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RESUMO 

 

MESQUITA, L. P. Avaliação da resposta imune e inflamatória na ence falite 
experimentalmente induzida em camundongos pela infe cção pelo vírus da 
estomatite vesicular e herpesvírus 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 Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

 

O presente trabalho compreende o estudo da resposta imune e inflamatória no 

sistema nervoso central (SNC) de camundongos ou ratos-veadeiros (Peromyscus 

maniculatus) frente a infecção por dois diferentes tipos de vírus neurotrópicos, o 

vírus da estomatite vesicular (VEV) e o herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5). Na 

primeira etapa, foi avaliada a função das células residentes do SNC no tocante à 

expressão de quimiocinas durante a infecção pelo VEV em ratos-veadeiros. No 

presente estudo, durante a encefalite causada pelo vírus da estomatite vesicular 

sorotipo New Jersey (VEVNJ) em ratos-veadeiros, as quimiocinas RANTES e MCP-1 

foram expressas somente no bulbo olfatório (BO), local onde o vírus estava restrito. 

A expressão de quimiocinas foi seguida de um influxo de células inflamatórias no BO 

tardiamente no curso da doença aguda. A quimiocina RANTES foi expressa por 

neurônios, astrócitos e micróglia, ao passo que MCP-1 foi expressa por neurônios e 

astrócitos. Embora os astrócitos e a micróglia tenham respondido à infecção pelo 

VEVNJ ao expressarem quimiocinas, os neurônios foram o principal tipo celular 

infectado pelo vírus. Portanto, os neurônios infectados podem exercer um papel 

crucial na geração da resposta imune no BO. A sinalização entre neurônios e outras 

células residentes do SNC muito provavelmente é o mecanismo pelo qual os 

astrócitos e micróglia são ativados durante a encefalite causada pelo VEVNJ. Os 

resultados aqui apresentados, também indicam que a expressão de RANTES e 

MCP-1 no BO de ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ pode ajudar a prevenir a 

disseminação do vírus para outras áreas do SNC. Na segunda etapa, foi avaliada a 

susceptibilidade de camundongos isogênicos BALB/c frente à infecção pelo BoHV-5 

em camundongos isogênicos BALB/c em diferentes dias pós-inoculação (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 infecção sem apresentar sinais neurológicos evidentes. A 

infecção foi acompanhada de uma resposta imune do tipo Th1 importante, com 

expressão significativa das citocinas IFN-γ e TNF-α, e quimiocina CCL-2. A 

expressão das citocinas e quimiocinas se deu principalmente no início da infecção (3 

e 4 DPI), a qual foi seguida por uma meningo-encefalite com manguitos 

perivasculares e periventriculite, compostas predominantemente por macrófagos e 

linfócitos. Após a expressão significativa das citocinas e quimiocina, os animais 

foram capazes de debelar a infecção aguda, uma vez que partículas virais viáveis 

não foram detectadas após o 6 DPI. Entretanto, o BoHV-5 foi capaz de infectar o 

gânglio trigeminal, uma vez que grande quantidade de DNA de BoHV-5 foi detectada 

no 3 DPI, o que foi confirmado pela presença de antígenos virais no citoplasma de 

neurônios do gânglio trigeminal de camundongos BALB/c infectados. 
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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. [Avaliação da resposta imune e inflamatória 
na encefalite experimentalmente induzida em camundongos pela infecção pelo vírus 
da estomatite vesicular e herpesvírus bovino tipo 5]. 2016. 95 f. Tese (Doutorado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São 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 Th1 immune response, with a significant expression of the cytokines IFN-γ 



 
 

and TNF-α, 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 DPI. 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 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O presente trabalho compreende o estudo da resposta imune e inflamatória 

no sistema nervoso central (SNC) de camundongos ou ratos-veadeiros (Peromyscus 

maniculatus) frente a infecção por dois diferentes tipos de vírus neurotrópicos, o 

vírus da estomatite vesicular (VEV) e o herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5). Portanto, 

o presente trabalho será divido e apresentado na forma de artigos científicos de 

acordo com o tipo de agente etiológico (VEV ou BoHV-5) e modelos animais 

(camundongos isogênicos BALB/c ou ratos-veadeiros) estudados.  

Primeiramente, no capítulo 2, será apresentado um artigo científico, intitulado 

“Cinética da expressão de RANTES e MCP-1 no sistema nervoso central de ratos-

veadeiros (Peromyscus maniculatus) infectados pelo vírus da estomatite vesicular”. 

Este estudo teve como objetivo avaliar a cinética de expressão de quimiocinas no 

SNC de ratos-veadeiros infectados pela via intranasal com o VEV, bem como avaliar 

a participação das células gliais (neurônios, astrócitos e micróglia) no 

desenvolvimento da encefalite. A expressão de quimiocinas foi correlacionada com a 

distribuição viral e com o infiltrado inflamatório no SNC. Neste estudo foi realizada a 

expressão por meio de imuno-histoquímica 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 participação das células gliais no tocante a 

expressão de quimiocinas durante a infecção pelo VEV neste modelo foi avaliada 

por meio de dupla-imunofluorescência (microscopia confocal). 

O segundo trabalho resultante do estudo da patogênese da infecção pelo 

VEV em ratos-veadeiros será apresentado na forma de artigo científico. Este artigo 

foi publicado no periódico Veterinary Pathology e o mesmo será aqui apresentado 

integralmente, como foi publicado, na secção Apêndice, capítulo 2. Este artigo é 

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 infecção causada 

pelo VEV (sorotipo New Jersey) transmitido por moscas hematófagas (Simulium 

vittatum), bem como a habilidade destes camundongos infectados em transmitir o 
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VEV para moscas não infectadas. Este artigo ressalta também a neuropatogênese 

da infecção causada pelo VEV descrevendo a cinética da evolução das lesões no 

SNC, bem como a distribuição viral. Os estudos relacionados a patogênese da 

infecção pelo VEV em ratos-veadeiros foram realizados em colaboração com 

pesquisadores do Department of Pathology, University of Georgia, Athens, GA.  

O presente trabalho também teve como objetivo descrever os estudos 

referentes a infecção pelo BoHV-5 em camundongos. Este será apresentado na 

forma de artigo científico, capítulo 3, o qual é intitulado de “Avaliação da resposta 

imune e inflamatória no sistema nervoso central de camundongos infectados pelo 

herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5)”. Este artigo teve como objetivo avaliar a 

resposta imune do SNC de camundongos BALB/c recém-desmamados frente a 

infecção pelo BoHV-5, bem como a avaliar a capacidade de neuro-invasividade, 

neuropatogenicidade e replicação do BoHV-5 no SNC destes camundongos. Este 

artigo irá elucidar alguns aspectos relacionados a infecção pelo BoHV-5 em 

camundongos BALB/c, uma vez que não existem dados sólidos na literatura 

científica internacional a respeito da resposta imune e cinética da infecção nestes 

animais. 
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2 CINÉTICA DA EXPRESSÃO DE RANTES E MCP-1 NO SISTEM A NERVOSO 

CENTRAL DE RATOS-VEADEIROS ( PEROMYSCUS MANICULATUS) 

INFECTADOS PELO VÍRUS DA ESTOMATITE VESICULAR 

 

 

 No presente capítulo é apresentado um artigo que foi submetido ao periódico 

Journal of Comparative Pathology. 

 

 

RESUMO 

 

 

O vírus da estomatite vesicular (VEV) é um vírus 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 

susceptível a infecção pelo VEV com lesões no sistema nervoso central (SNC) 

similares àquelas observadas em outras espécies de roedores. As quimiocinas, tais 

como RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2), as quais são importantes para 

quimiotaxia e ativação de células inflamatórias, são expressas durante a encefalite 

causada pelo VEV. Entretanto, a função das células residentes do SNC no tocante à 

expressão de quimiocinas é pouco caracterizada. No presente estudo, durante a 

encefalite causada pelo vírus da estomatite vesicular sorotipo New Jersey (VEVNJ) 

em ratos-veadeiros, as quimiocinas RANTES e MCP-1 foram expressas somente no 

bulbo olfatório (BO), local onde o vírus estava restrito. A expressão de quimiocinas 

foi seguida de um influxo de células inflamatórias no BO tardiamente no curso da 

doença aguda. A quimiocina RANTES foi expressa por neurônios, astrócitos e 

micróglia, ao passo que MCP-1 foi expressa por neurônios e astrócitos. Embora os 

astrócitos e a micróglia tenham respondido à infecção pelo VEVNJ ao expressarem 

quimiocinas, os neurônios foram o principal tipo celular infectado pelo vírus. 

Portanto, os neurônios infectados podem exercer um papel crucial na geração da 

resposta imune no BO. A sinalização entre neurônios e outras células residentes do 

SNC muito provavelmente é o mecanismo pelo qual os astrócitos e micróglia são 

ativados durante a encefalite causada pelo VEVNJ. Os resultados aqui 

apresentados, também indicam que a expressão de RANTES e MCP-1 no BO de 
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ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ possivelmente contribuem para prevenir a 

disseminação do vírus para outras áreas 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 INTRODUÇÃO 

 

 

 O vírus da estomatite vesicular (VEV) é vírus envelopado que possui uma 

única fita de RNA e que pertence ao gênero Vesiculovirus da família Rhabdoviridae. 

O VEV é um vírus bem reconhecido, que causa uma encefalite aguda em 

camundongos quando inoculado pela via intranasal. Inicialmente, o VEV infecta 

neurônios receptores olfatórios do neuro-epitélio e segue no sentido caudal para 

bulbo olfatório (BO); e posteriormente se dissemina para regiões mais caudais do 

sistema nervoso central (SNC) (HUNEYCUTT et al., 1994). O rato-veadeiro 

(Peromyscus maniculatus), um roedor nativo do Novo Mundo, também é susceptível 

a infecção pelo vírus 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 

retrógrado e por meio do sistema ventricular (CORNISH et al., 2001). Uma vez que a 

patogênese da infecção pelo VEVNJ no rato-veadeiro é semelhante àquela descrita 

para outras espécies de roedores (CORNISH et al., 2001), aquela espécie pode ser 

utilizada como modelo viral de infecção do SNC.  

 Em camundongos, o VEV infecta neurônios com uma rápida ativação da 

micróglia e de astrócitos, o que contribui para o desenvolvimento da encefalite (BI et 

al., 1995). O recrutamento de células inflamatórias para o SNC pode ser 

desencadeado por diversas quimiocinas, que podem ser expressadas por células 

residentes do SNC, incluindo neurônios, micróglia e astrócitos (ASENSIO; 

CAMPBELL, 1999). As quimiocinas pertencem a um grupo de pequenas proteínas 

secretadas, as quais são divididas em duas principais subfamílias, baseado no 

arranjo dos resíduos amino-terminais de cisteína dependendo se os dois primeiros 

resíduos são separados por um aminoácido (CXC) ou não (CC) (ZLOTNIK; YOSHIE, 

2000). Durante a encefalite causada pelo VEV em camundongos, diversas 

quimiocinas são expressas durante o pico da inflamação aguda, incluindo a 

quimiocina 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 são expressas em diversas condições 

inflamatórias e degenerativas do SNC. RANTES e MCP-1 estão envolvidas 
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principalmente na ativação e infiltração de monócitos e linfócitos T para o 

neuroparênquima (REISS et al., 2002). Adicionalmente, a quimiocina MCP-1 está 

envolvida no recrutamento de células natural killer (DESHMANE et al., 2009). A 

expressão de RANTES no SNC de camundongos infectados pelo herpesvírus 

simples tipo 1 (HSV-1) é responsável pela adesão e rolamento de leucócitos na 

microvasculatura, contribuindo assim para o desenvolvimento da encefalite (VILELA 

et al., 2009). Em condições neurodegenerativas, tais como a encefalomielite auto-

imune experimental, a qual é um modelo para esclerose múltipla, a expressão das 

quimiocinas RANTES e MCP-1 está correlacionada com a adesão de leucócitos à 

microvasculatura cerebral (DOS SANTOS et al., 2005). Embora a expressão destas 

quimiocinas esteja frequentemente correlacionada com a inflamação e dano ao 

neuroparênquima, em algumas condições, tanto RANTES como MCP-1 podem 

exercer um efeito neuroprotetor (MADRIGAL et al., 2009; TRIPATHY et al., 2010). 

