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LISTA DE ABREVIATURAS

S.1. - Sistema Imunologico

P.F.C. - Células formadoras de placas ou secretoras de imunoglobulinas
d.p.i. - dias pos-infecgo

S.P.F. - Livre de patogenos especificos

DEAE -Dextran - Dietilaminoetil-Dextran

PBS - Solugio tampao de fosfato

BSS - Solugdo salina tamponada

IgT - Imunoglobulinas totais (somatdria de classes)

MHYV - AMurine hepatitis virus

PVM - Preumonia virus of mice

MVM - Minute virus of mice

ROPYV - Rodent orphan parvovirus

TMEV-GD/7 - Theiler’s mouse encephalomielytis virus cepa GD/7
LCMYV - Lymphocytic choriomeningitis virus

REQ-3 - Reovirus

MCMYV - Mouse cytomegalovirus
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INTRODUCAO

Laboratorios em diferentes paises desenvolvem pesquisas imunologicas envolvendo doengas
parasitarias de importdncia para a saude pablica. Em varios momentos sfo utilizados animais de
laboratorio como modelos experimentais ou para a obtengiio de reagentes biologicos de uso
diverso. Entretanto, a utilizacio de animais convencionais na pesquisa laboratorial pode contar com
a presenca inconveniente de diferentes patogenos naturais da populagdio murina (FOSTER et af.,
1982, SMITH ef al, 1983; BIA ¢f al., 1980, CARRANO ef /., 1984). Essas infec¢des muitas
vezes s@o de dificil deteccio e podem mascarar respostas bioldgicas dos animais em
experimentagdo. A condigdo sanitaria do modelo animal, portanto, é um fator determinante para a
obten¢iio de resultados adequados na pesquisa biomédica (MELBY & BALK, 1983). Este é um
problema de carater multidisciplinar, afetando diferentes modelos experimentais que utilizam
animais de laboratdrio,

A Tripanosomiase Americana ¢ uma dessas doengas de interesse da salde piblica uma vez que
retira do mercado formal pessoas em idade produtiva devido as alteragdes cardiacas e gastricas da
fase cronica, justificando assim a pesquisa na area com a necessaria utilizagdo de animais. Causador
do Mal de Chagas, o agente protozoario Trypanosoma cruzi, é usualmente mantido por passagens
seriadas de sangue fresco contaminado para camundongos naive. Nesses estudos experimentais da
Doenga de Chagas, camundongos de diferentes linhagens sio empregados como importantes
modelos, em especial para a fase aguda desta patologia humana (W.H.O., 1977; BRENER, 1980).
Quando infectados pelo parasita estes animais desenvolvem uma fase aguda, onde podemos detectar
altos niveis do parasita no sangue circulante (BRENER, 1980). Em linhagens de camundongos
resistentes & infecgfio pelo 7. cruzi, pode haver o estabelecimento inclusive de uma fase cronica
ureversivel caracterizada por um extenso parasitismo em tecidos do hospedeiro e uma

impossibilidade de detecgfio dos parasitas circulantes no sangue através de métodos diretos
(ANDRADE, 1991).



Considerando-se a forma mencionada de como o protozoario vem sendo mantido ao longo dos
anos em laboratorio, ¢ possivel que estoques de cepas de 7. cruzi mantidos somente por
transmissfo entre diferentes lotes de camundongos estejam contaminadas com um ou mais
patogenos endogenos. De fato, cepas Y (SILVA & NUSSENZWEILG, 1953) e CL (BRENER &
CHIARI, 1963) de 7. cruzi, originalmente mantidas desta forma em nosso Departamento, foram
demonstradas estar contaminadas pois causavam um aumento da patogenicidade do parasita e
alterag@o da resposta imune do hospedeiro. A saber, estudos realizados por RANGEL er al. (1994)
demonstraram a presen¢a de um virus murino nestas condi¢des, contaminando cepas de 77 cruzi.
Animais infectados com estoques originais do parasita demonstravam maiores niveis de parasitemia
e menor tempo de sobrevivéncia que aqueles infectados com estoques obtidos em cultura de células.
Estoques do parasita previamente passados em cultura de células ou em meio axénico estio livres
da particula viral. Plasma sanguineo retirado destes animais indicaram a presenga de um fator
filtravel, habil em aumentar a parasitemia e diminuir o tempo de sobrevida de animais infectados
com estoques de cultura. Testes soroldgicos indicaram a presenca de uma particula viral nestes
plasmas, os quais podiam ser inativados através de aquecimento. Esta particula, provisoriamente
designada virus-X, demonstrou sua agdo letal em experimentos com camundongos BALB/c de 4
semanas de idade.

Map fests realizados com plasma de animais infectados foram negativos na pesquisa de
anticorpos contra uma bateria de antigenos, entre eles Mouse Hepatitis Virus 3 (MHV-3), Theiler
Mouse Lncephalomielytis Virus cepa GDVIL (TMEV-GDVIL), Preumonia Virus of Mice (PVM),
Sendai virus, Mimue Virns of Mice (MVM), Faceinia, Lymphocytic Choriomeningitis Virus
(LCMV), Mouse Adenovirus, Polyoma Virus, K-Virus, Reovirus (Reo-3), Mouse Cytomegalovirus
(MCMYV), Rotavirus e Lactate Dehyvdrogenase-elevating Virus (LDHV).  Tmunessoros contendo
anticorpos anti-X promoveram a diminui¢io dos niveis de parasitemia e aumento na sobrevida de
camundongos CBA/J inoculados com estoques originais do 7. cruzi. Resultados intermediarios, em
menor intensidade, foram obtidos com a administragdo de imunessoros contendo anticorpos anti-
MHV-3, indicando uma reatividade cruzada entre moléculas do virus-X e o MHV-3. Estes fatos
sugerem que o virus-X € um coronavirus do grupo MHV com sorologia distinta, apesar da reacdo
cruzada com o MHV-3. Esta interpretagdo acompanha o fato de que coronavirus murinos sio na

verdade uma grande familia viral, com relagBes antigénicas e genéticas complexas (BARTHOLD &



SMITH, 1984, BARTHOLD, 1986). Atualmente, o virus-X é também designado MHV-CAM ou
simplesmente coronavirus, como adotamos neste estudo.

Embora algumas viroses possam infectar protozoarios e alterar algumas de suas caracteristicas
biologicas (WANG & WANG, 1991), ¢ improvavel que o coronavirus encontrado nos estoques
originais do 7. cruzi tenha uma agio direta sobre o parasita, desde que o virus-X manteve suas
caracteristicas apos passagens seriadas em camundongos livres do protozoarnio. A particula viral
deve agir diretamente no sistema imune do camundongo, como ja foi observado em outras viroses
murinas (FALLON ef o/, 1991; JOLICOUER & LAMONTAGNE, 1989; SMITH ef al_, 1991a).

A oco\rréncia de diferentes manifestagdes patoldgicas associadas a infeccdio pelo 7. cruzi pode
ser parcialmente creditada as caracteristicas tipicas das sub-populagdes isoladas do parasita.
Realmente, diferentes cepas do parasita apresentam variagdes significativas quanto & morfologia,
tropismo, letalidade e antigenicidade. Tais caracteristicas devem ser fundamentais para determinar o
curso da doenga, em associacfio com as propriedades genéticas, imunologicas e biolégicas do
hospedeiro, como linhagem, idade, sexo, estado sanitario.

Igualmente, infecgbes associadas ao parasitismo do 7. ¢ruzi podem determinar uma alteragio
dos resultados experimentais, através de diferentes processos de imunomodulagiio (SMITH ef af |
1992, FUIIWARA & WAGNER, 1994). Alguns trabalhos indicam que fendmenos de
imunossupressao podem estar presentes na fase aguda da infecglio pelo 7. cruzi . Os mecanismos
envolvidos nesta supressio da resposta imune sio de complexidade multifatorial, envolvendo
diferentes orgdos e células (LAFALLLE e af, 1990), grau de expressio de receptores
(KIERSZENBAUM ef al., 1991), produgio de interfeucinas (SOONG & TARLETON, 1992) e
fendmenos desconhecidos, ja que a compreensfio deste tema é imcompleta.

