de liquefeitas (necrose de liquefagédo) do
neurdpilo, associada a grande quantidade de células da glia (gliose) e a uma menor
qguantidade de linfécitos, macrofagos e raros neutréfilos, e manguito perivascular (canto
superior esquerdo). HE, obj. 20x.
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Figura 2 — SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Manguitos perivasculares compostos por uma a trés fileiras de linfécitos, macréfagos e
plasmécitos. HE, obj. 40x.

Figura 3 — SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Periventriculite acentuada, focalmente extensa, composta principalmente por macréfagos,
linfécitos, plasmaécitos e raros neutréfilos. HE, obj. 20x.
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Figura 4 — SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Meningite focalmente extensa moderada, composta principalmente por macrofagos,

linfécitos, plasmacitos e raros neutréfilos. HE, obj. 20x.

Figura 5 — SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Meningite focalmente extensa moderada, composta principalmente por macrofagos,

linfécitos, plasmacitos e raros neutréfilos. HE, obj. 20x.
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Na analise IHQ, no SNC de bovino infectado pelo BoHV-5 utilizado como
controle positivo para a reacdo de IHQ, os antigenos virais foram detectados em
células inflamatérias, principalmente naquelas presentes nos manguitos
perivasculares (Figura 6), citoplasma e ndcleos de neurdnios, por vezes estes
estavam degenerados e necroticos (Figura 7), e neuropilo. Em todos os
camundongos inoculados com BoHV-5 foram visualizadas marcagdes para o0s
antigenos de BoHV-5 nos cortes de SNC. A marcacao foi mais intensano 3,4, 5,6 e
7 DPI. Os antigenos de BoHV-5 estavam presentes principalmente nas areas de
inoculacdo. Nestas éareas, os antigenos foram visualizados no neuropilo, em
citoplasma de células inflamatérias, células da glia e endotélio vascular (Figura 8).
As marcacdes para BoHV-5 também estavam presentes no citoplasma de células
inflamatérias, principalmente macrofagos, nas areas de periventriculite e meningite
(Figuras 9 e 10). Nao foram visualizadas marcac6es no SNC dos camundongos do
grupo controle.

Andlises do ganglio trigeminal revelaram que no 6 DPI, grande quantidade de
antigenos virais foram visualizados no citoplasma de neurdnios (Figura 11). Neste

ganglio trigeminal lesdes histoldgicas ndo foram detectadas.

Figura 6 — SNC de bovino naturalmente infectado pelo BoHV-5, controle positivo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Cdrtex cerebral, manguito perivascular. Visualizam-se marcacdes (em vermelho-tijolo) no
citoplasma, principalmente de macréfagos, bem como no neurdpilo adjacente. Método
biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 60x.
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Figura 7 — SNC de bovino naturalmente infectado pelo BoHV-5, controle positivo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Cortex cerebral. Nota-se marcacao para antigeno de BoHV-5 em citoplasma de neurdnio
necrotico (seta). Método biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 60x.

Figura 8 — SNC, diencéfalo caudal, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Visualizam-se marca¢cBes para o BoHV-5 no neurdpilo e citoplasma de células da glia.
Método biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 40x
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Figura 9 — SNC, diencéfalo caudal, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Area de periventriculite. Notam-se marcacdes intracitoplasmaticas em macrofagos (setas).
Método biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 40x.

Figura 10 — SNC, diencéfalo caudal, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Area de meningite. Notam-se marcagdes intracitoplasmaticas em macrofagos (setas).
Método biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 40x.
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Figura 11 — Ganglio trigeminal de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 6 DPI
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Visualizam-se marcagdes para o BoHV- 5 no citoplasma e neurbnios. Método biotina-

estreptavidina-peroxidase. VectorNovaRed®, obj. 40x

3.3.3  Expressao génica de citocinas e quimiocina pr  0O-inflamatorias

O nivel de mRNA para as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e quimiocina CCL-2
(MCP-1) no SNC de camundongos BALB/c inoculados com o BohV-5 foi realizado
por meio de gPCR em tempo real de quantificacdo relativa em comparagao ao
grupo controle, o qual foi inoculado com EMEM extraido de células MDBK. A
mensuracdo dos niveis de mMRNA para estas citocinas e quimiocina pro-
inflamatorias foi realizada em diferentes DPI (3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, e 15) com quatro
animais em cada grupo.