 A infecção pelo VEV em camundongos de laboratório tem sido 

extensivamente estudada. Entretanto, a resposta imune de ratos-veadeiros frente a 

infecção pelo VEV ainda não foi investigada. Embora se saiba que as quimiocinas 

são cruciais para o desenvolvimento da encefalite causada pelo VEV, poucos 

estudos foram desenvolvidos no intuito de verificar a função das células residentes 

do SNC no tocante à produção de quimiocinas durante a infecção pelo VEV. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressão e a origem celular de 

RANTES e MCP-1 no SNC durante a infecção aguda pelo VEV em ratos-veadeiros 

adultos.  

 

 

2.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.2.1 Ratos-veadeiros e o vírus 

 

 

Ratos-veadeiros fêmeas, 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 realização 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 vírus 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 106 TCID50 (dose 

infectante em 50% do cultivo celular) em 50µL de meio essencial mínimo (MEM). 

 

 

2.2.2 Inoculação 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 106 TCID50 de VEVNJ-Colorado em 50µL 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 CO2 em 1 a 7 

dias pós-inoculação (DPI). Adicionalmente, 5 camundongos foram utilizados como 

controles negativos e os mesmos foram inoculados por via intranasal com MEM sem 

o vírus. 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-histoquímica (IHQ) 

 

 

 Os tecidos coletados foram fixados em formalina tamponada por 24 a 48 h 

seguidos de descalcificação em ácido fórmico a 5% das cavidades nasais. 

Posteriormente, os tecidos foram processados rotineiramente para histologia e foram 

embebidos em parafina. Secções de 3 µm foram coradas por hematoxilina e eosina 

(HE) para avaliar as lesões histológicas. Secções coronais de diferentes regiões do 
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SNC foram avaliadas, tais como o bulbo olfatório (BO); região septo-striatal; 

diencéfalo caudal (hipocampo e tálamo); mesencéfalo rostral (hipocampo caudal) e 

cerebelo rostral com os pedúnculos cerebelares.  

 A imuno-histoquímica (IHQ) para as quimiocinas RANTES e MCP-1, e para o 

VEVNJ foi realizada em todas as áreas 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 modificações. Secções de 3 µm 

foram submetidas a recuperação antigênica (RA) com Borg Decloaker (Biocare 

Medical, Concord, California, USA) por 10 min em uma panela de pressão (Biocare 

Medical, Concord, California, USA) a 120˚C. Posteriormente, as secções foram 

incubadas com Power BlockTM (Biogenex, Fremont, California, USA) por 7 minutos 

na temperatura ambiente seguida de incubação com uma solução de peróxido de 

hidrogênio a 3% na temperatura ambiente por 10 min. Os anticorpos primários: 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 diluições de 

1:200 e 1:800 respectivamente. Como controle negativo, os anticorpos primários 

foram substituídos por um Goat Super Sensitive negative control (Biogenex, 

Fremont, California, USA). Após a incubação com os anticorpos primários, as 

lâminas foram incubadas com anticorpo secundário rabbit biotinylated anti-goat 

(Vector Laboratories, Burlingame, California, USA) diluído a 1:200 por 20 min 

seguido de incubação com streptavidina conjugada a peroxidase (Biocare Medical, 

Concord, California, USA). A ligação entre antígenos e anticorpos foi visualizada 

utilizado-se o substrato DAB (3,3’–diaminobenzidina) (Vector Laboratories, 

Burlingame, California, USA), seguido de leve contracoloração com hematoxilina. 

Secções de baço e tecido linfoide sem alterações histológicas de ratos-veadeiros 

naïve foram utilizados como controles positivos.  

 Para a detecção dos antígenos 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, secções de 3 µm foram submetidas a RA com tampão 

citrato a 0,01M (pH 6,0) por 10 min em panela de pressão (Biocare Medical, 
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Concord, California, USA) t 120˚C. As secções foram incubadas com anticorpo 

primário anti-VEVNJ proveniente de fluido ascítico hiperimune de camundongo (Dr. 

R. B. Tesh, Department of Pathology, University of Texas Medical Branch, 

Galveston, TX) em uma diluição 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 secções foram incubadas 

com um link universal biotinilado feito em cabras (Biocare Medical, Concord, 

California, USA) seguido de incubação com fosfatase alcalina conjugada a 

streptavidina (Biocare Medical, Concord, California, USA). A reação foi revelada 

utilizando-se o Vulcan Fast Red Chromogen (Biogenex, Fremont, California, USA) 

seguido de leve contracoloração com hematoxilina. Secções do SNC de ratos-

veadeiros previamente infectados pelo VEVNJ foram utilizados como controle 

positivo. 

 

 

2.2.4 Imunofluorescência 

 

 

 Secções de SNC embebidas em parafina foram cortadas a 3 µm e preparadas 

para imunofluorescência. Primeiramente, as secções de SNC foram submetidas a 

imunofluorescência com os anticorpos primários individualmente. Resumidamente, 

as secções 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 secções foram incubadas por 2 h a 37˚C 

com os seguintes anticorpos primários: anti-CCL5 (goat, 1:20, R&D Systems, 

Minneapolis, Minnesota, USA); anti-CCL2 (goat, 1:20, R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, USA); anti-proteína glial fibrilar ácida (GFAP) (rabbit, 1:100, Dako, 

Carpinteria, California, USA); anti-Iba-1 (rabbit, 1:500, Wako, Richmond, Virginia); e 

anti-NeuN (guinea pig, 1:200, Millipore, Temecula, California, USA). Após a 

incubação com os anticorpos primários, as secções foram incubadas por 1 h a 

temperatura ambiente, em câmara escura, com os seguintes anticorpos secundários 

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 lâminas foram lavadas em 

PBS, pH 7,2 por três vezes e as mesmas foram montadas com meio Prolong® gold 

antifade mountant com DAPI (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Para dupla-

imunofluorescência, cada anticorpo primário, 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 incubação com uma mistura apropriada de anticorpos 

secundários descritos anteriormente. Adicionalmente, a imunofluorescência foi 

realizada para detectar antígenos de VEVNJ em amostras de SNC e cavidade nasal 

dos camundongos infectados. Para tal, as secções 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 secções foram incubadas 

com o anticorpo primário anti-VEVNJ proveniente de fluido ascítico hiperimune de 

camundongo (Dr. R. B. Tesh) em uma diluição de 1:800 por 2 h a 37˚C, seguido de 

incubação por 1 h em câmara escura em temperatura ambiente com o anticorpo 

secundário Alexa 488 anti-mouse (goat, 1:200, Jackson Immunoresearch, West 

Grove, Pennsylvania, USA). As amostras de SNC também foram submetidas a 

dupla-imunofluorescência com anticorpo primário anti-VEVNJ associado a diferentes 

marcadores celulares (GFAP, Iba-1 e NeuN) utilizando-se uma mistura de anticorpos 

primários seguido de uma mistura apropriada de anticorpos secundários. A dupla 

marcação das quimiocinas e marcadores celulares foram avaliadas utilizando-se um 

microscópio confocal Zeiss LSM 710. As imagens da dupla-imunofluorescência para 

VEVNJ com os diferentes marcadores celulares foram obtidas utilizando-se 

diferentes filtros em um microscópio de fluorescência (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 Análise morfométrica 

 

 Uma análise quantitativa foi realizada para avaliar a marcação para RANTES 

e MCP-1 no SNC de três animais de cada grupo. Para tal, o BO foi dividido em dois 

regiões principais. A primeira incluiu as camadas do nervo olfatório e glomerular 

(Região 1) e a segunda região compreendeu as camadas plexiforme externa, mitral, 
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plexiforme interna e granular (Região 2). Dez campos de 400X não sobrepostos 

foram selecionados em cada região principal. Primeiramente, avaliou-se o BO e os 

campos foram selecionados baseando-se no número de células positivas. Os 

campos com maior número de células foram selecionados primeiramente, seguidos 

pelos campos com menor número de células positivas e campos sem nenhuma 

marcação na IHQ. Estes últimos foram selecionados randomicamente. A média da 

área por um campo de 400X para as Regiões 1 e 2 foi de 135,000µm2 e 148,000µm2 

respectivamente. O número total de células positivas em cada campo e o tamanho 

da área analisada foram mensurados utilizando-se o software ImageJ (National 

Institute of Health, USA). As células foram consideradas positivas quando havia total 

marcação do citoplasma e quando o núcleo desta célula era facilmente reconhecível. 

Em cada secção de outras áreas avaliadas do SNC (septo striatal; diencéfalo 

caudal; mesencéfalo rostral; e cerebelo rostral), a seleção dos campos, bem como a 

contagem foi realizada semelhantemente ao descrito anteriormente com uma área 

média de 148,000µm2 por campo de 400X. 

 

 

2.2.6 Análise estatística 

 

 

 Os dados foram primeiramente analisados para a distribuição normal 

utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A homocedasticidade foi testada utilizando-se 

o teste de Levene. Os dados que não mostraram distribuição normal foram testados 

por meio do teste não paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste de LSD para uma 

múltipla comparação das médias ranqueadas. O nível de significância 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 Expressão de RANTES e MCP-1 no SNC de ratos-v eadeiros infectados 

com VEVNJ 

 

 
 O SNC foi divido em diferentes regiões para se estudar a distribuição da 

expressão de RANTES e MCP-1. As regiões analisadas incluíram o BO; septo 

striatal; diencéfalo caudal (hipocampo e tálamo); mesencéfalo rostral (hipocampo 

caudal); e cerebelo rostral com os pedúnculos cerebelares. A marcação 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 marcação intracitoplasmática intensa e homogênea quando 

comparada aquelas observadas no grupo controle (Figura 1). O VEVNJ quando 

inoculado pela via intranasal em camundongos e ratos-veadeiros infecta neurônios 

receptores olfatórios da mucosa nasal (PLAKHOV et al., 1995; CORNISH et al., 

2001). Os axônios destes neurônios olfatórios penetram na placa cribiforme e 

entram no BO (MORI et al., 2005), realizando sinapses no nível da camada 

glomerular com tufted cells cujos corpos celulares estão localizados na camada 

mitral (IMAI, 2014). Células mitrais e tufted cells realizam sinapse com as células 

granulares as quais compõem a maior população de interneurônios no BO 

localizados na camada granular (IMAI, 2014). Portanto, para se estudar a 

distribuição da expressão de RANTES e MCP-1, o BO foi dividido em duas regiões 

principais. A primeira região (Região 1) incluiu as camadas do nervo olfatório e 

glomerular e a segunda região (Região 2) compreendeu a camada plexiforme 

externa até a camada mais interna do BO (camada granular). 

 Em ambas as regiões analisadas, o número de células expressando RANTES 

ou MCP-1 variou significativamente entre os diferentes dias analisados (p < 0.05). 

