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RESUMO

O virus da encefalomielite murina de Theiler (TMEV) é um patdégeno
entérico natural de camundongos. Sendo o ciclo de vida desse virus muito similar
ao da Poliomielite, o TMEV vem sendo utilizado como agente para estudos de
doencas causadoras de desmielinizacdo do sistema nervoso central. Varias
doencas infecciosas desmielinizantes ainda ndo sdo bem estudadas e, portanto,
seus mecanismos de acdo nao sio totalmente conhecidos. Muitas delas nao
possuem um tratamento eficaz e isso provavelmente se deve a dificuldade de se
realizar estudos, tanto para o entendimento quanto para o tratamento dessas
doencgas, devido a intervengdes e controles ambientais e experimentais limitados.
Atualmente, os modelos de animais de laboratdrio existentes nesta linha de
pesquisa estdo voltados principalmente para o estudo do comportamento viral no
organismo. Ha poucos estudos voltados para tratamento de sequelas, devido a
demora de obtencdo dos animais sequelados crénicos, além da dificuldade de
sucesso de tratamento destas sequelas. Portanto, faz-se necessario o
desenvolvimento de um modelo animal rapido na sua obtencdo, viavel para
estudos do processo de desmielinizacdo e do avanco da doenga, bem como que
possibilite formas de tratamento de suas sequelas crbénicas. Neste trabalho
pretendemos desenvolver um modelo animal que possa nos auxiliar no melhor
entendimento e refinar tratamentos das sequelas crénicas, testando diferentes
linhagens de camundongos, doses do virus TMEV GDVII e vias de inoculagéo;
apesar das dificuldades, avancgos foram obtido.

Observamos que a idade do animal, bem como seu perfil imunoldgico,
influenciaram no desenvolvimento da doenga e, em alguns casos, impediram que
a mesma se desenvolvesse.

Além disso, linhagens com deficiéncia no sistema imune inato, como a
C57BL/6 Lep®® mostraram-se mais promissoras na obtencédo do modelo, quando
inoculada intracerebralmente com o virus TMEV GDVII, mostrando uma ligagao
relevante entre o aparecimento dos sintomas, a idade e o sistema imunoldgico

inato, o que sera importante para a evolugao deste trabalho.

Palavras-chave: modelo animal, desmielinizagdo nervosa, infecg¢ao viral.
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1. INTRODUGAO

O virus da encefalomielite murina de Theiler (TMEV) é um patdégeno
entérico natural de camundongos. Originalmente descrito por Theiler, o virus
pertence ao género Cardiovirus, da familia Picornaviridae; sdo virus pequenos
(aproximadamente 28 nm), ndo envelopados e possuem uma fita simples de
RNA com polaridade positiva (FAZAKERLEY E BUCHMEIER, 1993).

O ciclo de vida desse virus é muito similar ao da Poliomielite
(RUECKERT, 1996) sendo também largamente utilizado como modelo de
estudo de esclerose multipla. O grande uso de modelos animais infectados
pelo TMEV decorre do fato dele ser um patégeno muito bem caracterizado,
geneticamente simples, causar infeccdo em camundongos (modelos ideais
para a pesquisa em laboratério), além de ser passivel de modificagdes
genéticas (BRAHIC, 2002).

Varias cepas do TMEV, além do isolado original (TO) foram obtidas e
estudadas em varios lugares do mundo. As cepas FA, GDVII sdao muito
virulentas quando inoculadas via intracerebral, oral ou nasal e causam uma
encefalite aguda; ja as cepas DA, BeAn, Yale, TO e WW sdo menos virulentas
e capazes de causar uma doencga desmielinizante crénica (FAZAKERLEY E
BUCHMEIER, 1993). No entanto, Roos e colaboradores, em 1992, sugeriram
que todas as cepas do virus sdo capazes de persistir no SNC e provocar uma
doenca desmielinizante, desde que a infecgdo nao seja letal.

Uma nova cepa (DA) descoberta por Daniels e colaboradores em 1952,
apods inoculada intracerebralmente, mostrou induzir dois tipos de lesées em
camundongos adultos: polioencefalomielite aguda e desmielinizagéo cronica do
cordao espinhal. Esta foi considerada a primeira descricdo de desmielinizacao
induzida por virus. O TMEV induziu a doenca em duas fazes em linhagens de
camundongos susceptiveis (SJL/J). Durante a fase aguda, apés a 1?2 semana
de infecgdo, o TMEV causou polioencefalomielite caracterizada por infecgao e
apoptose dos neurbnios na porg¢ao cinzenta do cérebro. Durante a fase crénica,
cerca de um més apods a infecgdo, o virus infectou as células da glia e os

macrofagos, induzindo a desmielinizacdo inflamatéria, apoptose dos
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oligodendrocitos e degeneracdo dos axdnios na massa branca e no cordéo
espinal (TSUNODA E FUJINAMI, 2010). Os animais que sobrevivem a essa
poliomielite precoce desenvolveram uma infecgdo persistente no SNC com
lesdes de desmielinizacdo do cordao espinhal; essa doenga de forma cronica
parece ser mais facilmente alcangada em animais através do uso das cepas
menos virulentas (DANIELS, 1952).

Lipton e seus colaboradores, em 1979, mostraram que camundongos
inbred e outbred diferem em suscetibilidade quanto ao tempo da doenca
desmielinizante. Também foi demonstrado que as linhagens SJL/J e o DBA/2
sdo altamente susceptiveis, as linhagens C3H e AKR sao linhagens de
susceptibilidade intermediaria e que algumas sublinhagens, como a BALB/c e a
C57BL/6 sao altamente resistentes (LIPTON E DAL CANTO, 1979).

As cepas mais virulentas (GDVII e FA) diferem das outras cepas por
induzirem infec¢des com curto periodo de incubacdo (THEILER E GARD,
1940). Camundongos que foram inoculados pela via intracerebral com a cepa
GDVII apresentaram encefalite aguda e morreram entre 24 - 48 horas. Animais
infectados apresentaram como sintomas: perda de peso, pelos arrepiados,
postura curvada e hiperexcitabilidade. A paralisia flacida das patas anteriores e
posteriores também foi frequentemente observada (DOWNS, 1982; LIPTON E
ROHZON, 1986).

Cepas menos virulentas provocam sintomas de acordo com a idade do
animal (THEILER, 1937). Por exemplo, camundongos recém-desmamados
morreram entre dois a trés dias apods inoculacdo do virus, no entanto nao
apresentaram paralisia; em animais mais velhos, depois de um periodo de 7 a
30 dias, observou-se fraqueza das patas dianteiras que progredia para paralisia
das patas traseiras e, algumas vezes, para a morte. Outro sinal clinico muito
observado foi a incontinéncia urinaria (DOWNS, 1982; LIPTON E ROHZON,
1986).