No SNC dos camundongos infectados pelo BoHV-5 houve aumento
significativo na expressdo génica das citocinas IFN-y (p < 0,0001), TNF-a (p <
0,0001) e quimiocina CCL-2 (p < 0,0001), em relacdo ao grupo controle. Ao passo
que nao houve diferencga estatistica entre os camundongos inoculados com BoHV-5
e 0 grupo controle em relacao a expresséo de IL-6 (p > 0.05) ao longo do tempo.

Os niveis de mMRNA que codificam IFN-y estavam significativamente

aumentados no grupo infectado pelo BoHV-5 em todos dias analisados, exceto no
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10 DPI (Gréfico 1). O aumento da expressao de IFN-y em relacdo ao grupo controle
foi detectada principalmente nos dias iniciais da infeccao (3 e 4 DPI), assim como no
15 DPI. A expresséo génica da quimiocina CCL-2 (MCP-1) estava significativamente
aumentada em relacdo ao grupo controle nos SNC dos camundongos infectados
pelo BoHV-5 no 3, 4, 6 e 15 DPI (Gréfico 2), sendo mais acentuados no inicio da
infeccédo (3 e 4 DPI) e 15 DPI. Ao passo que os niveis de mRNA que codificam a
citocina TNF-a, estavam principalmente aumentados no inicio da infeccdo (3 e 4
DPI), e no 15 DPI (Gréfico 3). No tocante a expressdo de IL-6, ndo foram
observadas diferencas entre os camundongos inoculados com BoHV-5 e o grupo

controle em nenhum dos dias analisados (Grafico 4).

Grafico 1- Niveis do mRNA que codifica o IFN-y no SNC de camundongos BALB/c infectados com o
BoHV-5 em diferentes dias pos-inoculagéo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Os valores relativos da expressédo génica estdo apresentados como log,(FC) no SNC de
camundongos infectados com o BoHV-5 em relagdo ao controle negativo definido como 0.
As barras indicam um intervalo de confianga de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001).
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Grafico 2 - Niveis do mRNA que codifica o CCL-2 (MCP-1) no SNC de camundongos BALB/c
infectados com o BoHV-5 em diferentes dias p6s-inoculacdo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Os valores relativos da expressédo génica estdo apresentados como log,(FC) no SNC de
camundongos infectados com o BoHV-5 em relagdo ao controle negativo definido como 0.

As barras indicam um intervalo de confianga de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001).

Grafico 3 - Niveis do mRNA que codifica 0 TNF-a no SNC de camundongos BALB/c infectados com o
BoHV-5 em diferentes dias pos-inoculagéo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Os valores relativos da expressédo génica estdo apresentados como log,(FC) no SNC de
camundongos infectados com o BoHV-5 em relagdo ao controle negativo definido como 0.

As barras indicam um intervalo de confianca de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001).
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Grafico 4 - Niveis do mRNA que codifica o IL-6 no SNC de camundongos BALB/c infectados com o
BoHV-5 em diferentes dias pés-inoculacéo
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Os valores relativos da expressédo génica estdo apresentados como log,(FC) no SNC de
camundongos infectados com o BoHV-5 em relagdo ao controle negativo definido como 0.
As barras indicam um intervalo de confianga de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001).

3.34 Isolamento viral

No isolamento viral foi possivel isolar o BoHV-5 do SNC dos camundongos
inoculados com o virus na primeira passagem em células MDBK nos dias 3, 4,5 e 6
DPI (Figura 12), demonstrando, portanto, a existéncia de particulas virais viaveis no

SNC destes camundongos até o 6 DPI.
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Figura 12 — Isolamento viral em células MDBK, SNC de camundongo BALB/c inoculado com o

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Nestas células MDBK inoculadas com SNC de camundongo infectado pelo BoHV-5,
observa-se o efeito citopatico do virus caracterizado por um aumento da refracdo e
desprendimento de células, obj. 10x.