Como a manutengdo dos estoques de 1. cruzi nos laboratorios de pesquisa € feita, via de regra,
através de repiques pertddicos de camundongos, patdgenos tipicos da populagio murina estdio
sendo transferidos. A presenca sub-clinica destes patogenos pode trazer alteragles variadas aos
resultados experimentais, indicando que alguns dados obtidos devem ser interpretados com cautela.
Diante deste quadro, parece conveniente estudar os efeitos causados pela infecefio do MHV na
biologia de camundongos de laboratério usados na pesquisa da Tripanosomiase Americana.

Os coronavirus foram reconhecidos e definidos primeiramente por TYRREL ef af. {1968)

como um grupo de particulas virais pleomorficas, geralmente esféricas, com tipicas projecdes
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espiculares, os peplomeros. Estes virus sio de ampla distribuigio natural, estando associados a
diferentes doengas. A familia Coronaviridae, da qual faz parte o Murine Hepatitis Virus (MHV),
engloba um conjunto de agentes patologicos de grande interesse biomédico e veterinrio,
causadores de doengas que variam desde manifestagBes sub-clinicas até rinite, enterite, hepatite,
encefalite € morte (WEGE e/ a/, 1982).

Os membros do grupo ceoronavirus podem ser classificados através de suas relagdes
antigénicas. Apesar do conhecimento incompleto neste campo, existem aparentemente dois grupos
antigenicamente nio relacionados, os chamados coronavirus avidrios e nfo-aviarios. Nos Anexos 1 e
Il mostramos uma tabela sinoptica destas relagdes antigénicas bem como a manifestacio clinica
predominante no hospedeiro. Os coronavirus sio pantropicos, causande doencas nos Sistemas
Respiratorio e Gastro-Instestinal ou em miltiplos érgfos.

A localizagdo dos sitios antigénicos dos corouavirus tem sido estudada. Nos sistemas humano,
suino e murino os sitios antigénicos responsaveis pela indugiio de anticorpos neutralizantes estfio
associados principalmente as glicoproteinas de superficie, os chamados peplémeros. Essas
glicoproteinas participam como moléculas antigénicas nos testes laboratoriais de fixacio do Sistema
Complemento e Inibigio de Hemaglutinagio (WEGE ef al., 1982).

Além do interesse pela biologia natural deste grupamento viral e suas implicacdes com as
diferentes colonias de camundongos usados em pesquisa, o estudo dos coronavirus pode apresentar
algum impacto em areas diversas como, por exemplo, na Oncologia, onde o virus geralmente
compromele protocolos de transplantagdo de tumores (COMPTON ez af |, 1993).

Os coronavirus compdem um grupo de RNA-virus de fita simples, envelopados, com 120-
160nm de didmetro e pleomorficos. O RNA é poliadenilatado ¢ encapsulado, variando entre 27 e
31Kb. O RNA gendmico purificado permanece infeccioso, sendo considerado “positive-sense”™ (ST.
SIDDEL ef al., 1982, COMPTON ef al, 1993). Sao virus que apresentam de 3-4 proteinas

estruturais, entre elas a Proteina do nucleocapsideo (N/ proteina fosforilada com 50-60K) que inclui

o genoma. O nucleocapsideo €, por sua vez, envolvido por um envelope com 2-3 glicoproteinas

virais. A Proteina Integral de Membrana (M ou E1/ 30-35K), como uma glicoproteina altamente

conservada em sua estrutura primiria que estabelece uma ligagdo entre o nucleocapsideo e o

envelope. A Proteina Spike (S ou E2/ 180-220K) formadora dos pepldmeros ou projecdes

espiculares tipicas dos coronavirus, sfo as principais estruturas antigénicas presentes, determinando
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respostas de carater humoral e celular. Anticorpo monoclonal anti-S inibe a infectividade do virus,
A proteina S pode ser clivada naturalmente por tripsina formando duas subunidades de 90K (S1 e
$2). Esta clivagem parece nfo ser essencial para a infectividade viral e sua fungfo na patogénese é
obscura. Proteina HE (E3/ 65K), um dimero presente no envelope de algumas linhagens virais com
aparente atividade de hemaglutinina e esterase, além de possibilitar uma segunda alternativa para
interagdes ao nivel do envelope viral. Apesar disso, sua fungdo na patologia € incerta (SPAAN et
al., 1988; LAl et al, 1990; COMPTON ef al., 1993).

Iniciam a infecgfio geralmente através da interagdo das proteinas S com receptores especificos
nas células-alvo. A fusfo viral deve se estabelecer entre seu envelope e as membranas celulares e
sub-celulares. Todo o ciclo de multiplicagfio viral ocorre no citoplasma da célula infectada, sendo
desnecessérias fungdes nucleares diretas. Apos a penetragio ocorre uma translagio primaria do
genoma para a formagio de polimerase viral e elaboragio de RNAs sub-gendmicos, que formariio
as proteinas estruturais e no-estruturais das novas particulas através de translagdes secundarias. A
taxa de recombinaglio genética nos coronavirus € bastante alta, condicionando uma constante
alteragfio molecular tipica nestes virus (LAI ¢/ ol., 1990), Novas particulas virais completas devem
ser liberadas por exocitose e/ou citolise, permitindo novas infecgdes (HOLMES, 1990, COMPTON
ef al., 1993), E possivel liberar novas particulas virais artificialimente, submetendo o meio de cultura
infectado a congelamentos e degelos. O ciclo completo do MHV deve durar em tornlo de dez a doze
horas apos a infecglio da célula, em uma temperatura proxima de 37" C. As infecgdes por
coronavirus geralmente determinam alterages citopaticas, mais frequentemente a vacuolagio e
consequente desintegracdo celular ou a formagdo de sincicios em alguns casos (ST. SIDDELL ef
al., 1982).

A rota natural de infecgio ¢ oronasal, estando associada a um quadro da biologia comum dos
camundongos, inclusive o0s de laboratorio. Um quadro agudo ocorre quando se inocula
camundongos imunocompetentes por essa via, sem evidéncia de qualquer persisténcia ou laténcia
(COMPTON et al., 1993). Tais infecgdes sdo geralmente sub-clinicas, mas doenca clinica pode ser
ativada por co-infecedes com virus da leucemia murina ou agentes protozodrios (WEGE e al,,
1982). Alguns estudos indicam que a replicagiio viral pode alterar a fun¢iio imune de maneira

variada e, até certo ponto, imprevisivel (SMITH er al., 1992).



MHY € um coronavirus contagioso que infecta camundongos mantidos em laboratorio com alta
frequéncia (CARTHEW et al., 1978; KRAFT & MEYER, 1986). A transmissdo de MHV para
linhagens susceptiveis pode ocorrer naturalmente através de fezes e urina. Transmissdo vertical por
infec¢io intra-uterina foi verificada com MHV-JHM (KATAMI ef «l, 1978). No campo da
Imunologia, a infecgo pelo MHV parece estar associada 4 alteracdes dos mecanismos de
imunomodula¢do (BOORMAN ef al, 1982; CASEBOLT ef af, 1987, de SOUZA & SMITH,
1991, de SOUZA et al., 1991, SMITH et o, 1983, 1987, 1991a/b).

As doengas causadas por tais infecgbes sfo geralmente hepatites, encefalomielites e enterites
(WEGE et al. 1982). MHV-1, MHV-3, MHV-AS59 ¢ MHV-JHM (considerados modelos-prototipo
dos corone;vims) & outros sorotipos infectam a mucosa respiratoria superior e a partir dai diferentes
orglos e tecidos, como a mucosa e o endotélio vascular respiratorio, cérebro, medula dssea, timo,
linfonodo, bago, tecido linféide associado a mucosa (MALT), figado, Gtero, placenta, peritdneo e
outros (COMPTON er al | 1993).

