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RESUMO

Visando investigar a patogenicidade do Flavivirus Ilhéus (VILH) foi inoculada, via intraperitoneal, 9,8 DL, de suspenséo
viral em hamsters dourados jovens (Mesocricetus auratus) e, diariamente, soros e visceras (cérebro, figado, coracéo, baco,
rins e pulmdes) 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
detecc@o de antigeno e os niveis de anticorpos por testes de fixacdo do complemento e inibicdo da hemaglutinacdo 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-
inoculacdo. Todos os érgdos estudados apresentaram alteracées 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 pulmées, sugerindo que os fitulos (DLs)
observados nesses érgédos, durante a titulacdo 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.

INTRODUCAO Ntaya virus'®. Apés o primeiro isolamento viral, obtido em
1944, inbmeros outros isolamentos de pacientes febris, de
mosquitos e de uma grande variedade de animais,
particularmente aves silvestres e morcegos, foram obtidos

no Brasil, na Coldmbia, no Panamd, na Argentina e em

O Virus Ilhéus (VILH) pertence ao género Flavivirus da
familia Flaviviridae, tendo sido inserido no grupo Ntaya
virus’. Entretanto, estudo molecular recente demonstrou

que o VILH, juntamente com o Virus Rocio (VROC),
representam uma linhagem genética distinta do grupo
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Trinidad™"""*""*, Na Amazénia brasileira o virus tem sido
isolado de pacientes febris, de macacos sentinelas, de
morcegos e de diversas espécies de mosquitos,
principalmente o Psorophora ferox, considerado o seu
14,19,20,22 . N . . .

. Aves silvestres t&m sido implicadas
como provdveis hospedeiros vertebrados do virus, contudo
foram também encontrados anticorpos ou se isolou o virus
de outros vertebrados,
desdentados, morcegos e macacos**”.

principal vetor

como roedores, marsupiais,
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A doenca em humanos usualmente é encontrada em
casos esporddicos, associados a exposicdes em regides de
floresta, e o quadro clinico varia desde infeccdes
assinfomdticas até encefalite. A doenca febril, responsavel
pela maioria dos casos reconhecidos, inicia subitamente
com febre moderada ou elevada, cefaleia, calafrios,
fotofobia, artralgia, mialgias e astenia, evoluindo em média
por trés a cinco dias, com recuperacdo completa e sem
sequelas. O pequeno nUmero de casos clinicos
diagnosticados contrasta com a elevada prevaléncia de
anticorpos para o agente, o que sugere que grande parte das
infeccoes seja inaparente ou oligossinftomdtica. Outro fator
relevante é o seu curto perfodo de incubacdo. Durante a
observacéo de oito casos agudos, com isolamento do VILH,
ocorridos no Brasil, em Trinidad, na Argentina, na Colémbia
e no Panamd, em um paciente relatou-se alteracées do
sistema nervoso central que levaram & suspeita de
encefalite”.

Poucas informacées sobre estudos relacionados com a
patogenicidade do VILH estéo disponiveis. Contudo, sabe-se
que estudos experimentais com o virus em animais de
pequeno porte, como camundongos e outros roedores, bem
como em primatas ndo humanos, produziram viremia®’.
Experimentos realizados por Tesh e colaboradores® e Xiao e
colaboradores™® em hamsters dourados (Mesocricetus
auratus), para estudar a patogénese de flavivirus,
demonstraram grande suscetibilidade deste modelo
experimental e, como representam excelente modelo
alternativo, em substituicgo a primatas ndo humanos,
decidimos realizar experimentos via intraperitoneal (VIP) com
o VILH nesses animais.

MATERIAIS E METODOS

A cepa do VILH BeH 7445 utilizada neste estudo é
proveniente de suspensdo de cérebros de camundongos
albinos Swiss infectados apés 21 passagens nestes, e
mantidos a -70° C, sem passagem anterior em hamster.
Esta cepa viral foi isolada em 1959 a partir do sangue de
um paciente febril, procedente do Distrito de Caraparu,
localizado no Municipio de Santa Isabel do Pard, no Estado
do Pard, Brasil®.