RANTES foi primeiramente detectada em um alto número de células na Região 1 no 

4 DPI, seguido por uma queda nesta região no 7 DPI (Gráfico 1A). 

Semelhantemente, na Região 2, RANTES foi primeiramente detectada no 4 DPI 

(Gráfico 1B). Entretanto, o número de células positivas para RANTES nesta região 

aumento significativamente do 5 para o 6 DPI. Em ambas as regiões, nenhuma 
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diferença foi encontrada na expressão de RANTES entre os animais controle e os 

animais infectados pelo VEVNJ no 1, 2, e 3 DPI. No tocante a expressão de MCP-1, 

um número significativo de células positivas foi primeiramente detectado no 4 DPI, 

com uma queda no 5 DPI. Esta diminuição chegou a um número de células positivas 

que não diferiu estatisticamente do número de células positivas observadas no 1 DPI 

(Gráfico 1C). Na região 2, MCP-1 foi também detectada primeiramente em um alto 

número de células no 4 DPI, com um aumento do 5 para o 6 DPI (Gráfico 1D). 
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Figura 1 – Expressão de RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) por imuno-histoquímica no bulbo 
olfatório de ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Nas camadas do nervo olfatório e glomerular, uma intensa marcação intracitoplasmática 

para CCL-5 (setas) foi observada (A). Uma intensa marcação intracitoplasmática para CCL-
2 (setas) foi observada em células localizadas na camada plexiforme externa até a camada 
granular (B). Nos animais controle, células com marcação proeminente para CCL-5 (C) e 
CCL-2 (D) não foram observadas. Células positivas individuais foram contadas para análise 
morfométrica. IHQ. Barras, 50 µm (A-D). 
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Gráfico 1 –  Número de células positivas para RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) por imuno-
histoquímica no bulbo olfatório de ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ em diferentes 
dias pós inoculação (DPI) 

 

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Expressão de CCL-5 nas camadas do nervo olfatório e glomerular (Região 1) (A); e 

camadas plexiforme externa, células mitrais, plexiforme interna e granular (Região 2) (B). 
Expressão de CCL-2 nas camadas do nervo olfatório e glomerular (Região 1) (C); e 
camadas plexiforme externa, células mitrais, plexiforme interna e granular (Região 2) (D). 
As barras representam a média ± SEM. A significância 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 diferença significativa entre os diferentes DPI (média ranqueada, LSD. p 
< 0.05). 

 
 

2.3.2 Expressão 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 são 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 
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meio de dupla marcação com diferentes marcadores celulares. O marcador 

microglial utilizado no presente estudo Iba-1 poderia também marcar monócitos 

derivados do sangue que durante um evento de neuro-inflamação podem adentrar e 

se tornarem ativadas no SNC. Entretanto, no neuroparênquima, a grande maioria 

das células positivas para Iba-1 possuíam morfologia consistente com a micróglia 

ramificada (dados não mostrados) (GLENN et al., 1992). Portanto, no presente 

estudo, as células positivas para Iba-1 serão referidas como micróglia. 

 RANTES estava co-localizada com o marcador astrocítico 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 núcleos foram marcados pelo marcador 

neuronal NeuN (Figura 2G a I). Estes resultados sugerem que os astrócitos, 

neurônios e micróglia 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 núcleos 

eram positivos para o marcador neuronal NeuN (Figura 3D a F). Entretanto, MCP-1 

não foi co-localizada com o marcador microglial Iba-1 (Figura 3G a I), sugerindo que 

a quimiocina MCP-1 é principalmente expressa em neurônios e astrócitos do BO, 

mas não em micróglia durante a encefalite causada pelo VEVNJ. 
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Figura 2 – Astrócitos, neurônios e micróglia no bulbo olfatório 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 Iba-1+ (D-F) e estava localizada 

na região perinuclear (seta) de células NeuN+ (G-I). Dupla-imunofluorescência. Barras, 25 
µm (A-I).  
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Figura 3 – Astrócitos e neurônios no bulbo olfatório, exceto micróglia, expressam MCP-1 (CCL-2) 
durante a encefalite causada por VEVNJ em ratos-veadeiros 

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

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

 

 

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

 

 

 No 1 DPI, havia uma marcação leve, multifocal e intracitoplasmática para os 

antígenos de VEVNJ no epitélio olfatório e raras células epiteliais das glândulas de 

Bowman (Figura 4A). No 3 até o 6 DPI, haviam áreas localmente extensas nas quais 
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grande quantidade de antígenos virais foram visualizadas ao longo do epitélio 

olfatório, incluindo as glândulas de Bowman (Figura 4B). No 7 DPI, a marcação para 

o VEVNJ tornou-se menos proeminente, com somente a marcação multifocal leve a 

moderada no epitélio olfatório.  

 No BO, antígenos de VEVNJ foram inicialmente detectados no 2 DPI. Nos 3 e 

4 DPI, antígenos de VEVN foram principalmente visualizados nas camadas do nervo 

olfatório, glomerular e plexiforme externa (Figura 4C), com ocasionais marcações da 

camada de células mitrais e discreta extensão destas marcações para as camadas 

plexiforme interna e granular no 4 DPI (Figura 4D). No 7 DPI, antígenos de VEVNJ 

ainda podiam ser detectados em todas as camadas do BO. Antígenos virais não 

foram observados no SNC caudalmente ao BO. 

 A dupla-imunofluorescência para o VEVNJ com diferentes marcadores 

celulares revelou que o vírus estava predominantemente localizado no citoplasma de 

neurônios (células NeuN+) (Figura 5A a C) e seus processos. Raramente, o VEVNJ 

estava co-localizado com o marcador astrocítico GFAP (Figura 5D a F). Os 

antígenos de VEVNJ não estavam co-localizados com o marcador microglial Iba-1 

(Figura 6G a I). 
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Figura 4 – Distribuição de VEVNJ no SNC de ratos-veadeiros infectados 

 

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: No 1 DPI, antígenos de VEVNJ foram observados no epitélio olfatório e glândulas de 

Bowman subjacentes nas conchas nasais (A), IHQ. No 4 DPI, a marcação para VEVNJ 
tornou-se disseminada no epitélio olfatório (asteriscos) e glândulas de Bowman subjacentes 
(cabeças de setas) (B), imunofluorescência. No bulbo olfatório, no 4 DPI, antígenos de 
VEVNJ estavam presentes nas camadas do nervo olfatório e glomerular com uma leve 
extensão para a camada plexiforme externa, onde os antígenos virais também foram 
detectados nos processos neuronais (cabeças das setas) (C), imunofluorescência. 
Adicionalmente, no 4 DPI, VEVNJ estava presente nas camadas de células mitrais e 
granular, onde os antígenos virais foram detectados nas células mitrais (setas) e células 
granulares (cabeças das setas) (D), imunofluorescência. Barras, 50 µm (A), 400 µm (B) e 
40 µm (C-D). 
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Figura 5 -  O VEVNJ infecta predominantemente neurônios e raros astrócitos no SNC de ratos-
veadeiros infectados 

 

Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: A grande maioria dos antígenos de VEVNJ foram observados dentro do citoplasma de 

células NeuN+ (A-C). Antígenos de VEVNJ raramente foram detectados em células GFAP+ 
(inset, seta) (D-F) e os mesmos não apresentaram co-localização com células Iba-1+ (G-I). 
Dupla-imunofluorescência. Barras, 20 µm (A-C) e 75 µm (D-I). 
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2.3.4 Lesões microscópicas 

 

 

 As lesões nas conchas nasais de ratos-veadeiros adultos infectados pelo 

VEVNJ tornaram-se mais proeminentes a partir do 3 DPI. Neste, havia vacuolização 

multifocal do epitélio olfatório com um moderado número de células epiteliais 

necróticas. O lúmen estava preenchido por uma discreta a moderada quantidade de 

debris celulares associado a poucos neutrófilos degenerados ou viáveis. A lâmina 

própria estava infiltrada por uma discreta quantidade de macrófagos, plasmócitos e 

linfócitos. Raramente, havia no lúmen das glândulas de Bowman um baixo número 

de células necróticas. A necrose do epitélio olfatório progrediu até o 6 DPI, no qual 

havia áreas localmente extensas de erosão e ulceração do epitélio com grande 

quantidade de debris celulares e um alto número de neutrófilos preenchendo o 

lúmen das conchas nasais. No 7 DPI, havia uma discreta a moderada quantidade de 

debris celulares preenchendo o lúmen, assim como áreas multifocais de erosão. 

Entretanto, haviam áreas multifocais nas quais a lâmina basal estava recoberta por 

única camada de células epiteliais achatadas (epitélio em regeneração). 

 As lesões no SNC somente foram detectadas no BO. Todas as outras áreas 

avaliadas, tais como a região septo-striatal; diencéfalo caudal (hipocampo e tálamo); 

mesencéfalo rostral (hipocampo caudal) e cerebelo rostral com os pedúnculos 

cerebelares, lesões histológicas não foram observadas. No BO, as lesões foram 

detectadas inicialmente no 4 DPI. Na camada glomerular, os espaços perivasculares 

e pericelulares estavam discretamente aumentados (edema). Nesta região havia um 

discreto infiltrado inflamatório composto predominantemente por neutrófilos nos 

espaços perivasculares. No 6 DPI, o edema estava mais proeminente e os espaços 

perivasculares estavam multifocalmente preenchidos por uma camada de 

macrófagos e linfócitos (manguito perivascular), os quais também estavam 

presentes nas leptomeninges. No 7 DPI, a encefalite tornou-se mais severa com um 

moderado número de macrófagos, linfócitos e raros neutrófilos nas leptomeninges e 

manguitos perivasculares no neuroparênquima estendendo-se desde a camada 

glomerular até a granular compostos por 1 a 3 camadas de macrófagos e linfócitos. 

Nos animais controle, lesões histológicas não foram observadas. 
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2.4 DISCUSSÃO 

 

 

As células residentes do SNC dispõem de diversos mecanismos da reposta 

imune inata os quais são importantes para se debelar infecções causadas por vírus 

neurotrópicos (NAIR; DIAMOND, 2015). O VEV é um rhabdovirus que em 

camundongos de laboratório e ratos-veadeiros apresenta um alto neurotropismo 

cursando com encefalite severa (HUNEYCUTT et al., 1993; CORNISH et al., 2001) 

com ativação de células gliais resultando em astrocitose e microgliose (BI et al., 

1995; CHRISTIAN et al., 1996; CORNISH et al., 2001). Todavia, a resposta imune 

inata na infecção pelo VEV ainda não foi investigada em ratos-veadeiros. Durante a 

encefalite causada pelo VEV em camundongos de laboratório, diversas quimiocinas, 

incluindo RANTES e MCP-1 são expressas no SNC (REISS et al., 2002; STEEL et 

al., 2014). Entretanto, a origem celular destas quimiocinas durante a infecção 

causada pelo VEV, assim como a correlação entre a distribuição viral e a expressão 

destas quimiocinas são pouco caracterizadas. No presente estudo, a inoculação 

intranasal de VEVNJ-Colorado em ratos-veadeiros adultos induziu a expressão de 

RANTES e MCP-1 no BO. Em outras áreas do SNC, além do BO, não se 

observaram marcações para estas quimiocinas. No BO, RANTES foi expressa em 

todas as células residentes do SNC avaliadas, incluindo astrócitos, micróglia e 

neurônios, ao passo que MCP-1 não foi expressa pela micróglia. Inúmeros estudos 

demonstraram que vírus neurotrópicos podem induzir uma importante resposta de 

quimiocinas em células residentes do SNC (HOSKING; LANE, 2010). Células de 

origem neuronal, quando infectadas in vitro com vírus da raiva (RABV), o qual é 

intimamente relacionado ao VEV, apresentaram uma expressão robusta de RANTES 

na ausência de células gliais, demonstrando que os neurônios por si só podem 

responder a infecção causada por vírus de dsRNA (PRÉHAUD et al., 2005). A 

micróglia também pode reconhecer e responder à infecção pelo RABV e pelo 

herpesvírus simples tipo 1 resultando na expressão de quimiocinas, tais como a 

RANTES (LOKENSGARD et al., 2001; NAKAMICHI et al., 2005). Semelhantemente, 

no presente estudo, os neurônios e a micróglia expressaram RANTES durante a 

encefalite causada pelo VEVNJ em ratos-veadeiros. Entretanto, esses resultados 

diferem daqueles obtidos em camundongos infectados pelo RABV, os quais 

expressaram RANTES em células gliais, mas não em neurônios (HICKS et al., 
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2013). Durante a infecção in vitro pelo vírus da encefalite japonesa, um vírus RNA, 

RANTES foi induzida em cultivo celular de micróglia e astrócitos, e culturas mistas 

de neurônios/glia, mas não em neurônios cultivados na ausência de células da glia 

(CHEN et al., 2004). Além de neurônios e micróglia, RANTES foi expressa por 

astrócitos nos ratos-veadeiros infectados pelo VEVNJ no presente estudo. 

