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RESUMEN

Con el fin de investigar la patogenicidad del Flavivirus llheus (VILH), se inoculé por via intraperitoneal (VIP) 9,8 DL,, de
suspensién viral en hdmsteres dorados jévenes (Mesocricetus auratus), y se obtuvieron diariamente bajo anestesia
muestras de sueros y érganos (cerebro, higado, corazén, bazo, rifones y pulmones) de animales infectados y controles no
infectados. Durante el experimento se determiné el titulo viral del VILH en el suero y érganos infectados, en ratones recién
nacidos. Ademds, se realizé en los sueros la deteccion de antigeno y los niveles de anticuerpos, a través de pruebas de
fijacion del complemento y de inhibicién de la hemoaglutinacién. El examen histopatolégico por HE y la deteccién de
antigenos virales por inmunohistoquimica (IHQ), se llevé a cabo en los tejidos de los animales. La dosis inoculada
ocasiond la muerte de los animales por encefalitis en el séptimo dia tras la inoculacién. Todos los érganos estudiados
mostraron cambios en los tejidos detectables por histopatologia. Se detecté por IHQ una presencia masiva del antigeno
del virus en el cerebro y en menor medida en el higado, bazo y rifiones, aunque en estos érganos la presencia de antigeno
viral fue transitoria y leve, lo que corroboré con los titulos virales obtenidos en estos érganos. No fueron encontrados
antigenos virales en el corazén y en los pulmones, lo que sugiere que los titulos (DLs,) observados en estos érganos, durante
la titulacién viral en los ratones, son el resultado de la presencia de VILH en el torrente sanguineo (viremia). Los resultados
de este estudio refuerzan el importante y conocido neurotropismo del VILH.
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INTRODUCCION: representan un linaje genético distinto al grupo Ntaya
virus'®. Luego del primer aislamiento viral, obtenido en
1944, innumerables ofros aislamientos, de pacientes
febriles, de mosquitos y de una gran variedad de animales,
particularmente aves silvestres y murciélagos, se
obtuvieron en Brasil, Colombia, Panamd, Argentina y en
Trinidad®'"'*""** En la Amazonia brasilefia el virus ha sido

aislado de pacientes febriles, de monos centinelas, de

El Virus llhéus (VILH) pertenece al género Flavivirus de
la familia Flaviviridae, y ha sido inserido al grupo Ntaya
virus’. Sin embargo, estudio molecular reciente demostré
de forma vehemente que el VILH, junto con el ROCY,
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murciélagos y de diversas especies de mosquitos,
principalmente el Psorophora ferox, considerado su
. . 14,19,20,22 . . . .
principal vetor . Aves silvestres han sido implicadas
como probables hospederos vertebrados del virus, sin
embargo, también han sido encontrados anticuerpos, o
aislado el virus en otros vertebrados, como roedores,
marsupiales, desdentados, murciélagosy monos*“®.
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La enfermedad en humanos usualmente se encuentra en
casos esporddicos asociados a exposicidon en regiones de
floresta, y el cuadro clinico varia desde infecciones
asintomdticas  hasta encefalitis. La enfermedad febril,
responsable por la mayoria de los casos reconocidos, se
inicia sUbitamente, con fiebre moderada o elevada, cefalea,
escalofrios, fotofobia, artralgia, mialgias y astenia,
evolucionando en un promedio de 3 a 5 dias, con
recuperacién completa y sin secuelas. El pequefio nimero de
casos clinicos diagnosticados contrasta con la elevada
prevalencia de anticuerpos para el agente, lo que sugiere
que gran parte de las infecciones sea no aparente o
oligosinfomdtica. Otro factor relevante es su corto perfodo
de incubacién. Durante la observaciéon de ocho casos
agudos, con aislamiento del VILH, ocurridos en Brasil, en
Trinidad, en Argentina, en Colombia y en Panamd, en un
paciente fueron relatadas alteraciones del sistema nervioso
central que llevaron a la sospecha de encefalitis'°.