O inéculo foi preparado a partir de cérebros de
camundongos albinos infectados com a cepa do VILH, em
solugdo fosfato-salina tamponada pH 7,4 contendo
albumina bovina 0,75% e antibidticos (100 Ul/mL de
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina), e mantido a
temperaturas inferiores a 8° C. Inoculou-se 0,1 mL da
suspensdo em 20 hamsters machos, de 4 a 5 semanas de
idade, por VIP, reservando-se dez animais para controle
negativo (ndo inoculados). Com a finalidade de detectar a
dose aplicada, a solucéo viral também foi inoculada em
diluicdes seriadas de 10" a 10™” em camundongos com 2
a 3 dias de idade. O titulo viral foi calculado pelo método
de Reed e Muench'® e expresso como DL,,/0,02 mL. A
cada 24 h pés-inoculacdo, foram anestesiados e
sacrificados dois hamsters infectados e um do grupo
controle, para sangria e coleta de érgdos (cérebro,
figado, coracéo, baco, rim e pulméo). Uma aliquota do
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soro foi armazenada a -70° C, para estudos sobre a
viremia e deteccdo de antigenos, e outra a -20° C para
deteccdo de anticorpos. Os fragmentos de visceras
coletados foram divididos em duas partes, uma para
congelamento (-70° C) destinada & deteccdo de
antigenos e titulacdo viral nos tecidos, e a outra foi fixada
em solugéo de formalina tamponada a 10%, para uso em
exames histopatolégico e imunohistoquimico. Os
espécimes coletados foram, portanto, utilizados para
determinacéo de viremia pela titulacdo em camundongos
recém-nascidos, deteccdo de antigenos pelo teste de
fixacdo do complemento (FC) e imunohistoquimica (IHQ),
deteccd@o de anticorpos pelos testes de FC e inibicdo da
hemaglutinacéo (IH) e exame tecidual (histopatologia).

A fim de se detectar a presenca do VILH, bem como
analisar a curva virémica produzida pelo virus nos
espécimes bioldgicos obtidos do ensaio experimental, a
titulacdo viral foi realizada separadamente, a partir de
soros e fragmentos de érgdos com preparo de suspensdo
de macerado a 10% em PBS contendo albumina bovina e
antibiéticos. O sobrenadante foi utilizado para preparar
diluicées seriadasde 10" a 10" que foram inoculadas em
um grupo de seis camundongos recém-nascidos,
administrando-se 0,02 mL por via intracerebral em cada

animal. Os titulos também foram calculados pelo método
de Reed e Muench'.

O teste de FC foi utilizado para a deteccdo de
antigenos e anticorpos do VILH. Os testes foram
realizados conforme a técnica modificada de Fulton e
Dumbell’ e adaptada para microplaca por Shope e
Sather'’, em diluicdes em série de 2x (1:8 a 1:128 para as
fontes de antigeno e 1:8 a 1:64 para as fontes de
anticorpos), utilizando duas unidades de complemento de
cobaio, antigeno (usado como controle do teste) e fluido
ascitico hiperimune do VILH (soro anti-VILH) e do
Bunyavirus Tacaiuma, cepa viral BeAN 73 (soro anti-
VTCM) e hemécias de carneiro sensibilizadas. A leitura foi
feita de acordo com os percentuais de hemdlise
observados, e os titulos positivos foram registrados como
a mais alta diluicdo com um percentual de hemélise de
até 25%.

Para o estudo dos anticorpos IH foi utilizada a técnica
de Clarke e Casals®, adaptada para microplacas usando
diluicées de 1:20 até 1:1280 dos soros, contra quatro
unidades do antigeno do VILH e do controle negativo

(VICM).

Os fragmentos de visceras fixados em formalina
tamponada a 10% foram encaminhados e processados
para microscopia otfica. A técnica utilizada foi a da
Hematoxilina-Eosina'. Os érgdos estudados foram
semiquantificados numa escala variando de 0 a 3, sendo:
0= auséncia de lesdo; 1= lesdo leve; 2= lesdo moderada
e 3= lesdo intensa™. De todos os fragmentos de visceras
dos animais infectados e dos animais controle, 4
emblocados em parafina, foram retirados cortes de 5 uM e
fixados em laminas Super-frost®/Plus (A. Dalgger &
Company). Os cortes foram corados, de acordo com os
procedimentos descritos por Barros', utilizando fluido
ascitico hiperimune do VILH.
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RESULTADOS