O desenvolvimento de doengas causadas por MHV depende das propriedades biolagicas do
virus, tais como viruléncia e organotropismo, da susceptibilidade, idade e condigdes sanitarias do
hospedeiro, da dose e da rota de inoculagdo utilizada, entre outros fatores. Camundongos
imunocomprometidos por tratamentos quimicos e fisicos desenvolveram um quadro clinico severo
com alta mortalidade apds infecgdo com MHV, O tipo da doenga pode variar de uma infecgio
inaparente ate manifestagdes clinicas entéricas, respiratorias, hepaticas e encefilicas, ocasionalmente
determinando a morte do individuo (COMPTON ef af., 1993).

Camundongos BALB/c sio considerados susceptiveis para 0 MHV-JHM, enquanto a linhagem
SJL € considerada resistente. Em BALB/c, foi verificado que o MHV-JHM infecta naturalmente
pela rota oronasal, sendo drenado pelo sangue e linfaticos locais para multiplicar-se no endotélio
vascular pulmonar. Ocorre entdo uma viremia secundaria em maltiplos érgfos. Camundongos
BAILB/¢ jovens mostraram-se mais susceptiveis, com maior taxa de mortalidade. Como outras
linhagens susceptiveis, camundongos BALB/c demonstram uma breve supressdo da fungio de
células T como consequéncia da infecgio com MHV-JHM por rota natural {(de SOUZA & SMITH,
1991, de SOUZA er al., 1991, SMITH et /., 1987, 1991b). Camundongos BALB/¢ inoculados
pela via intraperitoneal com MHV-JHM apresentaram uma moderada hepatite que culmina ao 7¢

dpi, quando também se estabelece uma soroconversio. Dados acumulados suportam a nogio de que
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a replicaglio viral ou a exposigdo para maiores quantidades do antigeno sfio requisitos para a
indugio de resposta humoral detectavel (SMITH ef al., 1992). Camundongos SJL mostraram-se
resistentes nestas condigdes experimentais, com manifestagdes menos severas e rapida recuperacio.

Cruzamentos genéticos entre camundongos C3H (resistentes) com PRI (susceptiveis)
demonstraram que a resisténcia a infecgfio pelo MHV deve ser controlada por um gene autossdmnico
recessivo. Em sistemas utilizando o MHV-2 a resisténcia dos hospedeiros ao parasita pode estar
associada a um gene recessivo no camundongo. Desta forma, um fenétipo recessivo poderia ser um
dos mecanismos atuantes no fendmeno da resisténcia. O resultado da infecgdo viral dependeria da
habilidade das células do hospedeiro, em geral macréfagos, para interagir com a particula através de
receptores especificos, permitindo a replicagdo do virus. Nos sistemas em que se usa o MHV-3, a
resisténcia € a susceptibilidade também esta relacionada com o grau de replicagio viral em culturas
de macrofagos e outras células. Alguns experimentos indicam que pelo menos dois genes recessivos
do Complexo de Histocompatibilidade (H2) estdo associados & resisténcia, sugerindo que o
reconhecimento antigénico por linfocitos T tém uma fun¢fo na eliminacio do virus. Tratamentos
imunossupressivos de timectomia ou administragao de soro anti-Thy-1 agravam a doenca causada
por MHV-3, também indicando que mecanismos imunologicos mediados por células T contribuem
para a resisténcia. Este fendmeno também foi observado em sistemas utilizando MHV-2 (WEGE e
al. 1982).

Camundongos BALB/c e A/J expostos a0 MHV-3 apresentam diferentes graus de resisténcia e
susceptibilidade a doenga. Camundongos SJL siio considerados resistentes para a infecgio com o
MHV-A5% ¢ MHV-JHM, enquanto camundongos BALB/c sdo completamente susceptiveis ao
MHV. Todas as linhagens murinas testadas apresentaram padrdes de susceptibilidade e resisténcia a
infecgio pelo MHV. A resisténcia de camundongos SIL & infecgio pelo MHV-A59 parece estar
associada a um gene autossdmico recessivo do cromossomo 7. E possivel que o quadro de
resisténcia observado nestes camundongos esteja relacionado com uma auséncia de receptores
funcionats para 0 MHV-AS59. Tais receptores parecem ser da familia antigénica carcinoembridnica,
da superfamilia das imunoglobufinas (COMPTON ef al., 1993).

Diferentes graus da doenga causados pelo MHV-3 em camundongos BALB/c, C3H e A/J sdo
devidos, a0 menos em parte, ao tipo de resposta inflamatdria associada com a infec¢dio. Em

camundongos BALB/c, a infec¢fio determinou um panorama de alta atividade monocitica
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procoagulante, acarretando uma severa e progressiva anormalidade na microcirculagdo hepatica. Foi
verificada uma resisténcia parcial nos camundongos C3H infectados, com lesbes hepaticas
moderadas, e uma resisténcia geral dos camundongos A/J frente ao MHV-3 (COMPTON ef ol ,
1993).

Uma produgdo intensa de imunoglobulinas especialmente da sub-classe IgG2a foi observada em
camundongos infectados com diferentes virus. Experimentos com adenovirus e lactate
dehydrogenase-elevating virus (LDV) indicaram que somente uma pequena fracio destas
imunoglobulinas (<5 a 10%) eram anticorpos antivirais, sugerindo que a maior parte deles
decorreran} de uma ativagdo policlonal da populagio B (COUTELIER er o/, 1988; COUTELIER
& VAN SNICK, 1985). Embora uma fun¢io destas imunoglobulinas na defesa do hospedeiro niio
possa ser excluida, € possivel que a ativagfio policlonal induzida por tais viroses possa resultar em
reacoes de auto-imunidade e processos de imuno-deficiéncias (KLINMAN & MORSE 111, 1989).

Camundongos CBA inoculados intraperitonealmente com adenovirus cepa FL demonstraram
uma importante proliferago esplénica, que se inicia ao 4° dpi e atinge um pico ao 10% dpi, indicando
que o virus € um potente ativador /n vive de linfocitos B murinos. As sub-classes I1g(G2a e, em
menor extensfo, IgG2b foram amplamente produzidas no curso da infecgiio pelo adenovirus,
atingindo um pico de resposta no [0* dpi. Resultados semelhantes foram obtidos quando
camundongos CBA foram inoculados com LDV. O uso de anticorpos monoclonais anti-CD4,
inibidores de linfocitos Ty, ndo afeta a produgio esplénica, mas reduz a producio de IgG pelos
esplendcitos de camundongos infectados com Adenovirus ¢ LDV, sem contudo alterar as
proporgdes observadas para as outras sub-classes. Estes resultados indicam que linfocitos T
induzem a secregao de Ig(G2a por células B que estejam altamente ativadas, caracterizando uma via
T-dependente na resposta a infecgdo. E provavel que a secregiio de IFN-y por linfocitos T seja um
fator de mediagdo na preponderincia de IgG2a secretadas durante infecgdes virais (COUTELIER et
al., 1990),

O papel de células Ty na proliferagio de linfocitos induzida por virus pode ser similar em
alguns aspectos aquela observada com o parasita 7. cruzi, onde o tratamento com anti-CD4 diminui
a resposta policlonal celular induzida pela infecgio parasitania, inclusive a resposta blastogénica
(MINOPRIO e7 al., 1987, COUTELIER et al., 1990).



A ativagfio de linfocitos B pode ser iniciada por diferentes antigenos virais, como glicoproteinas
de virus Sendai, espiculas de adenovirus, hemaglutininas de virus da influenza e outros. Efeitos do
MHV nas fungSes de células B sdo relativamente variaveis. Infecedes de camundongos C57BL/6 ou
(C57BL/6xA/I)F; com MHV-3 levou a um quadro de atrofia do bago e deplecio de células da
linhagem B (LAMONTAGNE e/ of,, 1989, JOLICOEUR & LAMONTAGNE, 1990, 1994).
Camundongos cronicamente infectados com MHV-3 apresentaram depressdo nos niveis de
imunoglobulinas e na resposta anticorpica geral quando seguido de uma imunizago simultinea com
eritrocitos de carneiro (LERAY et al, 1982; VIRELIZIER ef al., 1976). Em contraste, infecgio de
camundongos CBA/Ri com MHV-A59 causa uma hipergamaglobulinemia, em especial da sub-
classe Igdza (COUTELIER et al, 1988). Modificagdes no padrdo de distribui¢do isotipica com
predominio da sub-classe Ig(G2a foram observados em camundongos 129/Sv tratados com antigeno
protéico solavel e simultaneamente inocutados com MHV-AS59 (COUTELIER ef a/., 1988, 1991).