Semelhantemente, em outras infecções virais que afetam o SNC tais como o HIV e o 

vírus da encefalomielite murina de Theiler, RANTES foi expressa em astrócitos, o 

que pode contribuir ou não para o desenvolvimento da inflamação no SNC 

(CARPENTIER et al., 2008; LIU et al., 2014). No presente estudo, ao contrário de 

RANTES, MCP-1 não foi observada na micróglia. Estes resultados são semelhantes 

àqueles observados in cultivo celulares de micróglia infectado pelo RABV, nos quais 

se observou a expressão de RANTES, mas não de MCP-1 (ZHAO et al., 2013). 

Entretanto, no presente estudo, uma grande quantidade de neurônios e astrócitos 

expressaram MCP-1. Semelhantemente, MCP-1 foi significativamente expressa em 

neurônios durante a infecção pelo RABV (HICKS et al., 2013) e em astrócitos na 

infecção 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 vírus (TERRY et al., 

2012). Os neurônios são importantes produtores de MCP-1 na infecção pelo vírus 

West Nile (GETTS et al., 2008), ao passo que na infecção pelo HIV, os astrócitos 

são os principais produtores de MCP-1 (PERSIDSKY et al., 1999). 

No presente estudo, o VEVNJ foi predominantemente observado no 

citoplasma de neurônios do BO de ratos-veadeiros infectados. Raramente, os 

antígenos de VEVNJ foram visualizados em astrócitos e não foram encontradas 

marcações para o vírus na micróglia. Os antígenos de VEVNJ que não foram 

observados em co-localização com os marcadores utilizados no presente estudo, 

muito provavelmente se encontravam no interior de dendritos e em menor 

quantidade em axônios, uma vez que a maioria das sinapses no BO são realizadas 

por conexões dendro-dendríticas (MORI et al., 1999). As células gliais tais como os 

astrócitos e micróglia, podem ser infectadas pelo VEV, porém a maioria das células 

infectadas são neurônios (NAIR et al., 2014). Os resultados do presente estudo são 

similares àquele em que se verificou que os neurônios eram o alvo primário do VEV, 

sendo que o vírus não foi detectado em células gliais, tais como os astrócitos 

(FENSTERL et al., 2012). Diferentemente, outro estudo demonstrou a co-localização 

de antígenos de VEVNJ com marcadores astrocítico e microgliais, sugerindo que a 
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infecção destas células gliais podem exercer um papel importante no 

desenvolvimento da encefalite (CHAUHAN et al., 2010). Entretanto, uma 

comparação entre os estudos no tocante ao tropismo celular viral é difícil em 

decorrência de diferentes sorotipos utilizados, dose infectante e idade do animal no 

momento da inoculação. Importantemente, embora os astrócitos no BO não estavam 

significativamente infectados pelo vírus, os mesmos expressaram tanto RANTES 

como MCP-1, ao passo que a micróglia expressou somente MCP-1. Nos neurônios, 

ao contrário das células gliais, havia grande quantidade de antígenos de VEVNJ. 

Portanto, a comunicação entre neurônios e células gliais muito provavelmente é o 

mecanismo pelo qual as células gliais tais como astrócitos e micróglia são ativados 

durante a encefalite por VEVNJ em ratos-veadeiros. A micróglia bem como os 

astrócitos podem responder rapidamente à lesão neuronal expressando maiores 

quantidades de moléculas do tipo MHC (NEUMANN, 2001). Entretanto, o 

mecanismo pelo qual as células gliais respondem a infecções virais por meio de 

comunicação celular é pobremente caracterizado (NAIR; DIAMOND, 2015). As 

quimiocinas são redundantes e a expressão de uma quimiocina no SNC pode induzir 

a expressão de quimiocinas em outras células (MELCHJORSEN et al., 2003). No 

presente estudo, as quimiocinas expressadas por astrócitos e micróglia poderiam ter 

sido induzidas pelas quimiocinas liberadas por neurônios infectados pelo VEVNJ. 

Quimiocinas neuronais, tais como RANTES e MCP-1 podem ativar tanto astrócitos 

como a micróglia por meio de receptores correspondentes (DE HAAS et al., 2007). A 

ativação de células gliais por neurônios tem sido reportada em infecções causadas 

por vírus neurotrópicos tais como Borna disease virus (BDV). O BDV é um vírus 

RNA de fita negativa que infecta neurônios, que por sua vez pode liberar partículas 

virais ou moléculas solúveis resistentes ao calor que ativa astrócitos. A ativação do 

astrócitos, neste caso, se verificou por meio da expressão de RANTES, a qual foi 

seguida da ativação de micróglia (OVANESOV et al., 2008). 

No presente estudo, RANTES e MCP-1 foram detectadas primeiramente em 

um número significativo de células no 4 DPI, principalmente na camada do nervo 

olfatório e glomerular do BO. Tardiamente no curso da infecção, houve um aumento 

do número de células positivas para ambas as quimiocinas no 6 DPI na camada 

plexiforme externa estendendo-se até a camada granular. Estes resultados são 

similares àqueles previamente descritos na encefalite por VEV. A expressão de 

quimiocinas durante a encefalite por VEV em camundongos apresentou um padrão 
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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 padrão de expressão de quimiocinas no BO, no qual se 

observou incialmente um número significativo de células positivas nas camadas 

mais externas do BO, as quais são a porta de entrada do vírus. Posteriormente, 

houve um aumento da expressão das áreas mais internas do BO, o que 

correlacionou com a cinética da distribuição viral. Semelhantemente, na infecção 

pelo RABV, a distribuição de MCP-1 estava fortemente correlacionada com a 

distribuição viral, indicando que quando havia um aumento na quantidade de 

antígenos virais, havia também um aumento na marcação para MCP-1, ao passo 

que RANTES teve uma correlação mais fraca com a distribuição de RABV (HICKS et 

al., 2013). No presente estudo, a infecção pelo VEV no BO de ratos-veadeiros não 

induziu a expressão de quimiocinas em outras áreas do SNC, o que demonstra que 

estas quimiocinas podem afetar as células residentes do SNC localmente. 

Diferentemente, uma reposta distante de interferon do tipo I (IFN-I) em outras áreas 

do SNC de camundongos inoculados com o VEV protegeu contra a disseminação do 

vírus para áreas mais caudais do SNC (VAN DEN POL et al., 2014). 

No presente estudo, uma lesão do tipo inflamatória significativa surgiu 

primeiramente no 6 DPI com o aparecimento de manguitos perivasculares 

compostos por macrófagos e linfócitos. Estas lesões 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 contribuíram para a infiltração de células inflamatórias para o BO. 

Adicionalmente à expressão de quimiocinas por células residentes do SNC, as 

células inflamatórias também poderiam exercer um papel importante na produção de 

quimiocinas no curso mais avançado da encefalite. A encefalite causada por VEV 

provavelmente é independente de linfócitos T como se observou em camundongos 

atímicos, sendo que em camundongos normais, os linfócitos T não 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 iniciação e progressão da encefalite 

causada por VEV. Entretanto, outro estudo demonstrou que os linfócitos T podem 

exercer podem ser a fonte primária de quimiocinas no pico da inflamação (6-8 DPI), 

porém a participação das células gliais neste momento não pode ser excluída (Steel 

et al., 2014). Durante a infecção pelo VEV em ratos-veadeiros, as células residentes 
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do SNC, tais como neurônios, astrócitos e micróglia, podem exercer um papel 

importante na iniciação de uma resposta antiviral por meio da expressão das 

quimiocinas RANTES e MCP-1. 

Quando inoculado pela via intranasal em ratos-veadeiros, o VEVNJ-Colorado 

primeiramente chega às camadas do nervo olfatório e glomerular no BO, as quais 

recebem axônios dos neurônios olfatórios receptores localizados no epitélio olfatório. 

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 

vírus estava restrito ao BO e não se disseminou para outras áreas do SNC. Diversos 

estudos reportam que o VEV em camundongos wild-type, após a infecção do BO, o 

vírus se dissemina para outras áreas do SNC (SABIN; OLITSKY, 1937; 

HUNEYCUTT et al., 1994; BI et al., 1995; CHRISTIAN et al., 1996; REISS et al., 

1998; CORNISH et al., 2001). Entretanto, é difícil comparar os estudos, uma vez que 

a idade e linhagens de camundongos, sorotipo do vírus, assim como a quantidade 

de vírus inoculada diferem entre os estudos. O sorotipo Indiana foi utilizado em 

diversos estudos, incluindo aqueles que investigam possíveis mecanismos da 

resposta imune inata os quais são importantes para evitar a disseminação viral no 

SNC (BI 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 vírus chega ao BO e se dissemina para outras áreas do SNC 

dependendo do tipo de imunodeficiência do camundongo utilizado. Nos ratos-

veadeiros de 3 a 7 semanas de idade, o VEV sorotipo Indiana infecta células do 

epitélio olfatório quando inoculado pela via intranasal. Entretanto, o vírus permanece 

restrito à cavidade nasal e não chega ao SNC por meio do BO, demonstrando que o 

rato-veadeiro pode debelar a infecção viral na cavidade nasal, evitando o 

desenvolvimento da encefalite (E. W. Howerth, dados não publicados). No presente 

estudo, uma vez que a infecção pelo VEVNJ-Colorado estava restrita ao BO, a 

expressão de RANTES e MCP-1 podem exercer um papel importante no intuito de 

controlar a infecção e disseminação do VEV para outras áreas do SNC, além do BO 

em ratos-veadeiros. Adicionalmente, inúmeros mecanismos da imunidade inata tais 

como receptor de IFN tipo I (IFNAR), IFN tipo I (IFN-β), interferon-induced 

Ifit2/ISG54, fator regulador de interferon - 1 (IRF-1) e MyD88 são importantes para 

controlar a infecção pelo VEV e evitar a disseminação do vírus 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 CONCLUSÕES 

 

 

Os experimentos do presente estudo demonstraram que as quimiocinas 

RANTES e MCP-1 são expressas por células residentes do SNC do BO durante a 

infecção causada pelo VEVNJ em ratos-veadeiros. Neurônios, astrócitos e micróglia 

expressaram RANTES, ao passo que MCP-1 foi expresso por neurônios e astrócitos. 

A disseminação viral nos neurônios do BO procedeu a expressão destas 

quimiocinas, demonstrando que os neurônios infectados muito provavelmente 

exercem um papel importante na iniciação da resposta imune no BO. Apesarem de 

não estarem significativamente infectados pelo VEVNJ, os astrócitos e a micróglia 

também responderam à infecção ao expressarem quimiocinas. 
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3 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATÓRIA NO SIS TEMA 

NERVOSO CENTRAL DE CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO 

HERPESVÍRUS BOVINO TIPO 5 (BOHV-5) 

 

 

 No presente capítulo é apresentado um artigo que será submetido ao 

periódico Virology. 