Pocas informaciones sobre estudios relacionados con la
patogenicidad del VILH estdn disponibles. Sin embargo, se
sabe que estudios experimentales con el virus en animales de
pequefio porte, como ratones y otros roedores, bien como en
primates no humanos, produjeron viremia®’. Experimentos
realizados por Tesh y colaboradores’ y Xiao vy
colaboradores™® en hdmsteres dorados (Mesocricetus
auratus), para estudiar la patogénesis de flavivirus,
demostraron gran susceptibilidad de este modelo
experimental 'y, como representan excelente modelo
alternativo, en sustitucién a primates no humanos, decidimos
realizar experimentos via intraperitoneal (VIP) con el VILH en
esos animales.

MATERIALY METODOS

La cepa del VILH BeH 7445 utilizada en este estudio es
proveniente de suspensién de cerebros de ratones albinos
Swiss infectados luego de 21 pasaijes, y mantenidos a - 70°
C, sin pasaje anterior en hdmster. Esta cepa viral fue
aislada en 1959 a partir de la sangre de un paciente febril,
procedente del distrito de Caraparu, localizado en el
Municipio de Santa Isabel de Pard, en el Estado de Parg,
Brasil®.

La inoculaciéon se preparé a partir de cerebros de
ratones albinos infectados con la cepa del VILH, en
solucién  salina tamponada con fosfato pH 7,4
conteniendo albumina bovina 0,75% y antibiéticos (100
Ul/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina), y
mantenido a temperaturas inferiores a 8 oC. Se
inocularon 0,1 mL de la suspensién en veinte hdmsteres
machos, de 4 a 5 semanas de edad, por VIP, reservandose
diez animales para control negativo (no inoculados). Con
la finalidad de detectar la dosis aplicada, la solucién viral
también fue inoculada en diluciones seriadas 10" a 107
en ratones con 2 a 3 dias de edad. El titulo viral se calculd
por el método de Reed y Muench'® y expresado como
DL,,/0,02 mL. A cada 24 horas post inoculacién, fueron
anestesiados y sacrificados dos hdmsteres infectados vy
uno del grupo de control, para sangria y recoleccién de
6rganos  (cerebro, higado, corazén, bazo, riAdn vy

pulmén). Una alicuota del suero fue guardada a -70° C,
para estudios sobre la viremia y deteccién de antigenos, y
otra a -20° C para deteccién de anticuerpos. Los
fragmentos de visceras recolectados fueron divididos en
dos partes, una para congelamiento (-70° C) destinada a
la deteccién de antigenos y titulacién viral en los tejidos, y
la oftra fue sumergida en solucién de formalina
tamponada a 10%, para uso en examen histopatolégico e
inmunohistoquimico. Los especimenes recogidos fueron,
por lo tanto, utilizados para determinacién de viremia por
la titulacién en ratones recién-nacidos, detecciéon de
antigenos por el test de fijacion del complemento (FC) e
inmunohistoquimica (IHQ), deteccién de anticuerpos por
los tests de FC e inhibicién de la hemoaglutinacién (IH) y
examen tecidual (histopatologia).

Con el fin de detectar la presencia del VILH, bien
como de analizar la curva virémica producida por el virus
en los especimenes biolégicos obtenidos del ensayo
experimental, la titulaciéon viral se realizé
separadamente, a partir de sueros y fragmentos de
érganos con preparo de suspensién de macerado a 10%
en PBS conteniendo albumina bovina y antibiéticos. El
sobrenadante fue utilizado para preparar diluciones
seriadas de 10" a 10"” que fueron inoculadas a un grupo
de seis ratones recién-nacidos, administrando 0,02 mL
por via intracerebral a cada animal. Los titulos también
fueron calculados por el método de Reed y Muench ™.

O test de FC fue utilizado para la deteccién de
antigenos y anticuerpos del VILH. Los tests se realizaron
conforme la técnica modificada de Fulton y Dumbell® y
adaptada para microplaca por Shope y Sather”, en
diluciones en serie de 2x (1:8 a 1:128 para las fuentes de
antigenoyde 1:8 a 1:64 para las fuentes de anticuerpos),
utilizando dos unidades de complemento de cobaya,
antigeno (usado como control del test) y fluido ascitico
hiperinmune del ILH (suero anti-VILH) y del Bunyavirus
Tacaiuma, cepa viral BeAN 73 (suero anti-TCM) y
hematies de carnero sensibilizadas. La lectura se hizo de
acuerdo a los porcentajes de hemélisis observados, y los
titulos positivos fueron registrados como la més alta
dilucién con un porcentual de hemélisis de hasta 25%.