O sistema interferon representa outra importante linha de defesa contra infecgdes por MHV.
Produzidas entre outros por macrofagos e linfdcitos, estas citocinas tém efeifos antivirais € imuno-
regulatorios estabelecidos os quais podem ser cruciais na resisténcia 4 infecgfio. Um de seus efeitos
antivirais consiste na indugio enzimatica da degradagio do genoma viral, bloqueando a sintese de
suas proteinas. Em experimentos usando analogos enzimaticos da proteina degradadora, foi
verificada uma diminuigdo da replicagdo viral em macrofagos peritoniais, com um efeito dose-
dependente. Entretanto, tal inibicdo ndo foi suficiente para impedir o desenvolvimento da doenga
(FINGEROTE et al., 1995).

Células de bago de camundongos BALB/c inoculados com MHV-JHM por via oronasal
mostraram-se pouco ativadas no 5° dpi, desenvolvendo cinética alterada de proliferagdo e produgio
de citocinas, com picos no decorrer da infecgiio priméaria aguda (COMPTON er a/., 1993).

Camundongos 129/Sv, CBA/Rij ¢ CBA/Ht inoculados com MHV-A59 mostraram uma forte
esplenomegalia induzida pelo virus, atingindo um maximo no 7° dpi. Apesar disso, secgdes
histologicas (5pum) dos bagos destes carnundongos mostraram uma estrutura geral preservada, com
aumento dos centros germinativos e no numero de células da polpa vermelha, quando comparados
aos controles. Varios linfocitos, grandes e de carater blastico, foram encontrados na polpa branca e
vermelha dos animais infectados. O indice mitotico também estava aumentado apos a infecgiio viral.

O aumento no nimero de células nestes orgios foi confirmado através de analise citométrica. A
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producio de imunoglobulinas, analisada através de ELISA, foi méaxima ao 7° dpi com um
predominio da sub-classe IgG2a. Entretanto, ao absorver soros imune com diferentes concentragdes
do virus e posterior analise (ELISA) do sobrenadante recuperado, foi verificado que os niveis totais
de TgG2a eram s6 marginalmente afetados, indicando que a maior parte das imunoglobulinas
produzidas ap6s a infecgio pelo MHV-AS59 nfio eram anticorpos especificos ao virus. A produgio
de IgG2a foi amplamente inibida nos bagos infectados de animais que receberam tratamentos com
anticorpos monoclonais anti-CD4, sugerindo que linfocitos Thpe s30 fundamentais neste fendmeno
(LARDANS efal., 1996).

E possivel que haja uma diferenciagdo seletiva das células T para o fendtipo Ty em funcdo do
aumento clia expressdo de interleucina-12 (IL-12) observado apds infecgdo pelo MHV-A59
(COUTELIER e af , 1995). Provavelmente, a produgo de 1L-12 por macréfagos estimulados apos
a infecgdo resulte em uma modulagdo indireta de respostas nio-antivirais, determinando uma
secrecdo de grande quantidade de IgG2a associada a produgfio de anticorpos antivirais
(COUTELIER er af | 1988).

Outros mecanismos podem estar envolvidos na proliferagio de linfocitos B. Glicoproteinas da
familia antigénica carcinoembridnica podem servir de receptores para MHV-A59 (DVEKSLER ef
al., 1993, WILLIAMS e/ af, 1991). Como estes receptores estdo expressos nas membranas de
linfocitos B (COUTELIER ef ., 1994), é possivel que ocorra, ao menos em parte, uma ativagio
destas células através da interag¢fio direta com particulas virais (LARDANS e¢f al, 1996).

O aumento na produgdo de anticorpos apos a infecgiio pelo MHV poderia estar envolvido com
manifestagdes de carater auto-imune. LARDANS ef o/, (1996) demonstraram que camundongos
imunizados somente com eritrocitos de rato desenvolviam uma moderada produgdo de auto-
anticorpos, enquanto altos niveis foram verificados em animais que receberam MHV-A59
concomitantemente. Lstes resultados indicam que a infeccdo pelo MHV-A39 pode elevar
significattvamente respostas auto-imunes.

Respostas imunologicas de carater humoral e celular devem interagir no curso da doenca e sua
recuperagio. Camundongos imunocompetentes apresentam soro-conversio em aproximadamente
dez dpi, quando inoculados pela via oronasal. Animais recuperados da infecgiio apresentam
imunidade virus-especifica até aproximadamente doze meses pOs-infecgdo, dependendo da rota de

inoculagdo. Camundongos infantes sdo imunologicamente incompetentes € sua resisténcia ao virus
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deve-se em parte as imunoglobulinas transferidas pela mie durante o periodo gestacional ou apoés o
parto, atraveés da lactagdo. IgG e IgA sdo as principais moléculas transferidas, esta ultima
apresentando uma importante fungfo na protegio intraluminal (COMPTON et af., 1993).

Embora a proliferagfo de hinfocitos B induzida pelo MHYV tenha se mostrado amplamente T-
independente, uma fungdo de células Ty na secre¢io de imunoglobulinas seletivas por células B ja
ativadas foi demonstrada pelo efeito de anticorpos anti-CD4 em camundongos infectados. A
incubagdo de células B infectadas, retiradas de animais T-depletados, com fatores solaveis de
células T conseguem restaurar a produgio seletiva de varios isotipos, como foi observado na
influéneia de IFN-y sobre os niveis de IgG2a (COUTELIER er al., 1990). Estes resultados sugerem
que os coronavirus nio suprimem a habilidade de células B em secretar diferentes isotipos exceto
IgG2a e que sua influéncia no desvio seletivo na produgio de imunoglobulinas pos-infeccdo seria
mediado pela estimulagiio de células Ty secretando linfocinas apropriadas.

Os dados referentes a biologia geral dos MHVs sugerem que uma infecgdo primaria aguda em
camundongos deve durar no maximo trés a quatro semanas, mas em geral as infecgdes naturais sdo
sub-clinicas, com possibilidade de reinfec¢iio por novos sorotipos virais. A particula viral € fragil no
ambiente e desinfectavel, apesar da ampla distribuicio, elevado poder de contagio e mutabilidade.
Camundongos imuno-deficientes desenvolvem doengas mais severas. Embora a soro-conversdo
anuncie a recuperagdo da fase aguda, camundongos permanecem soro-positivos durante a
eliminag¢io do virus. Células B parecem ser ativadas de maneira policlonal nas infecgdes agudas de
camundongos pelo MHV, determinando a formagdo de de uma grande proporgio de anticorpos sem
especificidade ao virus. B possivel que neste pool  secretado haja anticorpos reativos contra
epitopos autologos que poderiam ser agentes condicionantes de reagdes de auto-imunidade
(COMPTON et al., 1993).

Uma infecgio compreende a implantagio, crescimento e multiplicago de organismos inferiores
no corpo de seres superiores, abrangendo inclusive situagdes de micro-parasitismo, prejudiciais ao
hospedeiro. Assim, o desenvolvimento da doenga dependerd do bindmio wviruléncia (V) do(s)
patdgeno(s) e resisténcia (R) do hospedeiro. Em fungiio do antagonismo presente nesta relagdo
podemos definir a viruléncia como V=1/R , considerando que diferentes variaveis podem modular

tais mecanismos. A medi¢io da viruléncia de microrganismos, através da defini¢fo de uma dose
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letal mediana (DLs), ¢ usualmente obtida através do método de REED & MUENCH (1938),
baseado nos conceitos dos totais cumulativos.