O fitulo DL,,/0,02 mL da cepa BeH 7445 do VILH
inoculada VIP em hamsters jovens foi de 9,8. A coleta de
sangue (para obtencdo de soro) e dos fragmentos de
visceras ocorreu durante sete dias, j& que, apds esse
periodo, todos os animais evoluiram para o ébito. No
experimento encontramos, em média, fitulos virais
relativamente baixos, porém detectdveis |G nas primeiras
24 h, sendo no soro coletado no segundo dia p.i. o titulo
mais elevado encontrado (DL,,/0,02 mL = 5,5). Em
fragmentos de figado, coracdo e bago observamos que o
pico maximo j& se deu com 24 h p.i. Em fragmentos de
cérebro, rim e pulmdo observamos que o pico mdximo
ocorreu no quinto, ferceiro e segundo dias apds a
infeccéo, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Titulos virais, expressos como DL,/0,02 ml,
encontrados em espécimens coletados no estudo
experimental do VILH realizado por VIP

Neste estudo com o VILH, foi demonstrado que, nas
amostras de soro coletadas, a viremia foi detectével nas
primeiras 24 h p.i., com duracéo de quatro dias e pico
mdximo no segundo dia p.i. Nos fragmentos de visceras, a
presenca do VILH foi detectada desde as primeiras 24 h p.i.,
com duracéo variando de quatro a seis dias. Interessante foi
observar o comportamento da titulacéo viral no cérebro,
que foi claramente de evolucéo bifésica. De fato, nos dois
primeiros dias apds a inoculacéo, foi observado o titulo
virémico DL,,/0,02 mL discretamente maior que 2. A partir
de entdo, no terceiro e quarto dias p.i. houve evidente
declinio para 0,6 ¢ 0,9 DL,,/0,02 mL, respectivamente. No
quinto dia p.i. o titulo chegou ao maximo (2,8 DL,,/0,02
mL), mantendo-se com 1,5 DL,,/0,02 mL no sexto dia p.i.
para ndo mais ser detectado no sétimo dia, como
observado para todos os espécimes estudados (Figura 1).

Os estudos realizados para deteccdo de anticorpos
demonstraram o aparecimento de anticorpos fixadores do
complemento a partir do quarto dia p.i., bem como de
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo a partir do
quinto dia apds a infeccdo experimental (Quadro 1).
Apesar do aparecimento dos anticorpos, todos os animais
inoculados, como dito anteriormente, evoluiram para o
ébito.

Dia pés-infeccéo (p.i.)
'IO 20 30 40 50 60 70
H 0 0 0 0 1:40 1:40 1:40

Teste

FC 0 0 0 128/64

Nota: O = negativo.

8/16 128/64 128/64

Quadro 1 - Titulos virais, expressos como DL,/0,02 mL,
encontrados em espécimens coletados no estudo
experimental do VILH realizado por VIP

O estudo histopatolégico (HE) revelou no cérebro
leptomeningite, edema leve e congestdo, que se tornam
mais intensos a partir do quinto dia p.i. No cértex e
substancia branca perceberam-se, do primeiro ao quarto
dia p.i., congestdo de leve a moderada intensidade, e
edema intenso, mais visivel no espaco perivascular,
acompanhado de reacdo inflamatéria (presenca de
células isoladas ou em pequenos grupos, mostrando
citoplasma retraido, acidéfilo e nicleo picnético). Do
quintfo ao sétimo dia p.i., o edema apresentou-se
moderado no espaco pericelular, ocorrendo também
aumento do nUmero de dreas contendo neurdnios
acidéfilos ou em necrose celular, documentada pela
presenca de restos nucleares em picnose (Figura 2). A IHQ
demonstrou imunomarcagéo, a partir do quinto dia p.i.
(120 h p.i.), inicialmente em génglios da base,
estendendo-se no decorrer dos demais dias pds-infeccéo
ao hipocampo e cértex cerebrais (Figura 3).