Para el estudio de los anticuerpos IH fue utilizada la
técnica de Clarke y Casals®, adaptada para microplacas
usando diluciones de 1:20 até 1:1280 de los sueros,
contra cuatro unidades del antigeno del VILH y del control
negativo (virus TCM).

Los fragmentos de visceras fijados en formalina
tamponada a 10% fueron encaminados y procesados
para microscopia éptica. La técnica utilizada fue la de
Hematoxilina - Eosina'®. Los 6rganos estudiados fueron
semicuantificados en una escala variando de 0 a 3,
siendo: O= ausencia de lesién; 1= lesién ligera; 2=
lesion moderada y 3= lesién intensa®. De todos los
fragmentos de visceras de los animales infectados y de los
animales control, ya emblocados en parafina, fueron
retirados cortes de 5 UM vy fijados en ldminas Super-
frost®/Plus (A. Dalgger & Company). Los cortes fueron
tefiidos, de acuerdo a los procedimientos descritos por
Barros', utilizando fluido ascitico hiperinmune del VILH.
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RESULTADOS
El titulo DL,,/0,02 mL de la cepa BeH 7445 del VILH

inoculada VIP en hdmsteres jévenes fue de 9,8. La colecta
de sangre (para obtencién de suero) y de los fragmentos de
visceras sucedié durante siente dias, ya que después de ese
periodo, todos los animales evolucionaron hacia el ébito.
En el experimento encontramos, en promedio, titulos virales
relativamente bajos, sin embargo, detectables en las
primeras 24 h, siendo que, en el suero colectado en el
segunda dia post inoculacién (p.i.) fue encontrado el titulo
més elevado (DL,,/0,02 mL = 5,5). En fragmentos de
higado, corazén y bazo observamos que el pico méximo se
dio con 24 h p.i. En fragmentos de cerebro, rifidn y pulmén
observamos que el pico méximo sucedié en el quinta, tercer
y segunda dias luego de la infeccién, respectivamente
(Figura 1).
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Titulos expresados como DL,/0,02 mL
w

0 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia
——SORO| 45 5,5 2,8 2 0,7 0,5 0,5
—CER 2,2 2,4 0,6 0,9 2,8 1,5 0,5
—FiG 3,1 2,9 3 1 0,6 0,5 0,5
—COR 2,5 2,2 2 1,8 0,5 0,9 0,5
—BAC 4,5 3,5 1,6 0,6 2,6 0,6 0,5
——RIM 3 2,1 3,9 1,6 0,5 1,9 0,5
—PUL 3,6 3,8 3,3 3,1 2,1 1,9 0,5

Figura 1 — Titulos virales, expresados como DL50/0,02 mL,
encontrados en especimenes recolectados en el
estudio experimental del ILH realizado por VIR

En este estudio con el VILH, se demostré que, en las
muestras de suero recogidas, la viremia fue detectable en
las primeras 24 h p.i., con duracién de cuatro dias y pico
méximo al segunda dia p.i. En los fragmentos de visceras, la
presencia del VILH se detecté desde las primeras 24 h p.i.,
con duracién variando de cuatro a seis dias. Inferesante
observar el comportamiento de la titulacién viral en el
cerebro, que fue claramente de evolucién bifdsica. De
hecho, en los dos primeros dias post inoculacién, se
observé el titulo virémico DL50/0,02 mlL discretamente
mayor que 2. A partir de entonces, al tercera e cuarta dias
p.i. hubo un evidente descenso para 0,6 e 0,9 DL,,/0,02
mL, respectivamente. Al quinta dia p.i. el titulo llegé al
mdximo (2,8 DL,/0,02 ml), manteniéndose con 1,5
DL.,/0,02 mL al sexto dia p.i. para ya no ser mds detectado
al sétimo dia, como observado para todos los especimenes
estudiados (Figura 1).