 

 

RESUMO 

 

 

O herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) é responsável por causar meningo-encefalite 

em bovinos jovens, principalmente naqueles imunossuprimidos. Inicialmente, o 

BoHV-5 infecta células epiteliais da mucosa nasal e células neurônios olfatórios 

receptores infectando desta maneira o sistema nervoso central (SNC) e 

estabelecendo latência no gânglio trigeminal. Poucos estudos foram conduzidos 

para elucidar a resposta imune durante a infecção pelo BoHV-5. Apesar de existirem 

evidências da infecção pelo BoHV-5 em camundongos imunodeficientes, pouco se 

sabe a respeito da replicação viral, resposta imune e evolução da infecção pelo 

BoHV-5 no SNC de camundongos com o sistema imune intacto. Portanto, o 

presente estudo teve como objetivo avaliar a resposta do SNC à infecção pelo 

BoHV-5 em camundongos isogênicos BALB/c em diferentes dias pós-inoculação 

(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 infecção sem apresentar sinais neurológicos 

evidentes. A infecção foi acompanhada de uma resposta imune do tipo Th1 

importante, com expressão significativa das citocinas IFN-γ e TNF-α, e quimiocina 

CCL-2. A expressão das citocinas e quimiocinas se deu principalmente no início da 

infecção (3 e 4 DPI), a qual foi seguida por uma meningo-encefalite com manguitos 

perivasculares e periventriculite, compostas predominantemente por macrófagos e 

linfócitos. Após a expressão significativa das citocinas e quimiocina, os animais 

foram capazes de debelar a infecção aguda, uma vez que partículas virais viáveis 

não foram detectadas após o 6 DPI. Entretanto, o BoHV-5 foi capaz de infectar o 
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gânglio trigeminal, uma vez que grande quantidade de DNA de BoHV-5 foi detectada 

no 3 DPI, o que foi confirmado pela presença de antígenos virais no citoplasma de 

neurônios do gânglio trigeminal de camundongos BALB/c infectados.  

 

 

ABSTRACT 

 

 

The bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) is 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 

immune 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 Th1 immune response, with a significant expression of the cytokines IFN-γ 

and TNF-α, 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 DPI. 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 INTRODUÇÃO 

 

O herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) pertence à família Herpesviridae, e é 

responsável por causar meningo-encefalite em bovinos jovens e é antigenicamente 

e geneticamente relacionado ao herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1). Embora seja 

antigenicamente e geneticamente relacionado ao BoHV-1, o BoHV-5 possui uma 

capacidade de neuro-invasão e neurovirulência bem superior. Após uma replicação 

inicial no epitélio nasal, o BoHV-5 infecta células olfatórias e terminações nervosas 

do nervo maxilar, e se dissemina para o sistema nervoso central (SNC) por meio dos 

nervos olfatório ou trigêmio (DEL MÉDICO ZAJAC et al., 2010). Em bovinos, pode 

ocorrer uma reativação viral a partir do gânglio trigeminal em situações de 

imunossupressão (PEREZ et al., 2002). Desta forma, o animal pode desenvolver a 

doença clínica caracterizada por sinais neurológicos acentuados (PEREZ et al., 

2002). As lesões no SNC causadas pelo BoHV-5 são caracterizadas por uma 

meningo-encefalite necrotizante que afeta principalmente os lobos frontal, temporal e 

parietal do telencéfalo, que macroscopicamente se caracteriza por amolecimento 

(malácia) do tecido nervoso com achatamento dos giros e hemorragia (RISSI; 

BARROS, 2013). Microscopicamente, estas lesões são caracterizadas por uma 

meningo-encefalite necrotizante, com áreas de astrogliose e necrose neuronal 

laminar, com ocasionais inclusões intranucleares eosinofílicas em astrócitos e 

neurônios (RISSI; BARROS, 2013).  

Poucos estudos foram conduzidos para elucidar a resposta imune após a 

infecção pelo BoHV-5 (DEL MÉDICO ZAJAC et al., 2010). A doença aguda causada 

pelo BoHV-5 tem sido reproduzida em coelhos (BELTRÃO et al., 2000), o que de 

certa forma ajudou a entender as formas de latência e reativação viral. Em 

camundongos, quando inoculado pela via intraperitoneal, o BoHV-5 é capaz de se 

disseminar nos animais infectados, e a infecção em camundongos wild-type assim 

como naqueles com deficiências genéticas combinadas no sistema imune inato ou 

adaptativo revelaram novos conhecimentos a respeito da patogênese do BoHV-5 

(ABRIL et al., 2004). Entretanto, a infecção pelo vírus nestes animais foi 

demonstrada apenas pela presença de DNA viral por PCR quantitativo (qPCR) e 

produção de anticorpos (ABRIL et al., 2004). Neste mesmo estudo, não foi possível 

avaliar a presença de partículas virais viáveis no tecido em decorrência de baixos 

títulos virais. O sistema interferon (IFN)-γ intacto foi responsável pela eficiente 
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replicação do BoHV-5 em neurônios e contribui para o desenvolvimento da doença 

neurológica (ABRIL et al., 2004). Estudos anteriores com isolados nacionais do 

BoHV-5, inoculados pela via intranasal, não conseguiram induzir encefalite em 

camundongos, no entanto a idade e a linhagens destes animais são fundamentais 

para o sucesso de indução da encefalite (SILVA et al., 1999; BELTRÃO et al., 2000; 

MORI et al., 2012). Estudos prévios em nosso laboratório, demonstraram que o 

BoHV-5, mesmo em altos títulos virais, não foi capaz de induzir encefalite, ou 

mesmo evidências de invasão do SNC de camundongos BALB/c wild type quando 

inoculado pela via intranasal (P. C. Maiorka, dados não publicados). 

 Apesar de existirem evidências de que o BoHV-5 em camundongos com 

deficiências genéticas combinadas, quando inoculado pela via intraperitoneal pode 

afetar o SNC (ABRIL et al., 2004), ainda não há evidências concretas de replicação 

viral, indução de encefalite e/ou latência no gânglio trigeminal. Portanto, o presente 

estudo tem como objetivo avaliar a resposta imune do SNC frente a infecção pelo 

BoHV-5 em camundongos isogênicos BALB/c inoculados pela via intracraniana, bem 

como avaliar a capacidade de replicação viral, neuropatogenicidade e latência em 

gânglio trigeminal. 

 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.2.1 Herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) 

 

 

A amostra do BoHV-5 foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Edviges 

Maristela Pituco (Laboratório de Viroses de Bovídeos – Instituto Biológico de São 

Paulo – São Paulo). O vírus foi multiplicado e quantificado no Instituto Biológico de 

São Paulo, em microplacas utilizando-se células da linhagem MDBK (Mardin-Darby 

bovine kidney epithelial cells - CCL-22, ATCC) livres de contaminação pelo vírus 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 37ºC em câmara úmida com atmosfera de 5% de CO2. Para obtenção do vírus, as 

células foram congeladas a -80ºC e posteriormente foram submetidas a 
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centrifugação a 12.000 rpm por 15 minutos a 4oC. As alíquotas de vírus foram 

armazenadas a -80ºC, e descongeladas apenas no momento de sua utilização. O 

título viral foi obtido em microplaca segundo método descrito por Reed e Müench 

(1938) para o cálculo da TCID50/ml (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 fêmeas, com três semanas de idade, da linhagem 

BALB/c (H2d). Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de Patologia, 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, USP. O ambiente onde os 

animais permaneceram durante todo o experimento possuía temperatura 

controlada entre 22 e 24ºC, umidade relativa do ar entre 40 e 60% e fotoperíodo de 

12 horas de claro e 12 horas de escuro. Os grupos foram acondicionados 

separadamente em mini-isoladores de polisulfona medindo 20x32x21 (422 cm2), 

nos quais a cama foi formada por maravalha de pinnus autoclavada. Ração 

comercial para camundongos (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes) e água filtrada e 

autoclavada foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Todas as 

condições ambientais e manejo dos animais estão de acordo com aquelas previstas 

pelo National Research Council (NCR 2010). Todos os procedimentos aqui descritos 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Universidade de São Paulo (USP) sob 

o número de protocolo CEUA 3485200814. 

Os 100 camundongos do grupo experimental foram inoculados por via 

intracraniana (hemisfério cerebral esquerdo), sob anestesia inalatória com 

sevoflurano, com 20μl de meio essencial de Eagle (EMEM) contendo a suspensão 

do BoHV-5, cultivado em células MDBK. Os 100 camundongos do grupo controle 

foram tratados de forma idêntica aos experimentais e receberam 20μl de meio 

EMEM extraído de cultivo de células MDBK similarmente ao utilizado na suspensão 

viral, por via intracraniana. Os animais foram observados e avaliados duas vezes ao 

dia, no intuito de verificar possíveis sinais clínicos por até 15 dias pós inoculação 

(DPI). Os grupos, tanto experimental como controle, foram divididos de acordo com 
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o dia da eutanásia 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 análise histopatológica/imuno-

histoquímica, isolamento viral, e expressão gênica 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 quantificação da carga viral no SNC e gânglio 

trigeminal foi realizada no 1, 2 e 3 DPI. Para a análise de expressão gênica de 

citocinas e quimiocina pró-inflamatória, mensuração da carga viral no SNC e 

gânglio trigeminal, e exame histopatológico/imuno-histoquímico foram utilizados 

quatro camundongos BALB/c para cada DPI. Para a análise de isolamento viral 

foram utilizados três 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 

Dias pós 

inoculação (DPI) 

Número de camundongos utilizados nos testes laboratoriais 

Histopatologia/IHQ 

e expressão gênica 
Carga viral Isolamento viral 

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 perfusão tran scardíaca 

 

 

 Para uma adequada preservação dos tecidos, principalmente do SNC, 

realizou-se a perfusão transcardíaca em quatro animais de cada grupo para análise 

histológica/imuno-histoquímica. Para a realização do procedimento foi utilizada uma 

bomba peristáltica para camundongos com velocidade regulável (MasterFlex-Cole-

Parmer®). Os animais foram anestesiados pela administração intraperitoneal de uma 

solução anestésica contendo 20mg/Kg de xilazina e 100mg/Kg de quetamina. Após 

uma adequada anestesia, na qual havia ausência dos reflexos podal e ocular, 

realizou-se a abertura da cavidade torácica. Uma agulha (26G), de ponta romba, 

conectada ao sistema de perfusão, foi introduzida no ventrículo esquerdo, e após o 

início da perfusão, realizou-se um corte no átrio direito, para que ocorresse a 

drenagem do sangue. Inicialmente procedeu-se à perfusão com aproximadamente 

40 mL de solução de 0,9% de NaCl contendo EDTA tamponada (pH 7,4) seguida de 

perfusão com formalina tamponada a 10% até serem observados sinais de fixação 

dos órgãos internos. Amostras de SNC foram armazenadas em formalina 

tamponada 10% por 24h até o momento do processamento para análise 

histopatológica. 

 Nos demais camundongos realizou-se a eutanásia por overdose de 

anestésico isoflurano para análise de qPCR para quantificação de citocinas e 

quimiocina pró-inflamatória, isolamento viral e qPCR absoluta para quantificação 

viral. Após a eutanásia, os mesmos foram necropsiados, e o SNC foi coletado e 

congelado imediatamente a -80ºC. 

 

 

3.2.4 Análise histológica e imuno-histoquímica (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 concentrações crescentes de 

álcool etílico, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Cortes de 5 µm foram 
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desparafinados em xilol e reidratados em concentrações decrescentes de álcool 

etílico. Posteriormente as lâminas foram coradas por hematoxilina e eosina (HE).  

 Na análise histológica e imuno-histoquímica, nas secções coronais do SNC, 

as seguintes estruturas foram avaliadas: bulbo olfatório, córtex piriforme, septo-

estriada, diencéfalo rostral, diencéfalo caudal, mesencéfalo rostral, cerebelo rostral, 

cerebelo caudal e início da medula espinhal. 

A análise de IHQ foi realizada no SNC de quatro camundongos no 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 10 e 15 DPI. Cortes de 5 µm do SNC em lâminas silanizadas Starfrost 

(Knittel®), desparafinados em xilol e reidratados foram submetidos à análise IHQ 

para detecção de antígenos de BoHV-5. Esta foi realizada utilizando-se a técnica de 

biotina-estreptavidina-peroxidase, semelhantemente ao descrito por Hübner et al. 