3.3.5 Quantificacdo absoluta de BoHV-5 por g°PCR em  tempo real

A gPCR absoluta em tempo real para deteccdo e quantificacdo de um
fragmento do gene UL30 amplificou um fragmento de 160 pb, o que foi confirmado
por PCR convencional do plasmideo inserido por meio de clonagem em células E
coli TOP10 (Figura 13). Por meio desta qPCR foi possivel detectar e quantificar
particulas virais de 1 até 10° cépias do plasmideo, sendo que cada cépia do
plasmideo equivale a uma particula viral. A curva da gPCR, com seis pontos ou
diluicdes (107, 10° 10°, 10% 10% e 10°) (Figura 14), apresentou uma eficiéncia de
103,278%, com um slope de -3,246 e R?=0,997 (Figura 15).
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Figura 13 — Fragmento amplificado de 160 pb a partir de plasmideo contendo fragmento do gene
UL30 de BoHV-5 clonado em células E. coli TOP10

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Ladder (a direita): 50 pb.

Figura 14 — Curva padréo da gPCR absoluta em tempo real para detec¢éo e quantificacdo do BoHV-5

Amplification Plot

0.1

0.01

ARNn

0.001

0.0001

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: Nesta curva para quantificagéo de BoHV-5 é possivel observar os diferentes nimeros de
copias do DNA viral (107, 10°, 10°, 10*, 10% e 10?).
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Figura 15 — Curva padrao da gPCR absoluta em tempo real para deteccéo e quantificacdo do BoHV-5
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: A curva para quantificacdo de BoHV-5 apresentou eficiéncia de 103,278%, com um slope
de -3,246 e R*=0,997.

A quantificacdo do numero de coépias de BoHV-5 foi realizada em quatro
animais de cada DPI (1, 2 e 3). Os resultados desta quantificacdo estédo
apresentados no Grafico 5. Houve um aumento no nimero de particulas virais do 1
DPI (média de 6.034 particulas) para o 2 DPI (média de 16.561 particulas) e 3 DPI
(média de 19.823 particulas). No SNC dos animais controle ndo foram detectadas
cépias do DNA de BoHV-5.

Nas amostras de ganglio trigeminal foram detectadas um nimero significativo
de copias de BoHV-5 no 3 DPI, com uma média de 6077,6 particulas de BoHV-5. No
ganglio trigeminal dos animais controle ndo foram detectadas particulas virais de
BoHV-5.
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Grafico 5 — Quantificacdo de BoHV-5 em amostras do SNC de camundongos infectados pelo BoHV-5
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Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016)

Legenda: O gréafico representa a média de cada grupo. As barras de erro representam o desvio

padrao.

3.4 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a cinética de replicacédo, bem
como a resposta imune no SNC de camundongos BALB/c inoculados pela via
intracraniana com o BoHV-5. Os achados dos experimentos aqui descritos sugerem
fortemente que o BoHV-5 foi capaz de infectar e replicar no encéfalo de
camundongos BALB/c, gerando uma resposta imune importante no SNC. Embora a
via intracraniana ndo seja fiel a infeccdo no hospedeiro natural, a mesma foi
escolhida no presente estudo para verificar se os camundongos BALB/c sao
permissiveis e susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-5, uma vez que resultados
preliminares obtidos em nosso laboratério e outros escassos dados de literatura
(SILVA et al., 1999; BELTRAO et al., 2000; ABRIL et al., 2004), demonstraram que
camundongos wild-type ndo sdo susceptiveis a infeccdo do SNC por outras vias