Los estudios realizados para deteccién de anticuerpos
demostraron el aparecimiento de antficuerpos fijadores del
complemento a partir del cuarfo dia p.i., bien como de
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién a partir del
quinta dia luego de la infeccion experimental (cuadro 1). A
pesar del aparecimiento de los anticuerpos, fodos los animales
inoculados, como dicho antes, evolucionaron al dbito.

Dia post-infeccién (p.i.)
'IO 20 30 40 50 60 70
IH 0 0 0 0 1:40 1:40 1:40

Teste

FC 0 0 0

Nota: O = negativo.

8/16 128/64 128/64 128/64

Quadro 1 — Deteccién de anticuerpos IH y FC obtenidos en
muestras de suero recolectadas de hdamsteres
inoculados con VILH por VIP

El estudio histopatolégico (HE) revelé en el cerebro
leptomeningitis, edema leve y congestién, que se tornan
mds intensos a partir del quinta dia p.i. En el cértex y
sustancia blanca se percibieron, del primero ao cuarto dia
p.i., congestién de leve a moderada intensidad, y edema
intenso, mds visible en el espacio perivascular,
acompanado de reaccién inflamatoria (presencia de
células aisladas o en pequefios grupos, mostrando
citoplasma retrafdo, acidéfilo y nicleo picnético). Del
quinta ao séptimo dia p.i., el edema se presenté moderado
en el espacio pericelular, habiendo también aumento del
nimero de dreas con neuronas acidéfilas o en necrosis
celular, documentada por la presencia de restos nucleares
picndticos (Figura 2). La IHQ demostré inmunomarcacién,
a partir del 5° dfa p.i. (120 h p.i.), inicialmente en ganglios
de la base, extendiéndose en el correr de los demas dias
post-infeccién al hipocampo y al cértex cerebral (Figura 3).

Figura 2 — Alteraciones teciduales en cerebro colectado al
séptimo dia p.i. en aumento de 20x, donde se nota
edema moderado, dreas de necrosis celular
(presencia de restos nucleares en picnosis) y
reaccion inflamatoria del tipo mononuclear en el
tejido cerebral (circulo)

En el higado, la red trabecular se mantuvo del inicio al
fin del experimento. Al primero dia p.i. se percibié una
tumefaccién celular intensa, principalmente en las zonas
dos (medio-zonal) y tres (espacio puerta) del acino
hepdtico, asociada a la acidofilia citoplasmdtica en células
parenquimales aisladas, ademds de la presencia de
células inflamatorias raras en los sinusoides. No segundo
dia  p.i., ademds de la tumefaccion celular, se nota
refraccién acidofilica del citoplasma de algunas células
que presentaron también nicleo picndtico, ademds del
surgimiento de estructuras corpusculares, con las

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):73-80
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caracteristicas de los corpUsculos de Councilman-Rocha
Lima, de distribucién esparcida (células en apoptosis). Los
sinusoides quedaron realzados y exhibieron hipertrofia e
hiperplasia de células de Kupffer y moderada reaccién
inflamatoria representada principalmente por

mononucleares. Ya en los tractos portales la reaccién
inflamatoria fue leve. AL tercer e cuarto dias p.i. la lesién se
presenta con moderada intensidad, caracterizdndose por
la presencia de necrosis celular focal, esparcida, en el
parénquima,
Councilman,

mayor nUmero de corpUsculos tipo
ademés de la moderada reaccién

inflamatoria intralobular y en los tractos portales. Al quinto
dia p.i., ademds de las alteraciones observadas
anferiormente, se percibe congestién focal en los
sinusoides, sin embargo, ya estaba presente la
binucleacién del hepatécito, una tipica sefal de instalacion
del proceso regenerativo. Del sexto al séptimo dia p.i. se
noté regresion de las lesiones y acentuacién del proceso
regenerativo hepdtico. La IHQ revelé hepatécitos
marcados apenas al segundo dia (48 h) post-infeccién, no
encontrandose antigenos virales en los demds dias del
experimento (Figura 4).