Figura 2 - Alteracoes teciduais em cérebro coletado no sétimo
dia p.i. em aumento de 20x, onde se nota edema
moderado, dreas de necrose celular (presenga de
restos nucleares em picnose) e reacdo inflamatéria
do tipo mononuclear no tecido cerebral (circulo)

No figado, o arranjo trabecular manteve-se do inicio
ao fim do experimento. No primeiro dia p.i. percebeu-se
tumefacdo celular intensa, principalmente nas zonas dois
(médio-zonal) e trés (espaco porta) do Gcino hepdtico,
associada & acidofilia citoplasméstica em células
parenquimais isoladas, além da presenca de células
inflamatérias raras nos sinuséides. No segundo dia p.i.,
além da tumefagdo celular, percebeu-se ainda retracéo
acidofilica do citoplasma de algumas células que
apresentaram ainda nlcleo picnético, além do
aparecimento de estruturas corpusculares, com as
caracteristicas dos corpUsculos de Councilman-Rocha

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):73-80
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Lima, de distribuicGo esparsa (células em apoptose). Os
sinuséides ficaram realcados e exibiram hipertrofia e
hiperplasia de células de Kupffer e moderada reacéo
inflamatéria representada principalmente por
mononucleares. J& nos tratos portais a reacdo inflamatéria
foi leve. No terceiro e quarto dias p.i. a lesdo j& se
apresenta com moderada intensidade, sendo

caracterizada pela presenca de necrose celular focal,
esparsa, no parénquima, maior nimero de corpUsculos
tipo Councilman, além de moderada reacéo inflamatéria

o ’ P

Figura 3 - Deteccdo de antigeno do VILH em cérebro. A: neurdnios dos ganglios da base no sexto dia p.i. (circulo), aumento de 10x. B:

intralobular e nos tratos portais. No quinto dia p.i., além
das alteracdes observadas anteriormente, percebeu-se
congestdo focal nos sinuséides, porém jé estava presente a
binucleacdo de hepatécito, um tipico sinal de instalacéo do
processo regenerativo. Do sexto ao sétimo dia p.i.
notaram-se regressdo das lesdes e acentuacdo do processo
regenerativo hepdtico. A IHQ revelou hepatdcitos
marcados apenas no segundo dia (48 h) pés-infeccdo, ndo
sendo encontrados antigenos virais nos demais dias do
experimento (Figura 4).

neurdnios dos génglios da base no sexto dia p.i. (sefas), aumento de 40x. C: células do hipocampo no sexto dia p.i., aumento
de 40x. D: células do cértex cerebral no sétimo dia p.i. (setas), aumento de 40x

Figura 4 — Fragmentos de figado. A: segundo dia p.i. em aumento de 40x, onde observa

Vg

mos esparso infilirado inflamatério do tipo

mononuclear, congestdo (circulo) e apoptose (setas). B: deteccdo de antigeno em hepatécitos (setas) no segundo dia p.i.,

aumento de 10x
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No baco, no primeiro dia p.i., percebeu-se que a polpa
branca apresentava hiperplasia folicular e a polpa
vermelha j& exibia certo grau de congestdo. Do segundo
ao quinto dias p.i. notou-se a presenca de necroapoptose
dos elementos linfociticos, na polpa branca e polpa
vermelha, e que se acompanhavam do aparecimento de
macréfagos contendo corpos tingiveis, de tal maneira que
no tferceiro dia p.i. j¢ ndo foram mais identificados
elementos linfaticos integros, apenas corpos apoptéticos e
poeira nuclear; e, no quinto dia, j& se observava, em meio
aos restos celulares, a presenca de centroblastos e
imunoblastos, além de certo nimero de plasmécitos. Com
o passar dos dias houve elevacdo gradativa dessas
células. Na polpa vermelha percebeu-se ainda moderada
congestdo no segundo dia, que se tornou intensa, sendo
acompanhada de dreas hemorrdgicas nos terceiro,
quarto, e quinto dias p.i. Do sexto ao sétimo dia p.i.
observaram-se persisténcia de restos celulares de forma
leve, havendo declinio do processo congestivo e intensa
proliferacéo de centroblastos e imunoblastos, indicando

fase de regeneracdo tecidual. Também se observou
presenca de plasmécitos. Na polpa branca, foi detectada
imunomarcacéo de antigenos virais no terceiro dia (72 h)
p.i. Como observado no figado, nos demais dias de
experimento ndo se observou presenca de antigenos virais
nas células esplénicas (Figura 5).