Trés tipos de respostas caracterizam a doenca clinica na infecgao por
TMEV, séo elas: encefalite, poliomielite e doenca desmielinizante. O gendtipo
do hospedeiro, o isolado e a via de inoculagao sao fatores que influenciam na
manifestagéo da doencga e sua gravidade (DOWNS, 1982).

Vérias doencgas infecciosas desmielinizantes ainda n&o sdo bem

estudadas e, portanto, seus mecanismos de ag¢do nao sao totalmente



conhecidos. Sdo exemplos a esclerose multipla, a poliomielite humana e a
cinomose em animais. A poliomielite causa paralisia flacida de membros,
fraqueza e falta de ar. Ja a cinomose € uma doenga viral muito comumente
diagnosticada em caes e sua forma neurolégica costuma ser fatal; esta,
quando n&o leva o animal a morte, deixa sequelas como paraplegia,
hiperestesia, tremores e convulsdes (DE BRITO et al., 2010). Atualmente, os
animais acometidos por esta enfermidade, devido a um progndstico severo e
sem possibilidade de tratamento, sdo destinados ao sacrificio.

Ha diversos trabalhos atuais demonstrando a eficacia do tratamento com
células tronco na reducdo de sequelas de doencas causadoras de
desmielinizagdo. Um exemplo € a remissdo total ou parcial das sequelas
neurolégicas da cinomose em caes, alcangados num trabalho de nosso
laboratério com caes acometidos por cinomose e sequelas de paralisia
decorrentes (DE BRITO et al., 2010). Neste trabalho a terapia celular mostrou-
se eficaz em 70% dos casos. No entanto, as causas do sucesso ou do
insucesso do tratamento ndo puderam ser esclarecidas, principalmente pela
falta de informacgdes sobre o histdrico dos animais e de variabilidade entre seus
modos de vida, tempo de infecgdo, possiveis contaminantes e suscetibilidade
genética dos mesmos. Soma-se a esta falta de informagéo a impossibilidade de
intervengdes investigativas, pois estes ndo pertencem ao grupo de animais de
laboratdério desenvolvidos com finalidade de pesquisa.

A falta de um tratamento eficaz provavelmente se deve a dificuldade de
se realizar estudos, tanto para o entendimento quanto para o tratamento
dessas doengas, em humanos e animais grandes, devido a intervengdes e
controles ambientais e experimentais limitados. De maneira geral, os modelos
de animais de laboratério existentes hoje nesta linha de pesquisa, estédo
voltados principalmente para o entendimento do comportamento viral no
organismo e consequentes sequelas e morte. Estudos voltados para
tratamento de sequelas sao pouco realizados pela demora de obtencao dos
animais sequelados crbnicos, assim como pela dificuldade de sucesso de
tratamento destas sequelas. Por esse motivo, faz-se necessario o
desenvolvimento de um modelo animal rapido na sua obtencao e viavel para
estudos do processo de desmielinizacdo e o avango da doenga, bem como

formas de tratamento de suas sequelas crénicas. Sendo assim, este trabalho



corresponde ao desenvolvimento de um modelo animal controlado de
camundongo que possa nos auxiliar no melhor entendimento das doengas e
refinar tratamentos das sequelas crénicas, aliados aos resultados de sucesso
obtidos por nosso grupo com o tratamento através da terapia celular em caes
acometidos pela cinomose, como citado anteriormente.

Sendo que a maioria dos estudos virais envolvendo TMEV né&o se
preocupam com a sobrevivéncia do modelo animal e sim com apresentagao de
sintomas de forma rapida para estudos do comportamento viral, altas doses de
virus sdo inoculadas direcionando o animal, em sua maioria, a Obito. No
entanto, quadros com sequelas motoras crbnicas que correspondem a
realidade epidemioldgica da doenga causadas por este tipo viral sdo raramente
observados. Sendo estes encarados mais como artefatos de
tratamento/resposta do que como objetivo de estudo. Observando esta lacuna
da literatura, nosso trabalho se preocupou em observar a ténue variagcado da
resposta imunologica de animais infectados através de suas respostas de
morte, sequela ou cura, alterando doses e vias de administragcdo, comparadas
com a variagdo da resisténcia genética de linhagens de camundongos
isogénicas sensiveis ou resistentes a infeccdo por TMEV. Com isso, coletamos
informagdes iniciais que contribuirdo significativamente neste caminho a
obtencdo de um modelo que possa desenvolver uma doenga desmielinizante
consistente, apresentando sequelas crbnicas de paralisia de membros
posteriores sem morte e mais correspondente a realidade epidemiolégica das

doencas desmielinizantes.
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OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um modelo animal de

desmielinizacédo infecciosa do sistema nervoso central, utilizando a cepa de

virus TMEV GDVII em diferentes linhagens isogénicas de camundongos, para

possibilitar estudos de patologias de desmielinizagdo nervosa decorrentes de

infeccéo viral.

Objetivos especificos:

1.

3.

Produgdo do antigeno viral, utilizando a cepa viral TMEV-GDVII em
cultura celular permanente de fibroblastos de rim de hamster e

determinar da dose infectante do virus em cada passagem.

Teste da dose e via de inoculagdo mais apropriada para que seja
causada a fase crbnica da doenga, ou seja, o0 processo de
desmielinizagdo. Para tanto, verificamos trés vias de inoculacao: oral,

intracerebral e intraperitoneal.

Analise dos sintomas apresentados por diferentes grupos de animais,
divididos de acordo com sua susceptibilidade a infeccdo do TMEV, apds
a inoculagdo viral e desenvolvimento da doenga desmielinizante,
analisando as sequelas neurolégicas (paralisia das patas) e casos de

morte.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem celular

Para a proliferagdo da amostra da cepa TMEV-GDVII utilizada na realizagao
dos experimentos empregamos a linhagem celular BHK-21 (Baby Hamster
Kidney), originada de fibroblastos de rim de hamster.

As células foram cultivadas em garrafas plasticas descartaveis de 75cm?
(Costar, USA) e mantidas em meio Minimo Essencial de Eagle com sais de
Earle (MEM-Nutricell), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell) e 100Ul/ml Penicilina (Fontoura-Wieth), 100ug/ml Estreptomicina
(Sigma, USA), como descrito por Freshney (1993). As células foram mantidas
a 37°C em atmosfera umida contendo 5% CO, e diariamente observadas em

microscopio invertido (Reichert Jung, Bio Star).