4 .. -

Figura 3 — Deteccién de antigeno del ILH en cerebro. A: neuronas de los ganglios de la base al sexto dia p.i. (circulo), aumento de 10x.
B: neuronas de los ganglios de la base al sexto dia p.i. (flechas), aumento de 40x. C: células del hipocampo al sexto dia p.i.,
aumento de 40x. D: células del cértex cerebral al séptimo dia p.i. (flechas), aumento de 40x

ey

i 2 3 & 1\ N .

e observa destruccién de los elementos linfociticos y
demds elementos, bien como dreas hemorrdgicas e infenso edema. B: deteccién de antigeno (pulpa blanca) del ILH al tres
dia p.i. en aumento de 40x

76 Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):73-60
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En el bazo, al primero dia p.i., se noté que la pulpa
blanca presentaba hiperplasia folicular y la pulpa roja ya
exhibia cierto grado de congestién. Del segundo Del
quinto dias p.i. se nota presencia de necro-apoptosis de
los elementos linfociticos, en la pulpa blanca y en la pulpa
roja, y que se acompanaban del surgimiento de
macréfagos conteniendo cuerpos tefibles, de tal manera
que al tercero dia p.i. ya no fueron identificados mas
elementos linféticos integros, apenas cuerpos apoptéticos
y polvo nuclear; y, al quinto dia, ya se observaba, en medio
a restos celulares, la presencia de centroblastos e
inmunoblastos, ademds de cierto nimero de plasmocitos.
Con el paso de los dias hubo una gradual elevacién de
esas células. En la pulpa roja se notd, ademds, moderada
congestién al segundo dia, que se torné intensa, siendo
acompaiada de dreas hemorrdgicas en los tfercero,
cuarto, y quinto dias p.i. Del sexto al séptimo dia p.i. se
observé persistencia de restos celulares de forma leve, con
disminucién del proceso congestivo e intensa proliferacién
de centroblastos e inmunoblastos, indicando fase de

regeneracion tecidual. También se observé la presencia de
plasmocitos. En la pulpa blanca, se detecté
inmunomarcacién de antigenos virales al tercero dia (72 h)
p.i. Como observado en el higado, los demas dias del
experimento no se observé presencia de antigenos virales
en las células esplénicas (Figura 5).

En los rifiones, al primero dia p.i., se percibe apenas
congestién focal intertubular. Del segundo al quinto dias
p.i. los glomérulos se mantuvieron preservados, sin
embargo, aparecié tumefaccién leve en células tubulares,
observéndose que la congestién en el estroma intertubular
setorna intensa con el avance del experimento, siendo mds
evidente en la porcién medular. Ya al sexto y séptimo dias
p.i., glomérulos y tGbulos estdn preservados, sin embargo,
se observa congestiéon intersticial leve, bastante mds
evidente en la porcién cortical renal. En la IHQ se observa
la presencia del antigeno viral en tibulos renales en el
cuarto e quinto dias p.i. Los demds dias del experimento no
se detecta la presencia de antigenos virales (Figura 6).

demds elementos, bien como dreas hemorrégicas e intenso edema. B: deteccion de antigeno (pulpa blanca) del ILH al tres
dia p.i. en aumento de 40x (circulo)

Figura 6 — Fragmento de rindn. A: quito dia p.i., en aumento de 20x, donde se observa intensa congestiéon en drea medular. B:

deteccién de antigeno al quinto dia p.i. en aumento de 40x

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):73-80
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En el corazén, las alteraciones histoldgicas se
percibieron a partir del segundo dia p.i., caracterizdndose
por edema infersticial leve e hiperemia difusa, bastante
mds evidentes en el miocardio. Tales lesiones se
extendieron hasta el quinto dia p.i. En los sexto y séptimo
dias p.i., ya no se percibian alteraciones morfolégicas en el
corazén. En los pulmones, los dos primeros dias p.i. no se
perciben alteraciones histolégicas. Del tercero al quinto
dias p.i. se observan dreas mostrando colapso alveolar,
ademds de moderada congestién de pared de alvéolos y
hemorragia intra-alveolar de ligera a moderada
intensidad. Al sexto y séptimo dias p.i., se nota apenas
congestion leve de paredes alveolares. En ambas visceras
examinadas (corazén y pulmén) no se encontrd
inmunomarcacién en ninguno de los dias del experimento.