(intranasal e intraperitoneal).
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Os resultados de expressdo génica de citocinas e quimiocina pro-
inflamatoérias demonstraram uma resposta imunoldgica importante no SNC com
aumento significativo de IFN-y, CCL-2 e TNF-a no SNC de camundongos infectados
com o BoHV-5 em diferentes dias pés-inoculacdo quando comparados ao grupo
controle. Apesar de estar aumentada em todos os dias, exceto no 10 DPI, a
expressdo de IFN-y em relagdo ao grupo controle foi detectada principalmente nos
dias iniciais da infeccéo (3 e 4 DPI), assim como no 15 DPI. Semelhantemente, os
niveis de mRNA que codificam a quimiocina CCL-2 (MCP-1) estavam aumentados
em diferentes dias pds-inoculacdo, sendo mais acentuados no inicio da infec¢éo (3 e
4 DPI) e 15 DPI. Ao passo que os niveis de mRNA que codificam a citocina TNF-q,
estavam aumentados somente no inicio da infeccdo (3 e 4 DPI), e no 15 DPI.
Diferentemente, ndo foram observadas diferencas na expressao génica de IL-6 entre
0os camundongos inoculados com BoHV-5 e o grupo controle em nenhum dos dias
analisados. Notavelmente, pode-se afirmar que os resultados aqui apresentados
revelaram um padrdo na expressdo de determinadas citocinas e quimiocina pro-
inflamatorias, principalmente de IFN-y, CCL-2 e TNF-a, no qual ha aumento nos
niveis de mRNA gque codificam essas proteinas nos dias iniciais de infecgcéo (3 e 4
DPI) seguida por um outro aumento significativo no 15 DPI. Em camundongos wild-
type infectados pela via intraperitoneal foi demonstrado que ha producdo de
anticorpos, mesmo que pequena, principalmente de IgG2, indicando uma resposta
do tipo Thl (ABRIL et al., 2004). Semelhantemente, no presente estudo, o padrao de
citocinas expressos, incluindo IFN-y, indicam um tipo de resposta Thl. Entretanto,
ainda sdo escassos 0s estudos sobre a resposta imunoldgica na infeccado pelo
BoHV-5. Em camundongos transgénicos com deficiéncia na producao de linfocitos B
e T (delecdo em ambas as copias do gene RAG-2) e deficiéncia nos sistemas IFN
a/B morreram em decorréncia da infeccdo, porém os mesmos ndo desenvolveram
quaisquer alteragbes inflamatorias no encéfalo (ABRIL et al., 2004).
Semelhantemente ao presente estudo, em camundongos infectados pelo herpes
simplex virus tipo 1 (HSV-1) observou-se um aumento na expressao génica de IFN-y
e TNF-a no ganglio trigeminal tanto na infeccdo aguda como na infeccéo latente
(CANTIN et al., 1995). TNF-a, assim como outras citocinas tais como IL-6, no SNC
sdo comumente produzidas por células inflamatérias e células residentes tais como
astrocitos e microglia em infecc¢des virais no SNC tais como aquelas causadas pelo

virus da encefalomielite murina no SNC (LIBBEY et al., 2011).
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As citocinas e quimiocinas expressas no SNC dos camundongos BALB/c
inoculados com o BoHV-5 muito provavelmente contribuiram para o
desenvolvimento da meningo-encefalite observada nos animais do presente estudo.
A expressdo mais significativa de IFN-y, CCL-2 e TNF-a nos 3 e 4 DPI, antecedeu o
influxo de células inflamatdrias para o SNC, as quais foram observadas
principalmente no 4 e 5 DPI. A meningo-encefalite nos animais inoculados com o
BoHV-5 era caracterizada principalmente por espongiose focalmente extensa com
areas liquefeitas (necrose de liquefacdo) do neurdpilo, associada a grande
guantidade de células da glia (gliose) e a uma menor quantidade de linfécitos,
macréfagos e raros neutrofilos. No 4 e 5 DPI, as lesdes eram mais acentuadas e
consistiam de manguitos perivasculares, compostos por uma a trés fileiras de
linfcitos, macréfagos e plasmoécitos. Adicionalmente, periventriculite e meningite
foram visualizadas, e eram mais acentuadas no 5 DPI. Diversas quimiocinas,
incluindo a CCL-2, a qual estava significativamente aumentada nos animais
infectados, principalmente no inicio da infeccéo, sdo responsaveis pelo recrutamento
de células inflamatdrias para o SNC, tais como monacitos e linfécitos T (ASENSIO;
CAMPBELL, 1999). Estas quimiocinas podem ser expressas por células residentes
do SNC, incluindo neurdnios, microglia e astrécitos (ASENSIO; CAMPBELL, 1999).
Por outro lado, na encefalite auto-imune experimental em camundongos, a citocina
IFN-y € principalmente produzida por linfécitos T CD4" infiltrantes, ao passo que o
TNF-a é principalmente expresso por macrofagos e microglia (RENNO et al., 1995).