3.2 Producgao do antigeno viral

Utilizamos a cepa TMEV-GDVII como amostra padrdo para produzir o
antigeno viral. Inoculamos monocamadas confluentes de células BHK-21 com
1,0 ml da suspensao viral e o inoculo foi mantido por 90 minutos a 37°C em
atmosfera umida com 5% CO,. Passado o periodo de adsor¢ao, adicionamos
15 ml de meio Minimo Essencial de Eagle (MEM-Eagle), contendo 2% de SFB.
100Ul/ml de Penicilina e 100ug/ml Estreptomicina. As células continuaram
mantidas a 37°C em atmosfera iumida com 5% CO.,.

Foi realizada a observagao do efeito citopatico (ECP) e depois as células
infectadas foram congeladas e descongeladas por trés vezes, afim de que
ocorresse a lise celular. O material foi centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos
a 4°C (Beckman Instruments®-JC-21, rotor JA14). Os sobrenadantes
adquiridos foram aliquotados em ampolas de criogenia (Corning, USA) e

depois congelados em freezer a -80°C, até o momento de utilizagao.
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Inoculagdo  Observacdodo Observacdodo Amostrafinaldo Quantificacdo
comovirus ECP24hs + ECP48hs + virus produzida dovirus
congelamento congelamento
12 garrafa 22 garrafa

Figura 1: Linha do tempo da produgao da amostra de virus. ECP - efeito citopatico

3.3 Determinacgao do titulo viral em cultura celular

Realizamos a metodologia descrita por Hierholzer & Killington (1996), afim
de determinar o titulo viral da amostra produzida. Monocamadas confluentes
de células BHK-21 foram tripsinizadas e ressuspensas em meio de cultivo
contendo 10% SFB, de maneira que contivessem 2x10° células/ml;
adicionamos 100ul dessa suspensao em cada poc¢o de uma placa de 96
orificios (Costar, USA). As placas foram mantidas em atmosfera umida a 37°C
com 5% CO, por 24 horas. Posteriormente, adicionamos 100 ul de cada
amostra nas diluigdes 107 a 107*%. Na sequéncia, incubamos a reacgéo por 1
hora em estufa com 5% CO, para adsor¢cao e depois retiramos o inoculo e
adicionamos meio de cultivo contendo 2% de SFB. A monocamada de células
BHK-21 nao infectadas foram utilizadas como controle negativo da reacao.
Realizamos as leituras 24 e 48 horas ap6s a infecgao e o titulo viral foi

determinado de acordo com o método de Spearman (1908) e Kraber (1931).

3.4 Linhagem de camundongos

Nos testes realizados, utilizamos camundongos SPF (specific patogen free)
das linhagens CBA, C3H/HePas, C57BL/6 INF-yKo, B6.V-Lep® e C57BL/6
com 4 semanas de vida e camundongos BALB/c e C3H/HePas com 20 dias de
vida, ambos obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigacbes Bioldgicas
(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos sob sistema de barreiras de
miniisoladores em racks ventiladas, no proprio CEMIB, com agua e ragao
esterilizadas em vapor umido sob pressao, a temperatura de 121°C por 30

minutos.
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3.5 Inoculagao viral

Conforme autorizado pelo protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Campinas — CEUA/UNICAMP, protocolo
n° 3091-1, foram realizadas inoculagdes via oral, intraperitoneal e intracerebral,
com diferentes diluicbes do virus TMEV GDVII.

Comparamos os efeitos e resultados das trés vias de inoculagao testadas
neste trabalho. Sera considerada a via mais apropriada aquela que permitir a
infeccdo do animal com o virus e o desenvolvimento da fase aguda da doenga,
sem causar a morte do animal, possibilitando o surgimento da fase crbnica

com sequela desmielinizante.

3.5.1 Inoculagéo oral
Foram utilizados 9 camundongos C3H/HePas e 9 animais C57BL/6,

separados em trés grupos que receberam doses diferentes do virus. Utilizamos
para esse piloto a amostra padrdo do laboratério, pois esta ja se encontrava
corretamente titulada e, de acordo com a capacidade de causar efeito
citopatico em cultura de células, realizamos as diferentes diluicbes do virus.
Sendo o titulo viral da amostra 10°2° TCID 50/ml, podemos calcular a maior
diluicdo capaz de causar 50% ou mais de efeito citopatico em uma
monocamada confluente de células BHK-21; as diluicbes foram realizadas de
modo que fossem, capazes de causar 50, 100 e 150% de efeito citopatico em
cultura de células.

Inoculamos 3 animais de cada linhagem com 0,1ml de cada uma das

dilui¢cdes, para tanto, utilizamos o procedimento de gavagem.

3.5.2 Inoculagéo intraperitoneal

Utilizamos 9 camundongos da linhagem C3H/HePas e 9 animais da
linhagem C57BL/6, divididos em 3 grupos e infectados com as mesmas
diluigbes utilizadas na via oral. Os animais do procedimento anterior de

inoculacdo oral correspondentes a 50 e 100% de efeito citopatico, sem
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resposta de sequelas, foram reinoculados, a fim de amenizar a possibilidade
de morte do animal. Em cada grupo experimental havia, para cada linhagem, 1
animal nunca antes inoculado, 1 animal previamente inoculado via oral com a
diluicdo 50% ECP e 1 animal previamente inoculado via oral com a diluigdo
100% ECP. A injecdo intraperitoneal foi feita com 0,1ml de cada uma das
solugdes.

Sendo que nos experimentos pilotos anteriores ndo tivemos resultados,
realizamos ainda mais um experimento visando uma maior agressividade, com
uma maior concentragdo viral e com inoculagdo via intraperitoneal. Aqui,
utilizamos 9 animais de cada linhagem nunca antes inoculados, onde foram
inoculadas novas diluicdes de diferentes amostras virais. Foram utilizadas uma
amostra produzida recentemente pela aluna e também a amostra padréo do
laboratorio. As diluicdes feitas foram as seguintes: amostra padrdo diluida
1/100 em Minimo Essencial de Eagle com sais de Earle (MEM-Nutricell),
amostra produzida diluida 1/100 em Minimo Essencial de Eagle com sais de
Earle e amostra produzida sem diluicdo. Os grupos experimentais foram os
seguintes: 3 animais de cada linhagem para a amostra produzida diluida 1/100;
3 animais de cada linhagem de cada linhagem para a amostra produzida nao
diluida; 3 animais C3H e 2 animais C57BL/6 para a amostra padrao diluida
1/100.