DISCUSION

Aunque haya sido utilizada en el experimento una cepa
viral que contenia 21 pasajes en ratones recién-nacidos, la
misma nunca habfa sido inoculada en hdmsteres. A pesar
de la posibilidad de que haya habido alteracién durante
los sucesivos pasajes VIC en ratones, fue inferesante
observar que los animales experimentados desarrollaron
bajos fitulos virales en todos los érganos, siendo mds
duraderos en los pulmones que en el suero o en cualquier
ofra viscera. Serd que los animales murieron por lesién
pulmonar? La histopatologia y la IHQ, sin embargo, no
confirmaron esta posibilidad, ya que el pulmén fue el
6rgano con menores alteraciones observadas en el estudio
histopatolégico, e, ademds, antigenos virales no fueron
detectados por la IHQ en este érgano. No obstante, se
observé por HE la leptomeningitis progresiva y necrosis
tisular en el cerebro, hallazgos que, corroborados por la
deteccién de antigeno viral por IHQ a partir del quinto dia
p.i en el cerebro, demuestran que el VILH determiné una
meningoencefalitis en esos animale (Figura 3). En los
fragmentos de higado, bazo y rifidn recogidos, en los que
los titulos fueron bajos, se detectaron antigenos del VILH
por IHQ al segundo dia p.i. en el higado, al tercero dia p.i.
en el bazo y al cuarto y quinto dias p.i. en el rifdn,
demostrando el tropismo del VILH para esos érganos,
siendo destacable la capacidad del VILH de inducir
produccién de antigenos en esos érganos en diferentes
fases evolutivas de la infeccion (Figuras 4, 5 e 6). En
fragmentos de pulmén y corazén, a pesar de haber
demostrado titulos virales, bien como discretas
alteraciones teciduales, no se detectd la presencia de
antigeno viral por IHQ. Esto puede significar que los titulos
virales, asi como las lesiones teciduales encontradas son
consecuencia del pasaje del virus por esos 6rganos a través
de la sangre, como mencionado anteriormente.

Comparando el fitulo viral con las alteraciones
histolégicas por HE y la deteccién de antigeno viral por
IHQ, observamos que intensa marcacién celular con
antigenos del VILH se observé en los dos dias que
antecedieron a la muerte de los animales; sin embargo el
titulo viral fue bajo en los tejidos. Una hipétesis para
explicar este hecho es que esta marcacién de antigenos
represente inmunocomplejos. Si realmente lo representa,

se justifican los bajos titulos virales encontrados; esto
contrasta, no obstante con la extension de la lesién y la
marcacién celular de antigenos observadas en el cerebro

Considerando que la lesion cerebral fue la causa de la
muerte de los hdmsteres en el ensayo? cémo explicar los
bajos titulos virales encontrados? Entendemos que el virus
inoculado intraperitonialmente  demoré a alcanzar vy
establecerse en el SNC vy, cuando lo hizo y empezé a
replicar, el titulo viral observado fue bajo, pues hubo tiempo
para la produccién y la circulacién de los anticuerpos, que,
alcanzando el SNC, se INEN a los antigenos virales, lo que
disminuye el titulo viral en el cerebro, como observado en
este estudio. Es posible, sin embargo, que otros factores
hayan interferido, culminando en la muerte de los animales
al séptimo dia p.i. Uno de ellos puede haber sido la elevada
dosis del inéculo. De hecho, el inéculo de 9,8 DL,,/0,02 mL
es elevadisimo, lo que culminé con la muerte de todos los
animales con siete dias p.i. Efectivamente, en el trabajo de
Tesh y colaboradores®, los autores usaron la dosis de 3,0
DL,,/0,02 mL del VFA. Aun considerando que el titulo
DL,,/0,02 mlL del VILH para hé&msteres fue ligeramente
superior, la dosis en la VIP se demostré exagerada.