Mecanismos celulares e humorais da resposta imune devem exercer uma funglio significativa
nos processos de defesa contra microrganismos intracelulares. Na infec¢io pelo 1. cruzi., respostas
especificas sdo importantes no fendmeno de defesa (TARLETON, 1990; NICKELL ef al., 1993).
No curso dessa infec¢io experimental pelo T.cruzi, a determinacio de células formadoras de
anticorpos independente da especificidade, realizada através da técnica de PFC-reverso
(D’IMPERIO LIMA et al., 1985) registrou um predominio de isotipos 1gG2a e IgG2b e padrdes de
resposta T-dependente e T-independente. Tambem foi evidenciada uma expansio global de
repert(’)rios; de linfdeitos T (MINOPRIO et al.,1986), reforcando a ideia de que os dois processos
coexistem durante a infecglio. Uma condigdo semelhante fot observada na infec¢fo de camundongos
com MHV (COUTELIER et o/, 1988, 1991).

O fendmeno de ativag@o policlonal B e T tem sido tambem demonstrado em protocolos
experimentais associados com diferentes processos infecciosos causados por protozoarios,
helmintos, bactérias e virus (CRANDALL & CRANDALL, 1971a,b; JARRET & FERGUSON,
1974; SHER et al, 1977, D’ IMPERIO LIMA er al., 1985, MINOPRIO e al., 1986; LOPES e/ al.,
1990, MEDEIROS ef al., 1991, 1995, FALCAO et al., 1995, COMPTON et al., 1993; LARDANS
et al, 1996). Ativagio policlonal com produgiio de auto-anticorpos, geralmente associados a
complicagdes de auto-imunidade, também foi observada em estimulacdes de camundongos com
eritrocitos de carneiro e outras substdncias, incluindo cloreto de mercurio (HeClL) (AL-BALAGHI
efal., 1996).

A fase aguda da infecciio experimental de camundongos com 7Zrypanosoma cruzi  se
caracteriza por uma alta ativagiio celular B e T, com avangos pela fase cronica e produgio
persistente de autoanticorpos similares a anticorpos naturais. Esta ativagiio surge bastante cedo na
fase aguda, sendo observada em orglos linféides como bago, linfonodos e placas de Peyer
(MINOPRIO ef al., 1986, 1988, 1989, TERNYNK ¢/ a/., 1990; PINGE F* 1993). Uma situagio
semelhante foi observada em experimentos de infeccio de camundongos com coronavirus
(COMPTON et al., 1993; LARDANS ef g/, 1996). Os estudos de MEDEIROS et al. (1997) ¢

COSTA (1996), realizados em animais de origem SPE e convencionais, associam a ativacio
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policlonal de células B com a presenga de autoanticorpos em camundongos infectados com
Yersinia enterocolitica 0.3, demonstrando a presenca de alguns clones de linfdcitos auto-reativos.

Em uma perspectiva de atividade sistémica, a ativagio polictonal poderia ser uma manisfestagio
presente em qualquer evento imunologico, como um mecanismo de auto-regulagdo. Haveria uma
expansdo quantitativa e qualitativa, necessaria ao equilibrio das conexdes do Sistema Imunolégico.
Assim, ¢ possivel que efeitos somatérios ou contrarios possam ser estabelecidos em infeccdes
concomitantes de camundongos com MHV e 7. ¢ruzi. E evidente que um complexo de fatores
bioquimicos, celulares e ambientais estio associados, Os interesses bioldgicos opostos presentes na
relagdo parasita-hospedeiro podem determinar a eliminagio de um deles através de mecanismos
eficientes de infecgdo ou defesa, ou entdo, estabelecer processos deletérios para o hospedeiro.

No conhecimento cientifico imunoldgico atual, os mecanismos especificos ativados contra
infeccdes, associam ao antigeno um papel central na condugdo da resposta, isto €, os clones
linfocitarios sfo ativados especificamente por um dado antigeno (JERNE, 1955). Na expansio
dessa idéia, BURNET (1957) propds a hipdtese de que a reatividade imunologica estaria associada
a processos de selegio clonal linfocitdria. Neste panorama, ocorre uma nogdo subjetiva de que a
maquinaria imune esta fora de operacdo na auséncia dos antigenos que induzem a resposta imune.
Entre outros fatores, isto se deve por um lado pela forte influéncia do pensamento linear ocidental,
aqui representado pelo modelo de causa-efeito; e por outro, devido ao interesse histérico da
[munologia no controle ou erradica¢io de doengas de importdncia social e econdmica, através de
soroterapias ou vacinagdo coletiva. A pesquisa da especificidade da resposta imune se desenvolve,
portanto, paralelamente aos interesses clinicos e terapéuticos das Ciéncias Biomédicas, de onde
surgiram os pensamentos e dogmas da Ciéncia Imunologica. Essa concepgdo tedrica centrada no
antigeno sustenta ainda hoje a Ciéncia Imunologica e certamente continuara recebendo a necessaria
atenglo investigativa, em funcdo da ampla fundamentago metodologica e tedrica existente.
Entretanto, nesta forma de pensamento, a idéia de (auto)controle do Sistema Imune (SI) torna-se
vaga e secundaria, ndo admitindo a estratégia recursiva de feedback positivo e negativo para
manutengio do equilibrio interno, ou seja, a auto-determinagdo (COUTINHO ef ol , 1984).

Um mecanismo circular-causal pode ser uma propriedade essencial na organizagdo de sistemas
vivos. Todas as agdes do sistema visariam a manutengiio de niveis auto-referenciados de sua

composigiio e organizagio. Estas perspectivas autopoiéticas podem ser aplicadas ao SI (VAZ &
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VARELA, 1978) nas bases langadas pela Teoria da Rede de Interagdes Idiotipicas proposta por
JERNE (1974). Verificando a existéncia de anticorpos que reconhecem e interagem com
determinantes em outros anticorpos formados pelo mesmo organismo (OUDIN & MICHEL, 1963,
KUNKEL, 1970) esta teoria propde que todos os linfocitos, como integrantes da rede, tém fungfio
exclusiva de manuten¢do dos niveis de auto-referéncia. Anticorpos e células efetoras sio
complementares para estruturas autologas e somente ligam materiais estranhos como imagens
externas destes determinantes internos. Em um equilibrio fisiologico normal ou durante a resposta
imune, o organismo formaria anticorpos capazes de interagir para a formagio de anti-anticorpos e
estes, POr sua Vez, outros anti-anticorpos. Estas conexdes formariam uma rede de auto-reatividade
imunoldgica voltada para o proprio organismo. A resposta imune ndo estaria assim direcionada em
fun¢io do antigeno, como na Selegio Clonal (VAZ, 1988; VAZ & FARIA, 1990),

Um aspecto central da abordagem de JERNE (1974) para o Sl ¢ que um distirbio
desencadeado pelo antigeno afeta muito mais linfocitos que aqueles capazes de interagir diretamente
com tal antigeno. A atividade policlonal e o aumento de imunoglobulinas inespecificas
representariam, ao menos em parte, a desordem consequente e necessaria para buscar o equilibric
do sistema. £ possivel mesmo que o organismo registre este distirbio sem fazer a discriminacgio
entre seff e non self (VAZ & VARELA, 1978). De fato, perturbag¢des no SI podem promover a
ativacio linfocitaria e a sintese de imunoglobulinas e citocinas, que modificario o sistema como um
todo, de forma a compensar as alteragdes precedentes, mesmo na auséncia de contatos externos
(COUTINHO ef af., 1984), Nesta visdo de atividade imunologica sistémica as multi-conexdes
estabelecidas entre os componentes celulares e moleculares poderiam conduzir a modulagio de
diferentes mecanismos de agiio imune, entre eles os fendmenos de tolerdncia e auto-imunidade.