3.5.3 Inoculagao intracerebral

Utilizamos para esse experimento animais das linhagens B6.V-Lep® |,
C57BL/6 , CBA , C3H/HePas e C57BL/6 INF-yKo, com 28 dias de vida e
animais das linhagens BALB/c e C3H/HePas, com 21 dias de vida, obtidos no
Centro Multidisciplinar para Investigacdes Biolégicas (CEMIB/UNICAMP).Todos
os animais foram pesados (faixa de peso entre 19 e 22g) e previamente
anestesiados com Ketamina e Xilasina em solugdo salina na dosagem de
150mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamnete, e também tratados com Ibuprofeno

(100 mg/ml) na dosagem de 15 mg/Kg, segundo o protocolo abaixo:
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Ketamina
150mg - 1kg
X - 0,020 kg

X=2mg de Ketamina para cada 20g de peso do animal

Xilasina
10mg - 1kg
X - 0,020 kg
X= 0,2mg de Xilasina para cada 20g de peso do animal

Adicionamos solugdo salina a Ketamina e a Xilasina, de maneira que um

animal de 20g recebesse 100 ul de anestésico

Ibuprofeno
15mg - 1kg
X - 0,020 kg

X =0,3 mg de Ibuprofeno num volume de 15 pl/animal

As dosagens de Ketamina, Xilasina e Ibuprofeno foram adequadas de
acordo com peso de cada animal submetido a cirurgia.

Nesse experimento foram utilizadas as seguintes linhagens: C57BL/6 ,
CBA, C3H/HePas, C57BL/6 INF-yKo, B6.V-Lep®® e BALBI/c, divididos em
grupos experimentais que receberam diferentes dosagens da amostra viral
produzida para esses experimentos.. As dosagens utilizadas para inocular os
grupos foram a aliquota produzida sem diluicdo (D1), e diluida 1:100 em meio
Minimo Essencial de Eagle (MEM) (D2) e o grupo controle recebeu somente o

meio de cultura MEM puro.

Grupos experimentais:

Tabela 1 Grupos experimentais utilizados na inoculagdo intracerebral. Camundongos com 28 dias de vida.

Linhagem N° camundongos N° camundongos N°camundongos

dose D1 dose D2 controle

B6.V-Lep®
C57BL/6 5 4 4
CBA 2 2 1
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C3H/HePas 2 2 1

C57BL/6 INF- 1 1 1
yKo

Tabela 2 Grupos experimentais utilizados na inoculagdo intracerebral. Camundongos com 21 dias de vida.

Linhagem N° camundongos N°camundongos N°camundongos

dose D1 dose D2 controle

BALB/c
C3H/HePas 4 4 2

3.6 Analises dos sintomas
Os animais inoculados foram observados diariamente por 31 dias, durante

0s quais analisamos sua desenvoltura fisiolégica e motora, buscando perceber
se havia sintomas como prostragdo, paralisia de patas anteriores e/ou
posteriores ou qualquer outra sequela neurolégica motora, também analisamos

a mortalidade.

3.7 Metodologias de analise sorolégica

3.7.1 Imunofluorescéncia indireta para analise sorologica

Realizamos a reacdo de imunofluorescéncia indireta como descrito por
KRAFT & MEYER, 1986. O teste de imunofluorescéncia indireta foi utilizado
para analisar as amostras de soro dos camundongos inoculados

intraperitonealmente no segundo experimento realizado.

Foram utilizados 25ul dos soros testes diluidos 1:5 em tampao PBS 0,01M
(pH 7,2), também foram utilizadas amostras de soro controle negativo e
controle positivo padrdes do laboratério. As amostras foram adicionadas em
cada poco e incubadas a temperatura ambiente em camara umida por 20
minutos. As laminas foram submetidas a lavagens suscessivas com tampéo
PBS 0,01M. Depois foram acrescentados 25uL de conjugado de carneiro anti-
IgG de camundongo (Sigma-Aldrich), marcado com fluoresceina diluido a 1:160

em solucdo PBS - Azul de Evans em cada pogo e incubamos as laminas
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novamente.. Montamos as laminas em laminula de vidro utilizando solugcdo de

glicerina tamponada alcalina (0,5M, pH: 8,5).

As leituras foram realizadas em microscopio binocular de fluorescéncia de
epi-iluminacdo (ZEISS, Alemanha) modelo Standart 20, lamina de mercurio
HBO 50W para luz ultravioleta, barreira de 450 a 490nm, filtros de excitagao
BG 38 e aumento final de 400 vezes. As amostras de soro seréo classificadas

como positivas, negativas e fluorescéncia nao especifica.

3.7.2 Extracao por TRIzol

Utilizando TRIzol (Invirogen, Carlbad, CA, USA), extraimos o RNA total de
amostras de células BHK-21 Hn infectadas com a cepa padrao do virus TMEV-
GDVII e amostras de suspensao de fezes 20% de camundongos inoculados
preparada em tampao PBS 0,01M. 900uL de TRIzol foi adicionado para cada
300uL de amostra e esta mistura foi incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Depois foram adicionados 240uL de cloroférmio gelado e novamente
incubadopor 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifudas
a 9.500 xg por 15 minutos a 4°C e depois de coletarmos a fase aquosa
precipitamos o RNA com isopropanol gelado (v:v) por 10 minutos. Esta mistura
foi entéo centrifugada a 9.500 xg rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 1,0 mL de etanol 75%. Apds
agitagdo em vortex (Daigger Vortex Genie 2™), realizamos uma nova
centrifugagéo a 9.500 xg por 5 minutos a 4°C RNA ressuspendido em 40uL de
agua DEPC, e aquecido por 55°C por 10 minutos.

3.7.3 Reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR)

O RNA total extraido das amostras de fezes dos animais inoculados e da
cepa padrdao do virus foi utilizado para a reacdo de RT-PCR. Os
oligonucleotideos utilizados foram sintetizados e direcionadosa regiao do
capsideo viral de TMEV-GDVII (Forward: 5- TGA CCC CCC TGA CCT ACC
CTT - 3’) e (Reverso: 5'- CGC CCA TGC ACA CGA GCATTC-3).
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Utilizamos random hexamer primer na concentragdo de 100uM e 10uL do
RNA, a fim de sintetizar o cDNA. Incubamos a reacéo por 5 minutos a 65°C e
depois foi imersa em banho de gelo. Foi usado na transcri¢do reversa tampao
concentrado em 5x contendo 50mM Tris-HCI pH 8,3, 75mM KCI, 3mM MgCl; e
200U da enzima RevertAid H-minus M-MuLV (Thermo Fisher Scientific, Brazil)
em um volume de reacgdo de 20ul. O RT-PCR foi feito em termociclador BioER
(Gene Pro Block B 96G) a 25°C por 10 minutos, 42°C por 60 minutos, e depois

inativado a 70°C por 10 minutos.