(2005). Os cortes histológicos foram submetidos ao bloqueio da peroxidase 

endógena com peróxido de hidrogênio a 3% em metanol por 30 minutos. Os 

antígenos do BoHV-5 foram recuperados por meio de digestão enzimática com 

proteinase K (GE Healthcare®) a 0,05% por 15 minutos a 37ºC. Para o bloqueio de 

reações inespecíficas, os cortes foram submergidos em solução de leite desnatado 

(Molico, Nestlé®) diluído em PBS a 5% por uma hora. As lâminas foram incubadas 

por 14 a 16 horas overnight com anticorpo primário monoclonal clone 4E4 anti-

BoHV-5 (produzido e gentilmente cedido pelo professor Rudi Weiblen, Setor de 

Virologia, Universidade de Santa Maria- RS) na diluição de 1:50. Anticorpos 

secundários biotinilados (Dako, Carpinteria, CA) foram aplicados, seguidos pelo 

complexo avidina-biotina peroxidase (Dako), ambos por 30 minutos na temperatura 

ambiente. Posteriormente as lâminas foram submetidas ao cromógeno Vector Red 

(Vector NovaRed®), conforme as instruções do fabricante, e posteriormente contra 

coradas com hematoxilina. Secções de córtex cerebral de bovinos com meningo-

encefalite necrotizante por BoHV-5 foram utilizadas como controles positivos. Como 

controles negativos os anticorpos primários foram substituídos por soros homólogos 

não imunes. Os cortes foram considerados positivos para o antígeno de BoHV-5 

quando havia intensa marcação em células inflamatórias, células da glia e 

neurônios. 
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3.2.5 Extração do RNA, transcrição reversa para sín tese do DNA 

complementar (cDNA) e qPCR para quantificação de ci tocinas e 

quimiocina pró-inflamatórias 

 

 

A expressão gênica das citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IFN-γ e TNF-α), e 

da quimiocina (CCL-2) no SNC dos camundongos infectados, no 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 

e 15 DPI, foi realizada por transcrição reversa seguida pela reação de PCR 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR) em triplicata e placas com 96 poços no 

aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems). A extração de RNA de 

aproximadamente 30 mg das amostras de SNC coletadas a partir do local de 

inoculação em quatro camundongos no 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 15 DPI foi realizada 

com o RNAspin Mini RNA isolation Kit (GE), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Para eliminar o DNA residual, as amostras de RNA extraídas foram 

tratadas com DNAse I (RNAse free) (Invitrogen) e armazenadas em microtubos de 

polipropileno de 1,5 mL em freezer a -80oC até o processamento. A 

quantificação de RNA foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop® 2000 

(Thermo Fisher Scientific, Inc.). As amostras que apresentarem razão da 

absorbância 280/260 nm entre 1.9 - 2.1 foram consideradas adequadas para 

transcrição reversa. A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada por meio 

de reação com transcriptase reversa a partir do RNA isolado, utilizando kit 

comercial Super Script® VILO™ cDNA Synthesis (Life Technologies, Califórnia, 

E.U.A). O cDNA foi diluído para 0,5 µg/ml após ser quantificado em Qubit® 2.0 

Fluorometer (Qubit® dsDNA BR). 

Para a avaliação da expressão gênica das citocinas e quimiocina por PCR 

quantitativo (qPCR) em tempo real, as reações foram preparadas utilizando o 

conjunto de reagentes TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

em triplicata utilizando-se StepOnePlus™ (Applied Biosystems). Iniciadores e 

sondas de hidrólise TaqMan® tipo MGB marcadas com o fluoróforo FAM na posição 

reporter (Applied Biosystems) para IL-6 (Mm00446190_m1), IFN-γ 

(Mm01168134_m1), TNF-α (Mm00443258_m1) e CCL2 (Mm00441242_m1) foram 

utilizados. A sonda TaqMan® tipo MGB marcada com fluoróforo VIC na posição 

reporter para o gene 18S rRNA (RNA ribossomal) (Hs99999901_s1) foi utilizada 

como controle endógeno para a quantificação relativa do mRNA em cada amostra. 
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A reação foi realizada em um volume final de 20 µL contendo 10 µL do tampão 

TaqMan Universal Master Mix 2× (Applied Biosystems), 1 µL (0,5 ng) de cDNA total, 

1 µL do Assay Mix (0,9 mM de cada iniciador e 0,25 mM da sonda TaqMan MGB™) 

e água ultra-pura q.s.p. A reação se deu nas seguintes condições: ativação a 50°C 

por 2 min e desnaturação inicial a 95°C durante 10 min seguido de 40 ciclos com 15 

s, a 95°C para desnaturação e 1 min a 60°C para anelamento e extensão. A 

quantificação relativa da expressão de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IFN-γ e 

TNF-α) e quimiocina (CCL-2) em relação ao controle endógeno 18S foi calculada 

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

 

 

3.2.6 Isolamento viral 

 

 

No intuito de verificar a presença de partículas virais viáveis nos tecidos, o 

isolamento viral foi realizado no SNC dos animais no 3, 4, 6, 7, 8, 10 e 15 DPI. Os 

órgãos íntegros foram descongelados, macerados e diluídos com EMEM na 

proporção de 33% peso/volume. Após a centrifugação a 500 g por 10 min a 4ºC dos 

macerados diluídos, os sobrenadantes foram recolhidos, e 100 µL dos mesmos 

foram inoculados em microplacas de 48 poços contendo monocamadas de células 

MDBK, as quais foram incubadas a 37ºC por uma hora em câmara úmida contendo 

atmosfera a 5% de CO2. Após a adsorção viral nas monocamadas de células, as 

mesmas foram lavadas com EMEM, e incubadas com 500 µL de EMEM contendo 

2% de soro fetal bovino, a 37ºC em câmara úmida contendo atmosfera a 5% de 

CO2. Os cultivos celulares foram avaliados por sete dias consecutivos para a 

observação de possíveis efeitos citopáticos (ECP) de herpesvírus, os quais podem 

ser caracterizados por desprendimento celular, aumento da refração, formação de 

células gigantes e sincícios celulares. Nos casos em que não 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 -80ºC para causar rompimento das membranas celulares, 

e após o descongelamento, as amostras foram centrifugadas a 500 g por 10 min a 

4ºC, e 100 µL do sobrenadante resultante foi utilizado para a passagem seguinte. 
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Nos órgãos em que não se observaram ECPs nas três passagens realizadas foram 

considerados negativos na prova de isolamento viral. 

 

 

3.2.7 Detecção do BoHV-5 pela PCR quantitativa (qPC R) absoluta em tempo 

real 

 

 

Inicialmente, para padronização da qPCR absoluta para quantificação da 

carga viral no SNC de camundongos infectados pelo BoHV-5 foi realizada uma 

PCR convencional a partir do DNA extraído do isolado viral e do próprio SNC dos 

camundongos infectados. Os primers e sondas utilizados na qPCR foram descritos 

previamente (Quadro 1) (DIALLO; CORNEY; RODWELL, 2011). Para a realização 

da PCR convencional, o DNA genômico foi extraído das amostras de encéfalo e 

isolado viral utilizando-se o kit Reagentes Illustra células e tecidos (GE), seguindo 

o protocolo determinado pelo fabricante. As amostras de  DNA extraídas e 

quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

Inc.), foram armazenadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL em freezer a 

-80oC.  

A PCR convencional foi realizada em uma reação contendo 2 µl de DNA 

extraído e 23 µl do mix de PCR contendo: 0,5 µM de cada um dos primers senso e 

antisenso (Tabela 2), 2,5 µL de tampão 10X, 4 µL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de 

MgCl2 e 1,0 U de TaqDNA polimerase Platinum (InvitrogenTM Life Technologies, 

USA). A reação de amplificação foi realizada nas seguintes condições: desnaturação 

a 95ºC por 5 min; seguido de 30 ciclos de 95ºC por 30 s, 52ºC por 30 , 72ºC por 30 s 

e uma extensão final de 72ºC por 5 min. Os produtos amplificados foram analisados 

pela eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89 

mM de ácido bórico; 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 – Sequência de primers e sonda da qPCR para detecção de BoHV-5 

Nome do primer e 

sonda 

Sequência e localização no 

genoma (pb) 

Gene e tamanho do 

fragmento 

BoHV-5 F 

 

5' 

GGTACTTCTTCTTGGTGATG 

3' 

47302 – 47321 

UL30 

160 pb 

BoHV-5 R 

 

5' TCGGTCTTCGTCAAGTTC 

3' 

47444 – 47461 

BoHV-5 sonda 

 

5' VIC 

AGGTCTTCTCGCACTC - 

MGB 3' 

47338 – 47353 

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

 

 

 Para o desenvolvimento e padronização de uma reação de qPCR em tempo 

real para quantificação absoluta do BoHV-5 no SNC, os produtos gerados da 

amplificação 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 recomendações do 

fabricante. O DNA plasmideal resultante da clonagem em células E. coli foi extraído 

por meio do PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Life Technologies) e 

quantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Após a 

quantificação, a relação entre a massa e número de plasmídeos 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 concentração inicial de 1010 cópias do plasmídeo. A partir 

desta concentração inicial, diluições seriadas na base 10 foram realizadas a fim de 

se construir a curva padrão e determinar a sensibilidade analítica do teste. Para tal, 

foi utilizada a plataforma StepOne Plus (Applied Biosystems) com o seguinte 

protocolo de ciclagem para amplificação: um ciclo de um ciclo de 95ºC durante 10 
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min; 40 ciclos de 95ºC durante 15 s e 60ºC durante 1 min, ocorrendo a leitura da 

fluorescência neste último passo durante a fase de “anelamento” e extensão. As 

reações de qPCR foram realizadas com um volume final de 25 µL, contendo 12,5 µL 

de Taqman Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 µM de cada primer (senso e anti-

senso), 0,025 µL da sonda BoHV-5, 1 µL de DNA e água livre de nucleases para 

finalizar com um volume de 25 µL. Na curva padrão, foram utilizados seis pontos 

(diluições), em duplicata: 107, 106, 105, 104, 103 e 102 cópias do DNA plasmideal 

contendo inserto do gene UL30 do BoHV-5.  

 

 

3.2.8 Extração de DNA para posterior detecção do Bo HV-5 pela PCR 

quantitativa (qPCR) em tempo real 

 

 

Para a extração do DNA genômico das amostras de SNC e gânglio 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 µL de PBS. O gânglio 

trigeminal foi macerado em microtubos contendo 200 µL de PBS. Os microtubos 

foram inseridos em aparelho para maceração de tecidos (Tissue Lyser LT, 

Qiagen) por 5 min. Após a maceração, as amostras de SNC foram centrifugadas a 

12000 g por 15 min e 200 µL do sobrenadante foi utilizado para se realizar a 

extração de DNA. O DNA foi extraído com o método fenol/clorofórmio. 

Resumidamente, em 200 µL do sobrenadante do SNC e da solução contendo o 

gânglio trigeminal macerado, foram adicionados 100 µL de clorofórmio, seguidos 

por agitação em vórtex e centrifugação a 12000 g por 5 min. O sobrenadante 

resultante foi transferido para microtubos contendo 600 µL de isopropanol e os 

mesmos foram incubados por 3 h a -20oC. 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 µL de água ultrapura livre de DNAses e RNAses (Invitrogen). As amostras 

de DNA extraídas foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® 2000 

(Thermo Fisher Scientific, Inc.), e posteriormente armazenadas em microtubos 
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de polipropileno de 1,5 mL em freezer a -80oC até a análise de qPCR conforme 

descrito no item 3.2.7.  

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

 

3.3.1 Resultado da infecção – sinais clínicos 

 

 Os camundongos infectados pelo BoHV-5 por via intracraniana, bem como os 

animais do grupo controle não apresentaram sinais neurológicos evidentes e os 

mesmos sobreviveram até o 15 DPI. 