Nos rins, no primeiro dia p.i., percebeu-se apenas
congestdo focal intertubular. Do segundo ao quinto dias
p.i. os glomérulos se mantiveram preservados, porém
apareceu tumefacdo leve em células tubulares,
observando-se que a congestdo no estroma intertubular
tornou-se intensa com o avancar do experimento, sendo
mais evidente na porcéo medular. J& no sexto e sétimo dias
p.i., glomérulos e tubulos estdo preservados, porém se
observou congestdo infersticial leve, bem mais evidente na
porcéo cortical renal. Na IHQ foi observada a presenca do
antigeno viral em tGbulos renais no quarto e quinto dias p.i.
Nos demais dias do experimento néo foi detectada a
presenca de antigenos virais (Figura 6).

demais elementos, bem como dreas hemorrdgicas e intenso edema. B: deteccéo de antigeno (polpa branca) do VILH no

terceiro dia p.i. em aumento de 40x (circulo)

Figura 6 — Fragmento de rim. A: quinto dia p.i., em aumento de 20x, onde se observa intensa congestdo em drea medular. B: deteccéo
de antigeno no quinto dia p.i. em aumento de 40x

Rev Pan-Amaz Saude 2010; 1(1):73-80
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No coracdo, as alteracdes histolégicas foram
percebidas a partir do segundo dia p.i., sendo
caracterizadas por edema intfersticial leve e hiperemia
difusa, bem mais evidentes no miocérdio. Tais lesées se
estenderam até o quinto dia p.i. Nos sexto e sétimo dias
p.i., |6 ndo se perceberam alteracdes morfolégicas no
coragdo. Nos pulmées, nos dois primeiros dias p.i. ndo se
perceberam alteracdes histolégicas. Do terceiro ao quinto
dias p.i. observaram-se dreas mostrando colapso alveolar,
além de moderada congestéo de parede de alvéolos e
hemorragia intra-alveolar de leve a moderada
intensidade. No sexto e sétimo dias p.i., notou-se apenas
congestdo leve de paredes alveolares. Em ambas as
visceras examinadas (coracdo e pulmdo) ndo foi
encontrada imunomarcacdo em nenhum dia do
experimento.

DISCUSSAO

Embora tenha sido utilizada no experimento uma cepa
viral que continha 21 passagens em camundongos recém-
nascidos, esta nunca havia sido inoculada em hamsters.
Apesar da possibilidade de ter ocorrido alteragé@o durante
as sucessivas passagens VIC em camundongos, foi
interessante observar que os animais experimentados
desenvolveram baixos fitulos virais em todos os érgdos,
tendo sido mais duradouro nos pulmées do que no soro ou
em qualquer outra viscera. Serd que os animais morreram
por lesdo pulmonar? A histopatologia e a IHQ, no entanto,
ndo confirmaram esta possibilidade, j4 que o pulmao foi o
6rgdo com menores alteracdes observadas no estudo
histopatolégico, e, ademais, antigenos virais ndo foram
detectados pela IHQ neste 6rgdo. Entretanto, observou-se
por HE a ocorréncia de leptomeningite progressiva e
necrose tissular no cérebro, achados que, corroborados
pela deteccéo de antigeno viral por IHQ partir do quinto
dia p.i no cérebro, demonstram que o VILH determinou
uma meningoencefalite nesses animais (Figura 3). Nos
fragmentos de figado, baco e rim coletados, onde os titulos
foram baixos, antigenos do VILH foram detectados por
IHQ no segundo dia p.i. no figado, no terceiro dia p.i. no
baco e no quarto e quinto dias p.i. no rim, demonstrando o
tropismo do VILH para esses érgdos, sendo marcante a
capacidade do VILH de induzir producéo de antigenos
nesses 6rgdos em diferentes fases evolutivas da infecgdo
(Figuras 4, 5 e 6). Em fragmentos de pulméo e coracéo,
apesar de serem demonstrados titulos virais, bem como
discretas alteracoes teciduais, ndo se detectou a presenca
de antigeno viral por IHQ. Isto pode significar que os titulos
virais, assim como as lesdes teciduais encontradas sé@o
decorrentes da passagem do virus por esses 6rgdos através
do sangue, como mencionado anteriormente.