Utilizamos como tampdo (20mM Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI), 10mM
dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1,5mM de MgCl,, 0,5uM de cada primer e
2,5U da enzima TAQ DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific, Brazil), agua
tratada com DEPC (Gibco, BRL.) e o cDNA descrito anteriormente. Em
seguida, as amostras foram submetidas a desnaturacao em termociclador a 95
°C por 15 minutos e submetidas a 30 ciclos de amplificagdo: 94°C por 2
minutos, 59,6 °C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto. A extensdo ocorreu a 72°
C por 10 minutos. Utilizamos controles positivos e negativos sendo o controle
negativo agua DEPC. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese (80V por 50 min em cuba horizontal) em gel de agarose 2% em
tampao TAE 1x, juntamente com marcador de peso molecular de DNA com
100pb (Thermo Fisher Scientific, Brazil). Os amplificados foram contrastados
com brometo de etideo. As bandas obtidas foram visualizadas e documentadas

em fotodocumentador (Geldoc-It™ Imaging System UVP (Cambridge).
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4. RESULTADOS

41 Linhagem celular

A linhagem celular BHK-21 foi utilizada para a produgdo do virus, tendo em
vista que essa linhagem celular &€ aderente e forma um tapete celular

confluente, sendo propicio para o desenvolvimento do virus TMEV GDVII.

4.2 Produgao do antigeno viral

A infeccdo pelo virus TMEV causa efeito citopatico caracterizado por
arredondamento celular e despreendimento da monocamada (LIPTON &
ROHZON, 1986). De acordo com as observagdes das culturas celulares
infectadas, pudemos notar uma boa viruléncia da amostra viral pelo efeito
citopatico observado, tendo em vista que em, no maximo, 48 horas o tapete de
células havia sido quase completamente destruido. Apds o procedimento para
lise celular e separacao do virus das células da cultura, foram obtidos dois lotes

de virus, que foram estocados em aliquotas a -80°C.

4.3 Determinagao do titulo viral em cultura celular

A metodologia utilizada para determinar a dose infectante do virus foi a
TCID 50 (dose infectante de 50% da cultura de tecido), onde considera-se
como resultado positivo a diluicao viral onde houvesse 50% ou mais de ECP e
o calculo do titulo viral é realizado segundo o método de SPEARMAN (1908) e
KRABER (1931).

Realizamos quatro repeticdes dessa etapa do projeto e nao foi possivel
obter o titulo viral, devido ao crescimento demasiado das células ou auséncia
de ECP. Nas primeiras repeticdes, o crescimento exagerado do tapete de
células dificultou definir a porcentagem de efeito citopatico nos pogos

infectados com as diferentes diluicbes de virus.
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Figura 2: Esquema da andlise da placa de 96 poc¢os infectada pelo
TMEV, segundo a metodologia de TCID 50.

. Nas repeticdes segintes o virus ndo causou danos a camada de células e
portanto, ndo foi possivel detectar o efeito citopatico necessario para dar
prosseguimento a quantificagdo. Isto se explicou devido a uma falha elétrica no
briofreezer do laboratério que fez com que a aliquota do virus perdesse sua
capacidade de infeccao.

Com isso, decidimos utilizar uma amostra padrdao do laboratério pré-
quantificada e infectante, mantida em outro biofreezer, para dar andamento aos

NnosSsos experimentos.

4.4 Inoculagao viral

4.4.1/ 4.4.2 Inoculagéo via intraperitoneal e oral

TCID50 é a diluigdo requerida da amostra viral para infectar 50% das
células inoculadas, sendo assim, a partir do titulo viral da amostra padrao do
laboratdrio, 102 TCID50/ml, pudemos calcular diluicdes para que a aliquota

tivesse 100% de infecgao das células inoculadas e 150% de infectividade.

Os animais do primeiro experimento dos grupos 50%, 100% e 150% de

efeito citopatico em células, inoculados via oral, foram mantidos sob
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observacao diaria para analisar o aparecimento de sintomas, porém, até 30
dias pos-infecgéo (dpi) eles ainda ndo apresentavam nenhum tipo de alteragéo
comportamental ou motora (Tabela 3a). Os animais do grupo 150% foram
mantidos até 60 dpi e, ainda assim, n&do apresentaram sinais clinicos da
doenca (Tabela 3b).

Tabela 3 A: Andlise de sintomas no primeiro experimento

Sintomas em 30 | Grupo Grupo 100% | Grupo 50%
dpi 150%

Paralisia Ausente Ausente Ausente
membros

anteriores

Paralisia Ausente Ausente Ausente
membros

posteriores

Dificuldades Ausente Ausente Ausente
motoras

Morte Ausente Ausente Ausente

Tabela 3B: Analise de sintomas do grupo 150% ECP

Sintomas em 60 | Grupo 150%
dpi

Paralisia Ausente
membros

anteriores

Paralisia Ausente
membros

posteriores

Dificuldades Ausente
motoras

Morte Ausente

No segundo experimento, a inoculagao via intraperitoneal ocorreu com
reinoculagdo de alguns animais do grupo de inoculagéo oral (100% e 50%) e
inoculacdo de animais nao inoculados previamente. Novamente, em 30 dpi
nenhum dos animais apresentava sinais clinicos do desenvolvimento da fase
aguda da doenca. Os animais foram sacrificados e coletamos fezes e sangue
para realizar testes sorolégicos a fim de verificar a presenga do virus no

organismo.
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Tabela 4: Analise de sintomas no segundo experimento em 30 dpi

Sintomas em 30 | Grupo 150% Grupo 100% Grupo 50%
dpi

Paralisia Ausente Ausente Ausente
membros

anteriores

Paralisia Ausente Ausente Ausente
membros

posteriores

Dificuldades Ausente Ausente Ausente
motoras

Morte Ausente Ausente Ausente

Os animais do terceiro experimento foram inoculados via intraperitoneal
com amostras mais concentradas, considerando diluigdbes menores ou
nenhuma como no caso dos experimentos anteriores, a fim de se aumentar a
agressividade da infeccdo. Além disso, uma amostra de virus recém-extraida
foi utilizada para o experimento. Os animais foram sacrificados com 21 dpi e,

ainda assim, ndao apresentaram nenhum tipo de sintoma.