A existéncla de anticorpos naturais reativos com auto-antigenos (GILBERT e/ af, 1982
DIGUIERO ef ai., 1983; ACHTNICH & ZOLLER, 1991) e os indicios de que a maior fragio dos
anticorpos naturais sao multi-especificos (ARAUJO et al., 1987) podem reforgar a idéia de que o
SI possui conectividade interna e autonomia quanto a sua (re)organizagdo, agindo em fungio do
proprio sistema, independente da presenca de um antigeno invasor especifico (VAZ & VARELA,
1978, COUTINHO, 1989; VAZ & FARIA, 1990).

Algumas teorias argumentam que o SI pode participar da modulagdo de outras interagdes

moleculares no organismo. Consequentemente, considera-se a auto-reatividade como fisiolégica e
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que patologias auto-imunes sio um forte argumento de que o SI estd envolvido com outras
estruturas e tecidos do individuo em condiges normais, sendo a doencga um desarranjo funcional. A
auto-reatividade fisiologica seria uma manifestacdo dos mecamsmos de equilibrio sem levar a auto-
destruigdo. Em funcgiio dos conceitos propostos por JERNE (1974), novas perspectivas de estudo
sobre o S vem permitindo o entendimento da sua relagio com outros sistemas, assim como ©
desenvolvimento de abordagens experimentais voltadas para a funcionalidade do SI (COUTINHO
et al., 1984).

A funcionalidade global do SI dentro de condicdes fisioldgicas normais parece ser importante
para a compreensdo bioldgica dos mecanismos de defesa envolvidos no equilibrio orginico do
individuo. Um aparato sistémico complexo, formado por varios tecidos, secretando milhSes de
proteinas diferentes, deve ser mais que uma sofisticada maquina de ataque, apesar de sua importante
fun¢do anti-microbiana (COUTINHO ef «/., 1984). A ativagao policlonal e o consequente aumento
de imunoglobulinas mespecificas podem, assim, desempenhar atividades reguladoras em quaisquer
situagtes de desequilibrio do sistema imunologico.

Diante das observagdes anteriores sobre a presenga de um coronavirus em cepas de 7. cruzi
(RANGEL ef al., 1994) e conhecedores também da manifestac@o de atividade policlonal associada
a0 protozoario, este trabalho procura investigar a influéncia do coronavirus na fisiologia de
camundongos mantidos em laboratorio e o papel da infecgfio viral na patologia experimental
desenvolvida, especialmente quanto a geracdo de atividade policlonal. Uma avaliagdo dos aspectos

patogénicos promovida por tal infeccio poderia trazer novos dados para analise simultdnea com

resultados ja estabelecidos.



Objetivos

Diante da complexidade multi-fatorial envolvida nas infecgdes pelo MHV, procuramos estudar
alguns dos aspectos imunoldgicos e histologicos associados a infecgio pelo Virus-X, ou
coronavirus, analisando as condigdes dos bagos de camundongos CBA/J quanto ao estado de
ativacdo de células B, manifestagdes de atividade policlonal e alteragdes estruturais na arquitetura
do Orgdo. Neste estudo, empregamos uma abordagem epizodtica da infecgfio do coronavirus em
camundongos naive, através do inodculo intraperitoneal de uma dose subletal da suspensio com a
particula viral. Assim, procuramos contribuir para o entendimento da infec¢io murina por
coronavirus e, de maneira indireta, para a analise do significado fisiologico desta infec¢iio em
animais utilizados como reagentes biologicos ou modelos experimentais de doengas parasitarias.

Desta forma, procuramos:

¢ Determinar o namero de células secretoras de imunoglobulinas, através de ensaios de PFC-

reverso, com amostras celulares esplénicas de animais infectados pelo coronavirus murino e
animais controles, no terceiro, sétimo, décimo-primeiro e décimo-quinto dia pés-infecgio.

e Pesquisar a presencga de anticorpos anti-coronavirus nos soros recolhidos de camundongos

nos diferentes dias pos-infecgo citados, utilizando o método de Imunofluorescéncia Indireta
e MHV-3 como antigeno.

e Acompanhar as condi¢des histopatologicas esplénicas durante a cinética experimental e

registrar possiveis mudangas estruturais na arquirtetura do orglo associadas a mfecgdo sub-

aguda de camundongos, comparando animais infectados e controles.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Camundongos CBA/J machos e fémeas com 10-12 semanas foram obtidos do Centro Multi-
instituciona;zf de Bioterismo (CEMIB-UNICAMP) a partir de colonias “SPF” e mantidos sob
condigdes convencionais em nosso Departamento durante os protocolos experimentais. Testes
sorologicos realizados pelo Servico de Sorodiagnostico do CEMIB-UNICAMP apresentaram
resultados negativos para uma bateria de patogenos , entre eles: MHV, PVM, MVM, ROPV,
TMEV-GD/7, Sendai Virus, Vaccinia, LCMYV, Mouse Adenovirus, Polyoma Virus, REQO-3,
MCMV, Rofavirus, Mycoplasma pulmonis, Clostridium piliforme (Tizzer) e Toxoplasma gondii,
Possiveis infecgbes sdo monitoradas trimestralmente por testes de Imunofluorescéncia Indireta
(KRATT and MEYER, 1986) venificando a produgiio de anticorpos especificos para a bateria de
dezessels antigenos, comuns a populagdo murina.

Os animais foram mantidos em grupos de 4 a 6 por caixa de criagdo, com ragdo e agua estéreis

ad fibitum.

2. Amostra viral

O coronavirus  descrito por RANGEL e¢r af. (1994) foi mantido em camundongos CBA/J
criados em 1soladores, através de repiques semanais de um homogenato de figado para o indculo
intraperitoneal. A fonte do coronavirus empregado neste trabalho também foi derivada de
homogenatos de figado de camundongos CBA/J infectados. Os figados foram retirados ¢

homogeneizados em 5ml de RPMI-1640, de onde foram preparadas aliquotas de 0,5ml. Todo o
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procedimento foi realizado sob condigdes estéreis em Fluxo Laminar (VECO) e as aliquotas

estocadas em Freezer 4 -70°C até o uso.

3. Ensaio de mortalidade com estimativa de dose sub-letal

Seguindo as orientagdes de REED & MUENCH (1938), aliquotas das preparages contendo o
coronavirus em estoque, foram utilizadas para a determinagfio de uma dose sub-letal conveniente
aos protqcoles de infecgdo. Para isso, foram feitas diluicdes progressivas dessas aliquotas, na
ordem de 107, 107, 10%, 107 e 10 vezes em RPMI-1640. Camundongos machos CBA/T adultos
provenientes de colonias SPF foram divididos em seis grupos de 4 animais e cada grupo foi
inoculado pela via intraperitoneal com uma diluigio respectiva da amostra viral. Animais do grupo 6
foram moculados com RPMI como controles. Todos os camundongos receberam um indculo de
0,1ml pela via intraperitoneal e foram observados por um periodo de trinta dias quanto ao
surgimento de manifestagdes clinicas externas, recuperagéo e/ou morte. Os animais foram mantidos

em laboratorio para prevenir uma eventual dispersdo do virus nos biotérios de experimentagio.

4. Infecciio experimental de camundongos

As aliquotas estocadas e posteriormente usadas nos protocolos de infecgo apresentaram uma
estimativa de DLsy em uma dilui¢do na ordem de 1x10™° vezes a partir do estoque original,

Lotes de camundongos CBA/J, divididos em quatro grupos, foram inoculados por via
intraperitoneal com 0,Imi de uma suspensio em RPMI-1640 de figado de camundongo
contaminado com o coronavirus, diluida 10° vezes a partir de uma aliquota.

Nos 3%, 7%, 1% e 15% dias pos-infecgdo, grupos de até 4 camundongos experimentais foram
anestesiados e sangrados por pun¢iio cardiaca para obtengo de soros.