Resultados prévios do nosso grupo de estudo demonstraram, que quando
inoculado pela via intranasal, o BoHV-5 nédo foi capaz de infectar o SNC de
camundongos BALB/c. Nos camundongos adultos das linhagens BALB/c (H29),
BALB/c nude (H2%), A/J (H2%) e C3H/HeJ (H2) e inoculados pela via intranasal com
0 BoHV-5 n&o apresentaram sinais clinicos da infeccdo até o 4 DPI e pelo
isolamento viral, ndo foi detectada a presenca de particulas virais viaveis nos 6rgaos
analisados (pulmé@o e SNC). Semelhantemente, outros isolados de BoHV-5 foram
incapazes de causar doenca ou infectar camundongos adultos (SILVA et al., 1999;
BELTRAO et al., 2000). Por outro lado, nos camundongos BALB/c inoculados pela
via intracraniana, particulas virais viaveis foram detectadas por isolamento viral em
primeira passagem até o 6 DPI. Do 1 para o 2 e 3 DPI houve um aumento no
namero de particulas virais no SNC dos camundongos inoculados com o BoHV-5. O

isolamento de particulas virais vidveis até o 6 DPI associado a esse aumento no
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namero de particulas detectadas por meio de gPCR absoluta, demonstra pela
primeira vez que houve replicagdo no SNC destes camundongos wild-type. Em
estudo prévio com camundongos com diversas deficiéncias genéticas infectados
pela via intraperitoneal ndo foi realizado isolamento viral, e foi demonstrado
indiretamente, por meio do aumento da carga viral na gPCR, que o BoHV-5 pode
infectar e se replicar no SNC (ABRIL et al., 2004). Entretanto, isto foi demonstrado
somente nos animais com severas deficiéncias genéticas, sendo que nos
camundongos wild-type, replicagdo e evidéncias de infeccdo do SNC néo foram
comprovadas naquele estudo.

No presente estudo, antigenos virais de BoHV-5 estavam intimamente
associados as areas de inflamacéo, e os mesmos estavam localizados no neuropilo,
em citoplasma de células inflamatérias, células da glia e endotélio vascular. Nas
células inflamatérias o BoHV-5 estava localizado principalmente em macréfagos nas
areas de periventriculite e meningite. Em outro estudo, o virus foi detectado no SNC
de camundongos infectados pelo BoHV-5 com deficiéncia nos sistemas IFN a/3, mas
nao nos animais wild-type (ABRIL et al., 2004), o que demonstra que camundongos
wild-type provavelmente ndo sdo susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-5 quando
inoculados por outras vias, além da intracraniana. Semelhantemente ao presente
estudo, em outros modelos animais, como no coelho, os antigenos de BoHV-5 foram
detectados e, células endoteliais e células inflamatdrias mononucleares (MACHADO
et al., 2013). Entretanto, Machado et al. (2003) demonstraram a presenca de
antigenos de BoHV-5 em neurbnios corticais, do hipocampo, diencéfalo e
mesenceéfalo de coelhos inoculados pela via intranasal e imunossuprimidos com
dexametasona. No presente estudo, antigenos virais ndo foram detectados em
neurdnios nestas regides.

A infeccdo pelo BoHV-5 em bovinos ocorre quando héd inalacéo das particulas
virais e infeccdo de células epiteliais, sendo que apds a infecgcdo aguda o virus
estabelece infeccdo latente em ganglios sensoriais, principalmente no ganglio
trigeminal. Apds eventos imunossupressivos ocorre reativagcao viral que cursa com
meningo-encefalite necrotizante que geralmente é fatal (DEL MEDICO ZAJAC et al.,
2010). No presente estudo, no 6 DPI, antigenos virais foram visualizados no
citoplasma de neurdnios no ganglio trigeminal de camundongos BALB/c inoculados
com BoHV-5. A presenca do BoHV-5 no ganglio trigeminal foi confirmada por meio