Tabela 5: Analise de sintomas no terceiro experimento em 30 dpi

Sintomas em 21 | Grupo 1/100 | Grupo 1/100 Grupo puro (s/

dpi padrao Recém-extraida | diluicdo) Recém-
extraida

Paralisia Ausente Ausente Ausente

membros

anteriores

Paralisia Ausente Ausente Ausente

membros

posteriores

Dificuldades Ausente Ausente Ausente

motoras

Morte Ausente Ausente Ausente

4.4.3 Inoculacao via Intracerebral

Ao realizarmos a inoculagdo do virus pela via intracerebral pudemos
observar o desenvolvimento da fase aguda da doenga em varios dos grupos

experimentais. Foram observados sintomas como perda de equilibrio,
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movimentagao circular, paralisia de patas posteriores, costas encurvadas e

pelos ericados (Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10).

O tempo decorrido entre a infeccao dos animais e a apari¢ao dos primeiros

sintomas variou entre os grupos, indo de 1 dpi até 14 dpi.

As figuras 3 e 4 mostram um animal do grupo experimental G2 (C57BL/6
com 4 semanas) inoculado com a dose nédo diluida do virus (D1) em 1 dpi,
apresentando os sintomas de paralisia de patas posteriores, costas encurvadas

e pelos erigcados.

Figura 3: Animal do grupo G2 em 1 dpi apresentando sintoma tipicos

da fase aguda da doenga causada pelo TMEV GDVII, como pelos ericados e paralisia de membros
posteriores.
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Figura 4: Mesmo animal da figura 1, em 1 dpi, destaque para a

pata posterior esquerda apresentando paralisia.

Figura 5: Esquema demonstrando movimentacdo_sem muita coordenagao, movimentos circulares e perda de
equilibrio, sintomas apresentados pelos camundongos infectados pelo virus TMEV GDVII e gravados em videos.

Foi possivel observar uma variagao entre os grupos experimentais no que
diz respeito a reagdo ao virus. Em alguns grupos (G3, G4 para ambas as
doses, G5 dose diluida e G6 dose pura) os animais ndo apresentaram nenhum
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sintoma durante todo o tempo em que foram mantidos em observacgao, outros
(G2 e G6 para a dose nao diluida e G5 para a dose diluida) onde houve
recuperacao de todos os individuos ou até mesmo uma grande taxa de

mortalidade dentro do grupo.

Abaixo esta o detalhamento sobre os resultados obtidos para cada um dos

grupos experimentais em relacéo a dose viral inoculada.

Tabela 6: Aparecimento de sintomas, mortes, recuperagdo e reaparecimento de sintomas em cada grupo
experimental ao longo de 31DPI.

N° Sintomas/ | N° Mortes / DPI | N° Recuperagdo | N°
DPI / DPI Reaparecimento /
DPI
1 Sem 4 animais/10DPI 1 animal / 12DPI 3 animais/12DPI 1 animal/21DPI —
- morte
1 1:100 2 animais/3DPI 1 animal/3DPI 1 animal/5DPI X
- lanimal/4DPI
2 Sem 5animais/1DPI X 5 animais/até X
2 1:100 4animais/1DPI 1 animal/4DPI 2 animais/4DPI 1 animal/11DPI
1 animal/ 11DPI Canibalizado em
. 12DPI
3 Sem 0 animais/até X X X
- 31DPI
3 1:100 0 animais/até X X X
- 31DPI
Sem 0 animais/até 1 animal/11DPI X X
- 31DPI Sem sintomas
1:100 0 animais/até X X X
- 31DPI
5 Sem 0 animais/até X X X
- 31DPI
1:100  lanimal/1DPI X 1 animal/3DPI X
3 sem 1animal/14DPI X lanimal/16DPI X
1:100 0 animais/até 1 animal/19DPI X X
- 31DPI Sem sintomas
7 Sem 2 animais/3DPI 1 animal/3DPI —s/
sintomas
. 2 animais/5DPI
7 1:100 0 animais/até 1 animal/4DPI X X
- 31DPI Sem sintomas

As tabelas 7 e 8 mostram, para cada dose viral, a reagdo dos animais de
cada grupo ao longo dos 31 dias em que ocorreu a observacgao dos resultados

do experimento.
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Tabela 7: porcentagem de animais afetados pela doenga ao longo de 31 DPI, apés inoculados com
a dose nao diluida do virus (D1). Mortes séo representadas pela constancia do valor.

DPI G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

1 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
2 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
3 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,00%
4 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,00%
5 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,00%
10 100,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,00%
11 100,00% 100,00% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 75,00%

12 25,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 75,00%
14 25,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 33,33% 75,00%
19 25,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 75,00%
21 50,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 75,00%
31 50,00% 0,00% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 75,00%

Tabela 8: porcentagem de animais afetados pela doenga ao longo de 31 DPI, apés inoculados com
a diluicdo 1:100 do virus (D1). Mortes sao representadas pela constancia do valor.

DPI G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

1 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
2 0,00% 100,00% 0,00% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
3 75,00% 100,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
4 75,00% 50,00 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
5 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
10 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
11 50,00% 75,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
12 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
14 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
19 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 33,33% 25,00%
21 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 33,33% 25,00%
31 50,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 33,33% 25,00%

E possivel notar que os animais que foram encontrados mortos e haviam
apresentados os sintomas da doenca se encontravam muito debilitados, devido

a viruléncia do virus, conforme mostram as figuras 6, 7 e 8.
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Figura 6: animal do grupo G2, infectado com a diluicio 1:100 do virus, morto em 1 DPI,
apresentando encurvammento das costas e paralisia de membros posteriores.

Figura 7: animal do grupo G2, infectado com a diluicdo 1:100 do virus, morto em 11 DPI.
Apresentava paralisia de patas posteriores, costas encurvadas e falta de equilibrio.
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Figura 8: visdo da outra lateral do animal mostrado na figura 7.

Os graficos abaixo comparam a aparigdo de sintomas entre os grupos
experimentais ao longo dos dias de observagao, os dados de cada dose foram
separados em dois graficos a fim de facilitar sua visualizagdo. A subida dos
valores dos graficos indica que houve o aparecimento de novos animais com
sintomas ou mortos, a queda do valor indica a recuperacdo dos animais;
quando o grafico se mantém constante, ndo houve aparecimento de novos

animais doentes ou mortos e nem recuperagao.