 

 

3.3.2 Análise histológica e imuno-histoquímica (IHQ ) 

 

 

Em todos os camundongos inoculados com o BoHV-5, foi possível visualizar a 

área de inoculação, a qual geralmente estava presente no diencéfalo caudal, área 

próxima ao hipocampo. Por vezes, foi observada a área de inoculação em 

mesencéfalo rostral. Nos camundongos inoculados com BoHV-5, lesões histológicas 

foram visualizadas até o 10 DPI. As lesões se localizavam principalmente no 

diencéfalo caudal e eram caracterizadas por espongiose focalmente extensa com 

áreas de liquefeitas (necrose de liquefação) do neurópilo, associada a grande 

quantidade de células da glia (gliose) e a uma menor quantidade de linfócitos, 

macrófagos e raros neutrófilos (Figura 1). Havia também macrófagos contendo 

pigmento intracitoplasmático levemente amarronzado (hemossiderina). No 4 e 5 DPI, 

na periferia e associado à área de inoculação, visualizaram-se manguitos 

perivasculares, principalmente compostos por uma a três fileiras de linfócitos, 

macrófagos e plasmócitos (Figura 2). Principalmente no diencéfalo caudal dos 

camundongos inoculados com BoHV-5 do 5 DPI foi visualizada periventriculite e 

meningite, composta principalmente por macrófagos, linfócitos, plasmócitos e raros 

neutrófilos, 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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macrófagos, linfócitos, plasmócitos e raros neutrófilos, 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 possível localizar a área de inoculação, na qual foi possível 

observar espongiose e gliose focais e leves. Nestes animais do grupo controle, nos 

dias analisados, não havia inflamação significativa no SNC 

 

 

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

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Espongiose focalmente extensa com áreas de liquefeitas (necrose de liquefação) do 

neurópilo, associada a grande quantidade de células da glia (gliose) e a uma menor 
quantidade de linfócitos, macrófagos e raros neutrófilos, e manguito perivascular (canto 
superior esquerdo). HE, obj. 20x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

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 três fileiras de linfócitos, macrófagos e 

plasmócitos. HE, obj. 40x. 
 

 

Figura 3 – SNC, diencéfalo rostral, de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 5 DPI 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Periventriculite acentuada, focalmente extensa, composta principalmente por macrófagos, 

linfócitos, plasmócitos e raros neutrófilos. 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 macrófagos, 

linfócitos, plasmócitos e raros neutrófilos. HE, obj. 20x. 
 

 

Figura 5 – 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 macrófagos, 

linfócitos, plasmócitos e raros neutrófilos. HE, obj. 20x. 
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Na análise IHQ, no SNC de bovino infectado pelo BoHV-5 utilizado como 

controle positivo para a reação de IHQ, os antígenos virais foram detectados em 

células inflamatórias, principalmente naquelas presentes nos manguitos 

perivasculares (Figura 6), citoplasma e núcleos de neurônios, por vezes estes 

estavam degenerados e necróticos (Figura 7), e neurópilo. Em todos os 

camundongos inoculados com BoHV-5 foram visualizadas marcações para os 

antígenos de BoHV-5 nos cortes de SNC. A marcação foi mais intensa no 3, 4, 5, 6 e 

7 DPI. Os antígenos de BoHV-5 estavam presentes principalmente nas áreas de 

inoculação. Nestas áreas, os antígenos foram visualizados no neurópilo, em 

citoplasma de células inflamatórias, células da glia e endotélio vascular (Figura 8). 

As marcações para BoHV-5 também estavam presentes no citoplasma de células 

inflamatórias, principalmente macrófagos, nas áreas de periventriculite e meningite 

(Figuras 9 e 10). Não foram visualizadas marcações no SNC dos camundongos do 

grupo controle. 

Análises do gânglio trigeminal revelaram que no 6 DPI, grande quantidade de 

antígenos virais foram visualizados no citoplasma de neurônios (Figura 11). Neste 

gânglio trigeminal lesões histológicas não foram detectadas.  

 

Figura 6 – SNC de bovino naturalmente infectado pelo BoHV-5, controle positivo 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Córtex cerebral, manguito perivascular. Visualizam-se marcações (em vermelho-tijolo) no 

citoplasma, principalmente de macrófagos, bem como no neurópilo 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 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Córtex cerebral. Nota-se marcação para antígeno de BoHV-5 em citoplasma de neurônio 

necrótico (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 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Visualizam-se marcações para o BoHV-5 no neurópilo 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 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Área de periventriculite. Notam-se marcações intracitoplasmáticas em macrófagos (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 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Área de meningite. Notam-se marcações intracitoplasmáticas em macrófagos (setas). 

Método biotina-estreptavidina-peroxidase. Vector NovaRed®, obj. 40x. 
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Figura 11 – Gânglio trigeminal de camundongo BALB/c inoculado com o BoHV-5, 6 DPI 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Visualizam-se marcações para o BoHV- 5 no citoplasma e neurônios. Método biotina-

estreptavidina-peroxidase.  VectorNovaRed®, obj. 40x 
 

 

3.3.3 Expressão gênica de citocinas e quimiocina pr ó-inflamatórias 

 

 

O nível de mRNA para as citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-6 e quimiocina CCL-2 

(MCP-1) no SNC de camundongos BALB/c inoculados com o BohV-5 foi realizado 

por meio de qPCR em tempo real de quantificação relativa em comparação ao 

grupo controle, o qual foi inoculado com EMEM extraído de células MDBK. A 

mensuração dos níveis de mRNA para estas citocinas e quimiocina pró-

inflamatórias 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 expressão gênica das citocinas IFN-γ (p < 0,0001), TNF-α (p < 

0,0001) e quimiocina CCL-2 (p < 0,0001), em relação ao grupo controle. Ao passo 

que não houve diferença estatística entre os camundongos inoculados com BoHV-5 

e o grupo controle em relação a expressão de IL-6 (p > 0.05) ao longo do tempo.  

Os níveis de mRNA que codificam IFN-γ estavam significativamente 

aumentados no grupo infectado pelo BoHV-5 em todos dias analisados, exceto no 
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10 DPI (Gráfico 1). O aumento da expressão de IFN-γ em relação ao grupo controle 

foi detectada principalmente nos dias iniciais da infecção (3 e 4 DPI), assim como no 

15 DPI. A expressão gênica da quimiocina CCL-2 (MCP-1) estava significativamente 

aumentada em relação ao grupo controle nos SNC dos camundongos infectados 

pelo BoHV-5 no 3, 4, 6 e 15 DPI (Gráfico 2), sendo mais acentuados no início da 

infecção (3 e 4 DPI) e 15 DPI. Ao passo que os níveis de mRNA que codificam a 

citocina TNF-α, estavam principalmente aumentados no início da infecção (3 e 4 

DPI), e no 15 DPI (Gráfico 3). No tocante a expressão de IL-6, não foram 

observadas diferenças entre os camundongos inoculados com BoHV-5 e o grupo 

controle em nenhum dos dias analisados (Gráfico 4). 

 

 

Gráfico 1- Níveis do mRNA que codifica o IFN-γ no SNC de camundongos BALB/c infectados com o 
BoHV-5 em diferentes dias pós-inoculação 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Os valores relativos da expressão gênica estão apresentados como log2(FC) no SNC de 

camundongos infectados com o BoHV-5 em relação ao controle negativo definido como 0. 
As barras indicam um intervalo de confiança de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001). 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

Gráfico 2 - Níveis do mRNA que codifica o CCL-2 (MCP-1) no SNC de camundongos BALB/c 
infectados com o BoHV-5 em diferentes dias pós-inoculação 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Os valores relativos da expressão gênica estão apresentados como log2(FC) no SNC de 

camundongos infectados com o BoHV-5 em relação ao controle negativo definido como 0. 
As barras indicam um intervalo de confiança de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001). 

 

 

Gráfico 3 - Níveis do mRNA que codifica o TNF-α no SNC de camundongos BALB/c infectados com o 
BoHV-5 em diferentes dias pós-inoculação 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Os valores relativos da expressão gênica estão apresentados como log2(FC) no SNC de 

camundongos infectados com o BoHV-5 em relação ao controle negativo definido como 0. 
As barras indicam um intervalo de confiança de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001). 
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Gráfico 4 -  Níveis do mRNA que codifica o IL-6 no SNC de camundongos BALB/c infectados com o 
BoHV-5 em diferentes dias pós-inoculação 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Os valores relativos da expressão gênica estão apresentados como log2(FC) no SNC de 

camundongos infectados com o BoHV-5 em relação ao controle negativo definido como 0. 
As barras indicam um intervalo de confiança de 95% (* p < 0,05; * p < 0,01; * p < 0,001). 

 

 

3.3.4 Isolamento viral 

 

 

No isolamento viral foi possível isolar o BoHV-5 do SNC dos camundongos 

inoculados com o vírus na primeira passagem em células MDBK nos dias 3, 4, 5 e 6 

DPI (Figura 12), demonstrando, portanto, a existência de partículas virais viáveis 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 
BoHV-5, 6 DPI 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Nestas células MDBK inoculadas com SNC de camundongo infectado pelo BoHV-5, 

observa-se o efeito citopático do vírus caracterizado por um aumento da refração e 
desprendimento de células, obj. 10x. 

 

 

3.3.5 Quantificação absoluta de BoHV-5 por qPCR em tempo real 

 

 

A qPCR absoluta em tempo real para detecção e quantificação de um 

fragmento do gene UL30 amplificou um fragmento de 160 pb, o que foi confirmado 

por PCR convencional do plasmídeo inserido por meio de clonagem em células E 

coli TOP10 (Figura 13). Por meio desta qPCR foi possível detectar e quantificar 

partículas virais de 1 até 108 cópias do plasmídeo, sendo que cada cópia do 

plasmídeo equivale a uma partícula viral. A curva da qPCR, com seis pontos ou 

diluições (107, 106, 105, 104, 103 e 102) (Figura 14), apresentou uma eficiência de 

103,278%, com um slope de -3,246 e R2=0,997 (Figura 15).  
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Figura 13 –  Fragmento amplificado de 160 pb a partir de plasmídeo 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 (à direita): 50 pb. 
 

 

Figura 14 – Curva padrão da qPCR absoluta em tempo real para detecção e quantificação do BoHV-5

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: Nesta curva para quantificação de BoHV-5 é possível observar os diferentes números de 

cópias do DNA viral (107, 106, 105, 104, 103 e 102). 
 

 

 

 

 



85 
 

 

Figura 15 – Curva padrão da qPCR absoluta em tempo real para detecção e quantificação do BoHV-5 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: A curva para quantificação de BoHV-5 apresentou eficiência de 103,278%, com um slope 

de -3,246 e R2=0,997. 
 

 

 A quantificação do número de cópias de BoHV-5 foi realizada em quatro 

animais de cada DPI (1, 2 e 3). Os resultados desta quantificação estão 

apresentados no Gráfico 5. Houve um aumento no número de partículas virais do 1 

DPI (média de 6.034 partículas) para o 2 DPI (média de 16.561 partículas) e 3 DPI 

(média de 19.823 partículas). No SNC dos animais controle não foram detectadas 

cópias do DNA de BoHV-5. 

 Nas amostras de gânglio trigeminal foram detectadas um número significativo 

de cópias de BoHV-5 no 3 DPI, com uma média de 6077,6 partículas de BoHV-5. No 

gânglio trigeminal dos animais controle não foram detectadas partículas virais de 

BoHV-5. 
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Gráfico 5 – Quantificação de BoHV-5 em amostras do SNC de camundongos infectados pelo BoHV-5 

 
Fonte: (MESQUITA, L. P., 2016) 
 
Legenda: O gráfico representa a média de cada grupo. As barras de erro representam o desvio 

padrão. 

 

 

3.4 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a cinética de replicação, 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 não seja fiel à infecção no hospedeiro natural, a mesma foi 

escolhida no presente estudo para verificar se os camundongos BALB/c são 

permissíveis e susceptíveis à infecção pelo BoHV-5, uma vez que resultados 

preliminares obtidos em nosso laboratório e outros escassos dados de literatura 

(SILVA et al., 1999; BELTRÃO et al., 2000; ABRIL et al., 2004), demonstraram que 

camundongos wild-type não são susceptíveis à infecção do SNC por outras vias 

(intranasal e intraperitoneal).  
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Os resultados de expressão gênica de citocinas e quimiocina pró-

inflamatórias demonstraram uma resposta imunológica importante no SNC com 

aumento significativo de IFN-γ, CCL-2 e TNF-α no SNC de camundongos infectados 

com o BoHV-5 em diferentes dias pós-inoculação quando comparados ao grupo 

controle. Apesar de estar aumentada em todos os dias, exceto no 10 DPI, a 

expressão de IFN-γ em relação ao grupo controle foi detectada principalmente nos 

dias iniciais da infecção (3 e 4 DPI), assim como no 15 DPI. Semelhantemente, os 

níveis de mRNA que codificam a quimiocina CCL-2 (MCP-1) estavam aumentados 

em diferentes dias pós-inoculação, sendo mais acentuados no início da infecção (3 e 

4 DPI) e 15 DPI. Ao passo que os níveis de mRNA que codificam a citocina TNF-α, 

estavam aumentados somente no início da infecção (3 e 4 DPI), e no 15 DPI. 