Apds sacrificio dos animais, os bagos foram cuidadosamente removidos e pesados antes do
preparo das suspensdes celulares esplénicas usadas nos ensaios de PFC. Alguns bagos foram

mantidos integros e preparados para os procedimentos histopatologicos previstos. Animais
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inoculados pela via intra-peritoneal com 0,1ml de um homogeinado de figado normal de

camundongos em RPMI-1640 foram usados como controles.

5, Determinacio de peso do baco e do niimero de esplendcitos vidveis

5.1. Avaliagdo de peso. Os bagos de camundongos dos grupos conirole e infectados foram
recothidos em BSS pH7,2 resfriado 4 4° C. Retirado o excesso de liquidos, os orgios foram
pesados sobre gaze estéril em uma balanga eletrénica semi-analitica.

5.2. Obtencdo de Esplendcitos e controle de viabilidade. Apds avaliagio de peso, os bagos

foram macerados cuidadosamente para a liberago das células. As suspensdes celulares foram
homogeneizadas e, apOs a sedimentacdo de grumos, o sobrenadante foi transferido para tubos
cOnicos e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, em centrifuga refrigerada FR22 (Fanem- BR). O
material foi ressuspenso em BSS e repetindo-se a seguir a operagiio de lavagem- 3 vezes. No final,
as células foram recuperadas em um volume de 10mi de BSS pH7,2 - Glicose 0,1% e mantidas a 4°
C até o momento de uso.

O namero de células vidveis dos bagos estudados foi avaliado através da técnica de exclusio

com Azul de Trypan 0,2% (MISHELL & SHIGI, 1980)

6. PFC-Reverso

O namero de células secretoras de Imunoglobulinas nos bagos de animais infectados e controles
foi determinado através do ensaio do PFC-Reverso-Proteina A, conforme descrigio feita por
BERNABE er «al (1981). O ensaio utiliza heméiceas sensibilizadas com proteina A de
Staphylococcus aureus, permitindo a enumeragdo de células secretoras de imunoglobulinas,
independente da especificidade destes anticorpos.

6.1. Sensibilizagio de Eritrocitos de Carneiro com Proteina A (hemacea-PA). Eritrocitos de

carneiro em solugio de Alsever, com no maximo 15 dias de extracfo, foram lavadas 3 vezes em

salina 0,15M . No processo de aspiragdio entre as lavagens foram retirados os leucocitos.
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Uma solucgdo estoque de CrCl;.6H,0 0,05M foi diluida 1:200 no momento da sensibilizacdo.
Para cada 10ml dessa solugiio adicionamos Iml de uma solugdo salina contendo 0,5mg/ml de
Proteina A (Pharmacia) e 1ml de papa de hemaceas. Essa mistura fot incubada em banho-maria a
30° C por 1 hora, sob agitaciio lenta. Apos esse periodo, as hemaceas sensibilizadas foram lavadas 2

vezes em Salina 0,15M e ressuspensas em BSS pH 7.2 - Glicose 0,1%, diluidas 1:3.

6.2. Preparo_do Agar-DEAE/Dextran - 0.75 ug/ml. Bacto-Agar (Difco) foi utilizado numa
concentragdo de 0,5% em BSS pH 7.2 - Glicose 0,1%. Apds a dissolugiio completa do Agar , foi
adicionado DEAE-Dextran (Pharmacia) a partir de uma solugdo com 50mg/ml em BSS, na
propor¢ao de 1,5ml de DEAE-Dextran para cada 100ml de Agar. Isse material foi mantido em

banho-maria a 46° C até o momento de uso.

6.3. Complemento. Soro de cobaias (LARA) foi liofilizado e previamente titulado para ser

utilizado como fonte de Complemento para o ensaio. Apos uma titulagdo inicial para a
determinagdo de sua CHs, , a fonte de Complemento foi utilizada diluida 1:4 em BSS pH7.2

contendo 0,19 de Glicose.

6.4, Soros_anti-lmunoglobulinas de Camundongos. Foram utilizados soros de Cabra anti-

Imunoglobulina Total e anti-IgM de Camundongo (Serotec/Oxford), diluidos em BSS pH7.2 -

Glicose 0,1%, com titulagiio pré-determinada pelo fabricante.

6.5, Suspensido Celular, Preparadas paralelamente, conforme a descrigio no item 5.2

6.6. Execugdio do Ensaio. Apesar de nfio ser necessaria a execuc¢do técnica em condigdes de

esterilidade, foram utilizados reagentes ¢ materiais estéreis. Em temperatura de 4" C, misturou-se
em tubos de hemolise (identificados) 100ul das amostras celulares (em diluigGes apropriadas) com
25ul de Hemaceas-PA | 25ul do anti-soro especifico e 25ul do Complemento titulado, nessa ordem.
Apds uma breve agitagdo em Vortex, foram adicionados 250ul do gel de Agar-DEAE-Dextran
e misturados gentilmente, Rapidamente, através de movimentos circulares, o gel foi distribuido
sobre placas de petri (Delata-Lab, Espanha) descartaveis de 9cm, previamente identificadas. Apos a
solidificagio do Awar, as placas foram fechadas e incubadas por 3-6 horas em uma estufa
incubadora com CO; (Lab-Line Instruments, Inc., EUA) a 37° C, com atmosfera imida. Ao final
deste periodo, foi realizada a contagem das placas de hemolise com o auxilio de uma lupa e

recontagem a olho desarmado. Uma nova contagem foi feita apés 18 horas, com as placas

conservadas a 4° C.

20



7. Avaliagao histologica

Foi feita uma avaliagfio histopatoldgica nos bagos de animais infectados e controles, usando as
mstrugdes de BURKE ef al. (1972). Os orgios coletados nos 3%, 7% 11% e 15%® dpi foram
segmentados em sua por¢do mediana, fornecendo duas pecas histologicas que permitiram a
obtenco de cortes transversais e longitudinais.

As pecas histologicas foram identificadas e acondicionadas em capsulas plasticas vazadas
permanecendo vinte e quatro horas em formol tamponado, sendo depois lavadas por seis horas em
agua corrente. Na continuacio, as pegas foram colocadas em alcool 80% por um periodo de dezoito
horas e, posteriormente, em uma bateria de quatro banhos em alcool absoluto, cada qual com
duracdo de trinta minutos. Foi feita uma nova sequéncia de trés banhos em xilol, com quinze
minutos cada, antes da impregnacio das pegas com parafina. Inicialmente, fizemos um banho de
uma hora em uma mistura de parafina com xilol e uma impregna¢do final em parafina pura por
novos sessenta minutos.

As pegas histologicas foram entdo incluidas em blocos de parafina, nas posigdes de corte, com
o auxilio de um inclusor automatico. Cortes longitudinais e transversais de 0, 4pm foram obtidos em
microtomo ¢ montados sobre ldminas pré-tratadas e identificadas, que entdo foram tratadas com
xilol para a retirada da parafina, Uma nova sequéncia de banhos em alcool absoluto, 95, 80 e 70%
providenciaram a reidratacdo do material histologico. Os cortes foram entdo corados com
Hematoxilina-Eosina e as 1dminas montadas para observacdo microscopica.

As fotografias foram realizadas usando um Microscopio Otico Olympus CBA-213 com

fotocamera C. Zeiss C35 e filmes coloridos de 35mm [SO 100 (Kodak).

8. Pesquisa de anticorpos séricos por imunofluerescéncia indireta

Foi realizada a pesquisa de anticorpos séricos reativos contra o coronavirus € outros grupos

virais nos soros de animais infectados e controles, coletados ao final dos ensaios experimentais,
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usando o ensaio de imunofluorescéncia indireta (KRAFT & MEYER, 1986). Possiveis
contaminagdes naturais (patégenos listados no item 1) durante os experimentos foram também
analisadas desta forma, usando animais controle.