Comparacao dos sintomas entre os grupos G1, G2,
G3 e G4 - Dose diluida
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Grafico 1: comparagéo entre os grupos G1 a G4 infectados com a diluigdo do virus. G1 n=4, G2 n=
5,G3n=2,G4n=2,
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Comparagao dos sintomas entre os grupos G5, G6 e G7 -
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Grafico 2: comparacgao entre os grupos G5 a G7 infectados com a diluicdo do virus. G5 n=1, G6 n=
3, G7 n=4.
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Grafico 3: comparagao entre os grupos G1 a G4 infectados com a dose nao diluida do virus. G1 n=
4,G2n=4,G3n=2,G4 n=2.
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Comparacao dos sintomas entre os grupos G5, G6 e G7 -
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Grafico 4: comparacédo entre os grupos G5 a G7 infectados com a dose pura do virus. G5 n=1, G6
n= 3, G7 n=4.
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Grafico 5: sobrevivéncia dos camundongos inoculados com a dose nao diluida (D1) do virus TMEV GDVII.
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Grafico 6: sobrevivéncia dos camundongos inoculados com a dose diluida 1:100 (D2) do virus TMEV GDVII.

4.5 Metodologias de analise sorolégica

4.5.1 Imunofluorescéncia indireta

Os resultados da analise sorolégica por imunofluorescéncia indireta dos
animais do segundo experimento deram negativos para todos os animais.

Utilizamos um controle positivo para verificar o resultado esperado para a
infeccao viral.

4.5.2 Reacao em cadeia da polimerase com transcricao reversa (RT-PCR)

ApOs a corrida da eletroforese em gel de agarose e posterior revelagéo do
gel, pudemos observar que todas as amostras-teste dos animais inoculados

deram um resultado negativo para a infecgdo por TMEV GDVII. Este resultado
pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9: Revelagdao do gel de agarose do RT-PCR das
amostras-teste. PM: Padrao de peso molecular 100pb. Coluna 1
a 6: amostras—teste de camundongos inoculados; Coluna 7:
controle positivo (cepa padrio de TMEV-GDVII); Coluna 8:
controle negativo (H20 DEPC).

Pode-se ver claramente que a banda apresentada pelo controle positivo de
100 pb (coluna 7) ndo aparece em nenhuma das amostras (colunas de 1 a 6),
sendo que estas se apresentaram mais parecidas com o controle negativo
(coluna 8). Indicando que nenhum dos animais estavam com infec¢do

persistente do virus.
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5. CONCLUSAO

A produgédo do antigeno viral foi realizada sem problemas, com um bom
crescimento do tapete celular pudemos realizar a passagem do virus e produzir
abundantes aliquotas virais, que se mostraram ativas in vitro, como péde ser

demonstrado com a ocorréncia e efeito citopaico nas culturas de células.

Apesar da produgdo bem sucedida dos virus, encontramos diversas
dificuldades na realizagdo da quantificacdo dessas aliquotas. Nas duas
primeiras repeticdes as ceélulas cresceram demasiadamente e, tendo em vista
que o tapete celular se descolava do fundo da placa de 96 orificios, foi
impossivel identificar o ECP. Quando realizamos a terceira e quarta repeticoes
do protocolo a aliquota viral se mostrou inativa, tendo em vista o néao
aparecimento de efeito citopatico no tapete celular. A inatividade do virus se
deve a um problema ocorrido com o biofreezer do laboratério que fez com essa
e diversas outras aliquotas virais e bacterianas nele estocadas nao fossem
mais viaveis. Apesar desses contratempos, ainda pudemos realizar
experimentos com a amostra previamente produzida pelo laboratorio, que
estava estocada em outro bifreezer e apresentava titulo viral de 10°2° TCID
50/ml.

Os resultados obtidos com a realizagado da inoculagdo dos animais pelas
vias intraperitoneal e oral nos surpreenderam. Apesar dos resultados positivos
in vitro, os animais inoculados com diferentes amostras virais, concentracoes e
utilizando ambas as vias de inoculagdo , ndao apresentaram sintomas ou
desenvolvimento da fase aguda da encefalomielite murina até 30dpi. Segundo
VILLAREAL et al (2006) seria esperado que os animais inoculados via oral ndo
apresentassem sintomas, mas os do grupo de inoculagdo intraperitoneal,
sendo uma via de inoculagdo mais agressiva, deveriam apresentar os primeiros
sintomas a partir de 6 dpi. Hipotetizamos que a reinoculagdo ,via
intraperitoneal, dos camundongos, causaria sequelas amenas, devido a uma

sensibilizagdo imunoldgica prévia devido a inoculagéo por via oral.

Com isso, varias hipoteses foram levantadas para explicar esses

resultados: a idade dos animais na data de realizagdo dos experimentos era
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maior do que descrita na bibliografia e isso poderia ter influenciado na
suscetibilidade do animal (Theiler, 1937); o virus pode ter perdido sua
viruléncia in vivo por ja ter sofrido muitas passagens ou por ter ficado
congelado por muito tempo (apesar da resposta infectiva in vitro); a quantidade
de virus utilizada na inoculagdo pode nao ter sido suficiente, tendo em vista
que, as referéncias que dao suporte a esse tipo de infeccado e resposta sao
extremamente antigas, com trabalhos atuais praticamente inexistentes. Estas
varaveis serdo analizadas no futuro para otimizacdo da cepa viral. Estas
analises seriam inviaveis para este trabalho devido ao tempo disponivel curto e

limitado para abranger todas as perguntas.

Utilizamos a imunofluorescéncia e no RT-PCR, para confirmar a presenca
do virus no organismo dos camundongos inoculados e tendo em vista os
resultados obtidos, podemos concluir que nenhuns dos animais testados
apresentavam infeccao persistente pelo virus inoculado, o que confirmando os
resultados da analise de sintomas e corroborando as hipéteses levatadas de
que a quantidade de virus inoculada n&o foi suficiente ou que os animais nao
estavam  suficientemente  suscetiveis. Nao pudemos observar o
desenvolvimento da doenga e nem da infecgéo viral no organismo, mesmo os
resultados in vitro tendo sido promissores, o que nos leva a pensar que a
resposta imune dos camundongos consegue acabar com a infecgéo viral antes

que esta possa se estabelecer no organismo e causar os sintomas tipicos.

Ao desenharmos os proximos experimentos, tivemos que encontrar uma
via de inoculacdo e dose viral mais agressivas, que nao permitiam ao
organismo realizar uma resposta imune suficiente para eliminar o virus antes

gue os sintomas desejados aparegam.