El estudio sobre la patogenicidad del VILH en humanos,
realizado por Southam y Moore'®, demostré que la
inoculacién subcutdnea del VILH en humanos resulta en
enfermedad febril por varios dias, sin embargo, en algunos
casos, los pacientes desarrollaron sefales de encefalitis
blanda durante el curso de la enfermedad, reforzando el
neurotropismo del VILH previamente documentado vy
confirmado en este estudio.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, podemos
concluir que el cerebro fue el érgano que presentd mds
riqueza de alteraciones teciduales, siendo que la presencia
del virus en este érgano sucede en dos etapas (evolucién
bifdsica): la primera, 24 horas luego de la infecciéon
experimental y, la segunda al quinto Con base en los
resultados obtenidos, podemos concluir que el cerebro fue
el érgano que presenté mds riqueza de alteraciones
teciduales, siendo que la presencia del virus en este érgano
sucede en dos etapas (evolucién bifésica): la primera, 24
horas luego de la infeccién experimental y, la segunda al
(DLy,) encontrados en esos érganos, durante la titulaciéon en
ratones, son consecuencia de la presencia del VILH en la
corriente sanguinea, o sea, de la viremia; las lesiones
histopatolégicas graves y la presencia de gran cantidad de
antigenos observada en los cerebros por IHQ,
corroboradas por el fitulo viral en este érgano, sugiere que
la muerte de los animales ocurrié por encefalitis, sugiriendo
que, independiente de la via de inoculacién, el VILH
presenta intenso neurotropismo.
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Estudo experimental sobre a patogenicidade do Virus Ilhéus em hamsters dourados
(Mesocricetus auratus)

RESUMO

Visando investigar a patogenicidade do Flavivirus Ilhéus (VILH) foi inoculada, via intraperitoneal, 9,8 DL, de suspensédo
viral em hamsters dourados jovens (Mesocricetus auratus) e, diariamente, soros e visceras (cérebro, figado, coracao, baco,
rins e pulmées) de animais infectados e de controles ndo-infectados foram obtidos sob anestesia. Durante o experimento
foi determinado o titulo viral do VILH em soros e visceras infectados, em camundongos recém-nascidos. Ademais, a
deteccdo de antigeno e os niveis de anticorpos por testes de fixacdo do complemento e inibicdo da hemaglutinacéo foram
realizados nos soros. Exame histopatolégico por HE e a deteccéo de antigenos virais por Imunohistoquimica (IHQ) foram
realizados nos tecidos dos animais. A dose inoculada ocasionou a morte dos animais por encefalite no sétimo dia pés-
inoculacéo. Todos os érgdos estudados apresentaram alteracdes teciduais detectdveis por histopatologia. Volumosa
presenca de antigeno viral foi detectada por IHQ no cérebro, e, em menor quantidade, no figado, baco e rins; porém,
nestes 6rgdos, a presenca de antigeno viral foi transitéria e de leve intensidade, o que corroborou com os titulos virais
obtidos nesses 6rgdos. Nao foram encontrados antigenos virais em coracdo e pulmédes, sugerindo que os titulos (DLs)
observados nesses érgdos, durante a titulagdo em camundongos, decorreram da presenca do VILH na corrente sanguinea
(viremia). Os achados deste estudo reforcam o importante e conhecido neurotropismo do VILH.

Palavras-chave: Virus llhéus; Flavivirus; Encefalite por Arbovirus; Viruléncia; Modelos Animais.

Pathogenesis of the Ilheus virus in golden hamsters (Mesocricetus auratus)

ABSTRACT

The pathogenesis of the Ilheus flavivirus (Flaviviridae) was investigated in golden hamsters (Mesocricetus auratus) using an
inoculum of 9.8 LD, via intraperitoneal (IP). For ten days, two infected and one control animals were anesthetized, and
blood and viscera fragments (brain, liver, heart, lung, spleen and kidneys) were collected on a daily basis for determination
of viral titers in newborn mice and antigens/antibody by complement fixation and hemagglutination inhibition tests.
Additionally, the pathology of animal tissues was studied by the the hematoxylin and eosin method, viral antigens were
detected by immunochemistry, and all collected viscera showed histopathological changes. Large amounts of ILHV antigens
were detected by immunohistochemistry in the brain, and in lower quantities in the liver, spleen and kidneys, corroborating
with newborn viral titers in them. This inoculum resulted in a fatal outcome of all infected animals seven days after
experimentation. Viral antigens were not found in the heart and lungs, suggesting that the viral titers obtained were caused
by viremia and not by viral damage. The information in this study confirms the neurotropism and neuropathogenicity of
ILHV.

Keywords: Ilheus Virus; Flavivirus; Encephalitis Arbovirus; Virulence; Models Animal.
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