de gPCR absoluta, pela qual foi possivel detectar um grande numero de particulas
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virais no géanglio trigeminal. Estes resultados demonstram que o virus foi capaz de
infectar neurbnios do ganglio trigeminal, o que pode indicar um possivel
estabelecimento de infeccdo latente. Entretanto, ainda sdo necessarios mais
estudos que comprovem se o BoHV-5 foi capaz de estabelecer infeccéao latente em
camundongos e se o recrudescimento pode ocorrer com eventos imunossupressivos
posteriores. Em bovinos experimentalmente infectados pelo BoHV-5 pela via
intranasal, o primeiro aparecimento de lesdes no ganglio trigeminal se deu no 7 DPI
(PEREZ et al.,, 2002). No presente estudo, lesdes significativas n&do foram
detectadas no ganglio trigeminal. Além do géanglio trigeminal, outros locais podem
servir de laténcia para o BoHV-5. Na infeccao latente pelo BoHV-5 em coelhos, o
DNA de BoHV-5 foi detectado em outras areas tais como cerebelo e cortex cerebral
(MAYER et al., 2006). Semelhantemente, em bovinos, outras areas do SNC, tais
como mesenceéfalo, cortex olfatorio, cortex frontal, e bulbo olfatério, possivelmente
podem servir de laténcia para o BoHV-5 além do ganglio trigeminal (VOGEL et al.,
2003).

No presente estudo, os camundongos infectados pelo BoHV-5, sobreviveram
a infeccdo até o 15 DPI. Apds o 10 DPI lesbes significativas ndo foram visualizadas
no SNC, bem como particulas virais vidveis ndo foram detectadas apés o 6 DPI, o
gue demonstra que os camundongos da linhagem BALB/c foram capazes de debelar
a infeccdo aguda, mesmo quando inoculados pela via intracraniana. Muito
provavelmente as citocinas e quimiocina detectadas no SNC destes animais nos
primeiros dias da infecgdo, tais como IFN-y, TNF-a e CCL-2, contribuiram para o
controle da infecgdo aguda nestes animais.

3.5 CONCLUSOES

O BoHV-5 quando inoculado pela via intracraniana foi capaz de infectar e se
replicar no SNC de camundongos BALB/c. Entretanto, estes animais foram capazes
de debelar a infeccdo aguda associado a uma resposta imune do tipo Thl, com
expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a, além da quimiocina CCL-2. Muito
provavelmente a expressao destas citocinas e quimiocina, principalmente no inicio

da infeccéo (3 e 4 DPI), contribuiram para o desenvolvimento da encefalite e para a
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eliminacdo do virus, uma vez que particulas virais viaveis ndo foram detectadas
apos o 6 DPI. Entretanto, grande quantidade do DNA de BoHV-5 foi detectada no
ganglio trigeminal no 3 DPI, confirmado pela presenca de antigenos virais no
citoplasma de neurdnios no 6 DPI, demonstrando que o BoHV-5 pode estabelecer

uma infecgéo latente neste ganglio em camundongos BALB/c.
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4 CONCLUSAO GERAL

As quimiocinas RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) sédo expressas por
diferentes células residentes do sistema nervoso central (SNC) no bulbo olfatério
(BO) durante a infeccdo causada pelo virus da estomatite vesicular sorotipo New
Jersey (VEVNJ) em ratos-veadeiros. Neurbnios, astrocitos e microglia expressaram
RANTES, ao passo que MCP-1 foi expresso por neurbnios e astrocitos. A
disseminagéao viral nos neurénios do BO procedeu a expressao destas quimiocinas,
demonstrando que o0s neurdnios infectados exercem um papel importante na
iniciacdo da resposta imune no BO. Apesarem de ndo estarem significativamente
infectados pelo VEVNJ, os astrécitos e a micrdglia também responderam a infeccao
ao expressarem quimiocinas.

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) foi capaz de infectar e se replicar no
SNC de camundongos BALB/c por meio da via intracraniana. Entretanto, os
camundongos infectados foram capazes de debelar a infeccdo aguda, o que estava
associado a uma resposta imune do tipo Thl, com expressédo das citocinas IFN-y,
TNF-a, além da quimiocina CCL-2. A expressao destas citocinas e quimiocina,
principalmente no inicio da infec¢do (3 e 4 DPI), muito provavelmente contribuiram
para o desenvolvimento da encefalite e para a eliminacdo do virus, uma vez que
particulas virais viaveis ndo foram detectadas apdés o 6 DPIl. Apesar dos
camundongos infectados terem eliminado o BoHV-5 durante a infeccdo aguda,
grande quantidade do DNA de BoHV-5 foi detectada no géanglio trigeminal no 3 DPI,
confirmado pela presenca de antigenos virais no citoplasma de neurdnios no 6 DPI.
Estes resultados demonstram que o BoHV-5 possivelmente estabelece uma

infeccéo latente no ganglio trigeminal em camundongos BALB/c.