Buscamos nessa etapa da experimentagdo, além da utilizagdo da via
intracerebral de inoculagdo, utilizar novas linhagens, buscando, entre as
disponiveis no CEMIB, as que pudessem ter alguma deficiéncia imunolégica
inata, pois pelo que pudemos notar nos outros experimentos realizados, a fase
aguda nao controlada eficientemente pelo sistema imune do animal parece ser
a mais importante para o desenvolvimento de sequelas cronicas. A inoculagéo

intracerebral se mostrou muito mais eficiente em provocar o desenvolvimento
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da fase aguda da doenga, indicando o caminho por onde devemos seguir para
finalizar o desenvolvimento desse modelo animal. Pudemos distinguir as
linhagens de camundongos que se mostraram mais adequadas ao cruzarmos
os dados de mortalidade e aparecimento de sintomas, sendo considerada mais
adequada aquela que apresentasse a fase inicial da doenca, tivesse uma baixa
mortalidade e conseguisse se recuperar, possibilitando o reaparecimento tardio

da doenga com a fase crénica.

Os animais das linhagens CBA e C3H/HePas (G3 e G4), com 4 semanas,
inoculados com a diluicdo do virus, bem como as linhagens CBA e C57BL/6
INF-yKo inoculadas com a dose pura, foram consideradas inadequadas para
esse modelo experimental, pois ndo apresentaram sintomas. Esses dados séo
compativeis com os disponiveis na literatura, pois segundo Lipton e Dal Canto
(1979) e Lipton e Rhozon (1986), essas linhagens sao consideradas pouco
susceptiveis sendo as linhagens CBA e C3H/HePas, mais susceptiveis que a
C57BL/6. Além disso, a resisténcia a infec¢ao viral aumenta com a idade do
animal (HEDRIC, 2012), corroborando os dados obtidos com os experimentos
realizados com animais mais jovens (21dias).

Quando inoculados com a dose pura, os camundongos C3H/HePas,
apresentaram, poucos sintomas e média mortalidade; ja o C57BL/6 INF-yKo
apresentou sintomas, mas se recuperou, o que pode ser explicado pela maior
quantidade de virus injetada e maior susceptibilidade dessas linhagens, ja que
os animais C57BL/6 INF-yKo, apresentam deficiéncia na resposta imune inata

Os animais da linhagem C3H/HePas com 21 dias de idade (G7), quando
inoculados com a dose diluida ndo apresentaram sintomas, mas ainda assim
houve mortalidade; e quando inoculados com a dose pura, houve uma grande
mortalidade nos primeiros DPI, portanto, por ndo apresentarem sintomas e por
terem uma alta mortalidade, essa linhagem ndo foi considerada a mais
adequada.

A linhagem BALB/c (G6), também considerada pouco susceptivel ao virus
(LIPTON e RHOZON, 1986), apresentou poucos sintomas e total recuperagao
para a dose pura ou morte sem aparicao de sintomas para a dose diluida,
sendo considerada inadequada para o desenvolvimento do modelo..

As linhagens consideradas mais adequadas para esse modelo animal
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foram as C57BL/6 (G2) e B6.V-Lep®® (G1).. As linhagens consideradas mais
adequadas para esse modelo animal foram as C57BL/6 (G2) e B6.V-Lep®
(G1). A alta mortalidade apresentada pelos animais da linhagem C57BL/6 nao
€ a reagao mais apropriada, porém, a reincidéncia de sintomas em 11 DPIl em
um animal que havia se recuperado da fase aguda da doenga nos deixa um
indicativo de desenvolvimento da fase crénica da doenca. Os animais dessa
linhagem que foram inoculados com a dose nao diluida do virus apresentaram
muitos sintomas, mas houve recuperacao total dos animais.

A linhagem a B6.V-Lep® , com a dose pura, apresentou uma mortalidade
menor do que o grupo G2-diluido e também apresentou reincidéncia de
sintomas em 21 DPl em um animal que havia se recuperado dos sintomas
agudos; esta foi considerada a linhagem mais adequada. Quando testados com
a diluigdo viral, os animais dessa linhagem também apresentaram menor
mortalidade do que os animais C57BL/6 inoculados com a mesma dose, mas
nao houve reaparecimento dos sintomas. Os resultados promissores obtidos
com a linhagem B6.V-Lep®® podem ser explicados com base em seu
background genético. Nesses animais o gene produtor da leptina € total ou
parcialmente desativado, sendo assim, a producdo desse horménio é baixa. E
sabido que a leptina, além de influenciar no ganho de peso, também tem papel
regulatério nas respostas imunes e inflamatérias (FANTUZZI e FAGGIONI,
2000). Segundo Siegmund e colaboradores (2002), uma menor quantidade de
leptina circulante reduz a liberagao de citocinas proinflamatérias pelas células
do colon e a severidade da colite. Sendo o TMEV um patdgeno intestinal,
provavelmente afetado pela presenca de leptina, a baixa quantidade desse
hormdnio pode ter causado uma reagdo menos extrema a inoculagao do virus,
fazendo com que os animais pudessem se recuperar da fase aguda da doencga.

O objetivo do projeto, definir melhores linhagem, dose viral e via de
inoculagao, foi grandemente encaminhado nesse tempo de realizagdo, pois
pudemos chegar a respostas para duas dessas questbes. Concluimos,
portanto, que a melhor via de inoculagao é a intracerebral e a melhor linhagem
é a B6.V-Lep® . Sera necessario realizar novos testes com essa linhagem,
usando uma nova aliquota viral, para definir a dose certa para que obtenhamos
um animal cronicamente sequelado. Utilizando uma nova aliquota viral,

também sera possivel realizar a quantificagcao do virus.
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A falta de bibliografia que descrevesse uma metodologia mais apurada
para a determinagdo da dose e via infectante mais apropriadas para
desenvolver um modelo animal com a fase cronica da doenca dificultou a
realizacdo dos experimentos, pois grande parte dos testes foram feitos
baseados em trabalhos cujo objetivo era a fase aguda da doenga, onde o

animal morre apos apenas alguns dias depois da inoculagao.

Estudos mais detalhados com a linhagem B6.V- Lep® deverdo ser
realizados futuramente, uma vez que o objetivo de ter um animal sequelado
ainda nao foi alcancado. Os resultados foram extremos, como morte ou
recuperacao total sem infecgcdo persistente, o que mostra a dificuldade na
obtencdo de um animal sequelado, como acontece mais naturalmente na
natureza de outros animais. Uma analise mais profunda e um —maior
entendimento sobre a atividade imunologica inata destes animais poderao
elucidar melhor caminhos a serem seguidos para obtencdo de sequelas
cronicas. Por outro lado, as diferentes caracteristicas de viruléncia dos subtipo
de TMEV que nao foram analisados neste trabalho poderiam enriquecer muito
as informacdes aqui encontradas. Apesar de se mostrar um caminho longo de
pesquisa para obtencdo e entendimento deste modelo, nosso resultados nos
deixaram um caminho promissor para nos guiar aos proximos passos e

finalizagdo do desenvolvimento deste modelo animal.
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