Diferentemente, não foram observadas diferenças na expressão gênica de IL-6 entre 

os 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 padrão na expressão de determinadas citocinas e quimiocina pró-

inflamatórias, principalmente de IFN-γ, CCL-2 e TNF-α, no qual há aumento nos 

níveis de mRNA que codificam essas proteínas nos dias iniciais de infecção (3 e 4 

DPI) seguida por um outro aumento significativo no 15 DPI. Em camundongos wild-

type infectados pela via intraperitoneal foi demonstrado que há produção de 

anticorpos, mesmo que pequena, principalmente de IgG2, indicando uma resposta 

do tipo Th1 (ABRIL et al., 2004). Semelhantemente, no presente estudo, o padrão de 

citocinas expressos, incluindo IFN-γ, indicam um tipo de resposta Th1. Entretanto, 

ainda são escassos os estudos sobre a resposta imunológica na infecção pelo 

BoHV-5. Em camundongos transgênicos com deficiência na produção de linfócitos B 

e T (deleção em ambas as cópias do gene RAG-2) e deficiência nos sistemas IFN 

α/β morreram em decorrência da infecção, porém os mesmos não desenvolveram 

quaisquer alterações inflamatórias no encéfalo (ABRIL et al., 2004). 

Semelhantemente ao presente estudo, em camundongos infectados pelo herpes 

simplex vírus tipo 1 (HSV-1) observou-se um aumento na expressão gênica de IFN-γ 

e TNF-α no gânglio trigeminal tanto na infecção aguda como na infecção latente 

(CANTIN et al., 1995). TNF-α, assim como outras citocinas tais como IL-6, no SNC 

são comumente produzidas por células inflamatórias e células residentes tais como 

astrócitos e micróglia em infecções virais no SNC tais como aquelas causadas pelo 

vírus 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 contribuíram para o 

desenvolvimento da meningo-encefalite observada nos animais do presente estudo. 

A expressão mais significativa de IFN-γ, CCL-2 e TNF-α nos 3 e 4 DPI, antecedeu o 

influxo de células inflamatórias 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 

áreas liquefeitas (necrose de liquefação) do neurópilo, associada a grande 

quantidade de células da glia (gliose) e a uma menor quantidade de linfócitos, 

macrófagos e raros neutrófilos. No 4 e 5 DPI, as lesões eram mais acentuadas e 

consistiam de manguitos perivasculares, compostos por uma a três fileiras de 

linfócitos, macrófagos e plasmócitos. 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 início da infecção, são responsáveis pelo recrutamento 

de células inflamatórias para o SNC, tais como monócitos e linfócitos T (ASENSIO; 

CAMPBELL, 1999). Estas quimiocinas podem ser expressas por células residentes 

do SNC, incluindo neurônios, micróglia e astrócitos (ASENSIO; CAMPBELL, 1999). 

Por outro lado, na encefalite auto-imune experimental em camundongos, a citocina 

IFN-γ é principalmente produzida por linfócitos T CD4+ infiltrantes, ao passo que o 

TNF-α é principalmente expresso por macrófagos e micróglia (RENNO et al., 1995). 

Resultados prévios do nosso grupo de estudo demonstraram, que quando 

inoculado pela via intranasal, o BoHV-5 não foi capaz de infectar o SNC de 

camundongos BALB/c. Nos camundongos adultos das linhagens BALB/c (H2d), 

BALB/c nude (H2d), A/J (H2a) e C3H/HeJ (H2k) e inoculados pela via intranasal com 

o BoHV-5 não apresentaram sinais clínicos da infecção até o 4 DPI e pelo 

isolamento viral, não foi detectada a presença de partículas virais viáveis nos órgãos 

analisados (pulmão e SNC). Semelhantemente, outros isolados de BoHV-5 foram 

incapazes de causar doença ou infectar camundongos adultos (SILVA et al., 1999; 

BELTRÃO et al., 2000). Por outro lado, nos camundongos BALB/c inoculados pela 

via intracraniana, partículas virais viáveis foram detectadas por isolamento viral em 

primeira passagem até o 6 DPI. Do 1 para o 2 e 3 DPI houve um aumento no 

número de partículas virais no SNC dos camundongos inoculados com o BoHV-5. O 

isolamento de partículas virais viáveis até o 6 DPI associado a esse aumento no 
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número de partículas detectadas por meio de qPCR absoluta, demonstra pela 

primeira vez que houve replicação no SNC destes camundongos wild-type. Em 

estudo prévio com camundongos com diversas deficiências genéticas infectados 

pela via intraperitoneal não foi realizado isolamento viral, e foi demonstrado 

indiretamente, por meio do aumento da carga viral na qPCR, que o BoHV-5 pode 

infectar e se replicar no SNC (ABRIL et al., 2004). Entretanto, isto foi demonstrado 

somente nos animais com severas deficiências genéticas, sendo que nos 

camundongos wild-type, replicação e evidências de infecção do SNC não foram 

comprovadas naquele estudo. 

No presente estudo, antígenos virais de BoHV-5 estavam intimamente 

associados às áreas de inflamação, e os mesmos estavam localizados no neurópilo, 

em citoplasma de células inflamatórias, células da glia e endotélio vascular. Nas 

células inflamatórias o BoHV-5 estava localizado principalmente em macrófagos nas 

áreas de periventriculite e meningite. Em outro estudo, o vírus foi detectado no SNC 

de camundongos infectados pelo BoHV-5 com deficiência nos sistemas IFN α/β, mas 

não nos animais wild-type (ABRIL et al., 2004), o que demonstra que camundongos 

wild-type provavelmente não são susceptíveis a infecção pelo BoHV-5 quando 

inoculados por outras vias, além da intracraniana. Semelhantemente ao presente 

estudo, em outros modelos animais, como no coelho, os antígenos de BoHV-5 foram 

detectados e, células endoteliais e células inflamatórias mononucleares (MACHADO 

et al., 2013). Entretanto, Machado et al. (2003) demonstraram a presença de 

antígenos de BoHV-5 em neurônios corticais, do hipocampo, diencéfalo e 

mesencéfalo de coelhos inoculados pela via intranasal e imunossuprimidos com 

dexametasona. No presente estudo, antígenos virais não foram detectados em 

neurônios nestas regiões.  

A infecção pelo BoHV-5 em bovinos ocorre quando há inalação das partículas 

virais e infecção de células epiteliais, sendo que após a infecção aguda o vírus 

estabelece infecção latente em gânglios sensoriais, principalmente no gânglio 

trigeminal. Após eventos imunossupressivos ocorre reativação viral que cursa com 

meningo-encefalite necrotizante que geralmente é fatal (DEL MÉDICO ZAJAC et al., 

2010). No presente estudo, no 6 DPI, antígenos virais foram visualizados no 

citoplasma de neurônios no gânglio trigeminal de camundongos BALB/c inoculados 

com BoHV-5. A presença do BoHV-5 no gânglio trigeminal foi confirmada por meio 

de qPCR absoluta, pela qual foi possível detectar um grande número de partículas 
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virais no gânglio trigeminal. Estes resultados demonstram que o vírus foi capaz de 

infectar neurônios do gânglio trigeminal, o que pode indicar um possível 

estabelecimento de infecção latente. Entretanto, ainda são necessários mais 

estudos que comprovem se o BoHV-5 foi capaz de estabelecer infecção 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 lesões no gânglio trigeminal se deu no 7 DPI 

(PEREZ et al., 2002). No presente estudo, lesões significativas não foram 

detectadas no gânglio trigeminal. Além do gânglio trigeminal, outros locais podem 

servir de latência para o BoHV-5. Na infecção latente pelo BoHV-5 em coelhos, o 

DNA de BoHV-5 foi detectado em outras áreas tais como cerebelo e córtex cerebral 

(MAYER et al., 2006). Semelhantemente, em bovinos, outras áreas do SNC, tais 

como mesencéfalo, córtex olfatório, córtex frontal, e bulbo olfatório, possivelmente 

podem servir de latência para o BoHV-5 além do gânglio trigeminal (VOGEL et al., 

2003). 

No presente estudo, os camundongos infectados pelo BoHV-5, sobreviveram 

à infecção até o 15 DPI. Após o 10 DPI lesões significativas não foram visualizadas 

no SNC, bem como partículas virais viáveis não foram detectadas após o 6 DPI, o 

que demonstra que os camundongos da linhagem BALB/c foram capazes de debelar 

a infecção aguda, mesmo quando inoculados pela via intracraniana. Muito 

provavelmente as citocinas e quimiocina detectadas no SNC destes animais nos 

primeiros dias da infecção, tais como IFN-γ, TNF-α e CCL-2, contribuíram para o 

controle da infecção aguda nestes animais. 

 

 

3.5 CONCLUSÕES 

 

 

 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 infecção aguda associado a uma resposta imune do tipo Th1, com 

expressão das citocinas IFN-γ, TNF-α, além da quimiocina CCL-2. Muito 

provavelmente a expressão destas citocinas e quimiocina, principalmente no início 

da infecção (3 e 4 DPI), contribuíram para o desenvolvimento da encefalite e para a 
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eliminação do vírus, uma vez que partículas virais viáveis não foram detectadas 

após o 6 DPI. Entretanto, grande quantidade do DNA de BoHV-5 foi detectada no 

gânglio trigeminal no 3 DPI, confirmado pela presença de antígenos virais no 

citoplasma de neurônios no 6 DPI, demonstrando que o BoHV-5 pode estabelecer 

uma infecção latente neste gânglio em camundongos BALB/c. 
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

As quimiocinas RANTES (CCL-5) e MCP-1 (CCL-2) são expressas por 

diferentes células residentes do sistema nervoso central (SNC) no bulbo olfatório 

(BO) durante a infecção causada pelo vírus da estomatite vesicular sorotipo New 

Jersey (VEVNJ) em ratos-veadeiros. Neurônios, astrócitos e micróglia expressaram 

RANTES, ao passo que MCP-1 foi expresso por neurônios e astrócitos. A 

disseminação viral nos neurônios do BO procedeu a expressão destas quimiocinas, 

demonstrando que os neurônios infectados exercem um papel importante na 

iniciação da resposta imune no BO. Apesarem de não estarem significativamente 

infectados pelo VEVNJ, os astrócitos e a micróglia também responderam à infecção 

ao expressarem quimiocinas. 

 O herpesvírus 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 infecção aguda, o que estava 

associado a uma resposta imune do tipo Th1, com expressão das citocinas IFN-γ, 

TNF-α, além da quimiocina CCL-2. A expressão destas citocinas e quimiocina, 

principalmente no início da infecção (3 e 4 DPI), muito provavelmente contribuíram 

para o desenvolvimento da encefalite e para a eliminação do vírus, uma vez que 

partículas virais viáveis não foram detectadas após o 6 DPI. Apesar dos 

camundongos infectados terem eliminado o BoHV-5 durante a infecção aguda, 

grande quantidade do DNA de BoHV-5 foi detectada no gânglio trigeminal no 3 DPI, 

confirmado pela presença de antígenos virais no citoplasma de neurônios no 6 DPI. 

Estes resultados demonstram que o BoHV-5 possivelmente estabelece uma 

infecção latente no gânglio trigeminal em camundongos BALB/c. 

 

 