Comparando o ftitulo viral com as alteracées
histolégicas por HE e a deteccdo de antigeno viral por
IHQ, observamos que intensa marcacéo celular com
antigenos do VILH foi observada nos dois dias que
antecederam a morte dos animais; no entanto, o titulo viral
foi baixo nos tecidos. Uma hipétese para explicar este fato
é que esta marcacdo de antigenos represente
imunocomplexos. Se de fato representa, justificam-se os

baixos titulos virais encontrados; isto contrasta, entretanto,
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com a extens@o da lesGo e marcagéo celular de antigenos
observadas no cérebro.

Considerando que a leséo cerebral foi a causa da morte
dos hamsters no ensaio, como explicar os baixos titulos
virais encontrados? Entendemos que o virus inoculado
intraperitonialmente demorou a atingir e se estabelecer no
SNC e, quando o fez e comecou a replicar, o titulo viral
observado foi baixo, pois houve tempo para a producéo e
circulacéo dos anticorpos, que, atingindo o SNC, se ligam
aos antigenos virais, o que diminuiu o fftulo viral no
cérebro, como observado neste estudo. E possivel,
entretanto, que outros fatores tenham interferido,
culminando na morte dos animais no sétimo dia p.i. Um
deles pode ter sido a elevada dose do inéculo. De fato, o
inéculo de 9,8 DL,,/0,02 mlL é elevadissimo, o que
culminou com a morte de todos os animais com sete dias
p.i. Com efeito, no trabalho de Tesh e colaboradores™, os
autores usaram a dose de 3,0 DL,,/0,02 mL do VFA. Mesmo
considerando que o ftitulo DL,,/0,02 mL do VILH para
hamsters foi ligeiramente superior, a dose na VIP mostrou-
se exagerada.

O estudo sobre a patogenicidade do VILH em humanos,
realizado por Southam e Moore'®, demonstrou que
inoculag@o subcutdnea do VILH em humanos resulta em
doenca febril por varios dias, porém, em alguns casos, os
pacientes desenvolveram sinais de encefalite branda
durante o curso da doenca, reforcando o neurotropismo do
VILH previomente documentado e confirmado neste
estudo.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir
que o cérebro foi 0 érgédo que apresentou maior riqueza de
alteracées teciduais, sendo que a presenca do virus neste
4rgdo ocorre em duas etapas (evolucdo bifdsica): a
primeira, 24 h apés a infeccdo experimental e, a segunda
no quinto dia pés-inoculagdo; todos os érgdos estudados
apresentaram alteracées teciduais detectdveis por
histopatologia, bem como ftitulos virais nos tecidos. Os
antigenos virais, observados no estudo imunohistoquimico,
foram detectados no cérebro, de forma intensa, e também
no figado, baco e rins, porém nestes érgéos a presenca de
antigeno viral foi transitéria e de leve intensidade; néo se
conseguiu demonstrar antigenos virais em coracdo e
pulmées, sugerindo que os titulos (DL,,) encontrados nesses
6rgdos, durante a titulagdo em camundongos, decorrem
da presenca do VILH na corrente sanguinea, isto é, da
viremia; as lesdes histopatoldgicas graves e a presenca de
grande quantidade de antigenos observada nos cérebros
por IHQ, corroboradas pelo fitulo viral neste 6rgédo,
redundante que a morte dos animais ocorreu por
encefalite, admitindo-se que, independente da via de
inoculacédo, o VILH apresenta intenso neurotropismo.
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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.

Estudio experimental sobre la patogenicidad del Virus Ilhéus en hdmsteres dorados
(Mesocricetus auratus)

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 j6venes (Mesocricetus auratus), y se obtuvieron diariamente bajo anestesia
muestras de sueros y érganos (cerebro, higado, corazén, bazo, rifiones 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 detecciéon de
antigenos virales por inmunohistoquimica (IHQ), se llevé a cabo en los tejidos de los animales. La dosis inoculada
ocasioné 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.

Palabras clave: Virus llhéus; Flavivirus; Encefalitis Arbovirus; Virulencia; Modelos Animales.
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