Laminas multi-teste teflonadas, preparadas com culturas de células infectadas com os diferentes
antigenos listados no item 1, foram usadas para o ensaio de IFl. Trabalhando-se em cidmara imida,
adicionou-se 25ul/well de uma diluicio a 1:20 dos soros-teste, com a presenga de soros-controle
positivo e negativo. Apos uma incubagio de 20 minutos em temperatura ambiente, as laminas foram
lavadas por duas vezes em PBS para a retirada de um possivel excesso de anticorpos. Depois desta
etapa, as laminas foram secas e acrescidas de 251 de uma dilui¢io pré-titulada de um conjugado
anti-Ig de camundongo com fluoresceina. Incubadas a seguir por 20 minutos em temperatura
ambiente e posteriormente novas lavagens das laminas com PBS e igua destilada. As ldminas e
laminulas foram montadas finalmente com o auxilio de Glicerina tamponada alcalina, PBS-glicerol
90% (pH 8,2). Este método foi realizado usando controles positivo e negativo recém-preparados,
com o auxilio do Servige de Sorodiagndstico do CEMIB-UNICAMP.

A leitura das laminas de IF1 foi feita usando um microscopio de fluorescéncia Zeiss Standart
20. A fluorescéncia especifica de soros reagentes indica uma reagio positiva, com classificagdo de

intensidade através de um codigo pré-determinado. Respostas negativas foram definidas pela

auséncia de tluorescéncia especifica.

. 9, Testes estatisticos

Os dados obtidos neste estudo foram analisados estatisticamente pela determinacio de varifncia
entre as médias (ANOVA) utitizando o programa Microcal Origin 3.5 (Microcal Software Inc.
1994). Os graus de significdncia das diferengas entre as médias foram determinados estabelecendo o

nivel de significancia em p< 0,05,
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RESULTADOS

1. Avaliaciio da dose sub-letal e mortalidade associada a infecciio viral

1.1. Ensaio de Mortalidade. Camundongos CBA/J divididos em grupos (1, 2, 3, 4, 5) e
inoc—uladosl com diferentes diluigdes do homogenato de figado contendo o coronavirus, foram
estudados quanto a mortalidade associada a infecgdo. Os resultados obtidos estdo sumarizados
Tabela 01 e Figura 01.

A taxa de mortalidade obtida com animais dos grupos um, dois e trés foi de 100% entre 0 8% e
10% dpi. Estes animais receberam as doses mais elevadas, determinando manifestagdes clinicas com
debilitagdo fisica ao redor do 6" dpi, com agravamento progressivo até o obito. Alguns animais dos
grupos quatro e cinco apresentaram um quadro de doenga com retorno a sua condigdo normal
externa apos o 11% e 127 dpi.

Os animais do grupo quatro e cinco que sobreviveram foram mantidos em nosso laboratorio até
o 30% dpi, recebendo todo o suporte de criagio necessario. Esses camundongos apresentaram um
comportamento biologico normal, sem qualquer sinal clinico ou de sfress. A autOpsia destes animais

revelou bagos com aparéncia convencional e pesos proximos aos obtidos com os controles.

1.2, Estimativa_de DLs; Os dados obtidos com o ensaio de mortalidade possibilitaram a

elaboragdo de um calculo aproximadoe para a DLs, das amostras virais utilizadas, através de uma
interpolacdo simples dos resultados obtidos em torno de 50% de obito. Resultados cumulativos de
mortalidade e sobrevivéncia foram analisados de acordo com as instrugdes de REED & MUENCH
(1938), com os calculos sumarizados a seguir.

Considerando que uma diferenga igual a 1{um) do expoente negativo da dose corresponde a

uma diferenga de (75-25) na porcentagem de mortalidade, uma diferenca de {75-50) na taxa de
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mortalidade correspondera a uma diferenga x que, adicionada ao expoente da dose maior (107),

dara o valor da IDLsp para a amostra. Assim:
(75-50)/ (75-25) =25/50=0,5 =
Lsy = 1077 = 1/317000 , expressa em termos de dilui¢io injetada.
Como cada camundongo recebeu 0.1 em’® de uma diluicio igual a 10° (ou 1/ 1000000), a dose

sub-letal injetada corresponde, na realidade, a 0.1/ 1000000 (107 ) ou aproximadamente 0,03
unidades de DLs;.
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Tabela 01. Resultados acumulados obtidos no ensaio de mortalidade com camundongos
CBA/] inoculados com diferentes diluigdes do homogenato de figado

coronavirus.
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Figura 01. Curvas de mortalidade obtidas em camundongos CBA/J inoculados com diferentes
dilui¢des da suspensio de coronavirus.
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2. Avaliacdo da atividade de células B esplénicas na infec¢fio pelo coronavirus

2.1. QuantificacBio das células secretoras de Imunoglobulinas. O nimero de PFCs foi
determinado referente a totalidade de células secretoras (Ig Total) e ao isotipo IgM. Dois padroes
de diluicdo dos esplendcitos foram adotados nos diferentes ensaios (A, B, C, D) incluindo-se as
variagdes de sexo e idade dos camundongos). No padrio de diluicio I cada bago foi diluido 10™
vezes em solucdo de BSS, enquanto que no padrio IT adotamos uma diluigio maior, na ordem de
2,5){10"t VEeZES.

Na tabela 02 encontram-se os valores médios e desvio padrio dos numeros de PFC anti-
IgTotal O!Z;tidOS em diferentes d.p.i. para camundongos CBA/] inoculados com coronavirus e
controles. Os valores demonstram que picos de produgiio de IgT oscilam entre 0 72 ¢ 112 dpi,,
seguido por um declinio gradual caracterizado pelos nimeros intermediarios de PFC detectados no
15%d.p.i..

Na tabela 03 encontram-se os valores médios e desvio padrdo dos niumeros de PFC anti-IgM
obtidos em diferentes d.p.i. para camundongos CBA/J inoculados com coronavirus e para animais
controle. Picos na produgio de IgM concentram-se igualmente entre o 7% e 11° d.p.i, a partir do
qual um declinio gradual dos numeros de PFC se estabelece. Os nimeros de PFC anti-lgM foram
menores quando comparados aos valores obtidos para IgTotal. Os nGmeros de PFC obtidos em
animais controles demonstraram variagdes sem significado estatistico (o=0,05).

Valores obtidos em animais inoculados com coronavirus referentes ao indice de aumento do
nimero de PFC anti-lgT e anti-IgM estdo representados respectivamente nas tabelas 04A e 04B.
Estes indices estio relacionados aos controles normais utilizados nos diferentes d.p.i. PFC
secretando IgT aumentaram em média 6,7 a 7,3 vezes entre 0 7% e o 11 d p.i., enquanto indices de
aumento na ordem de 4,5 a 5,1 vezes foram observados para PFC anti-1gM neste mesmo periodo.
Estas condigdes de variagiio quantitativa nos nameros de PFC anti-lIgT e anti-IgM entre
camundongos estimulados com o virus e controles normais estio ilustradas nas figuras 02 e 03,

respectivamente.

27



TABELA 02. Nimero de células secretoras de imunoglobulinas totais (IgT) em bagos de
camundongos CBA/J inoculados com coronavirus obtido em diferentes d.p.., através de ensaios de
PEC-reverso com dois padrdes de diluigio dos esplendcitos.

aoxl0'

A 356" £87 79" £49 1338° £154 79.8" +4.6 163% £3.1

B 321 £69  1622° £295 1998" +756 107.6° +31.1 228" £6.2
C 212" £13 112.8"™ +81.3 90.6™ +349 -- 148" £38

D 272" £31 179™ +21.2 77.5% £21.2 - 19° +32

Padrao de diluicio H
A 178" +59 546" £56 693" £72 40.6" +67 717 £1.35

B 159" £27 571 £10.1 1353 +76.4  50.3" +13.3 115" £3.5
C 115" +35 603 £402 453 +157 - 91" £2.6

WP I8T £53 815425

33‘7{“'.

Padrio de dileiglio I = 110" ; Padrio de diluigio 11 = 1/2.5x10°
Ensato A'B = cam. machos aduitos - C = machos jovens ; I) = cam. fémeas adultas
n =4

Valores na aiesma cofuna que nio possuem ao Menos unta tetra superescrita em comum diferem significativatnente entre si &~ 0,053
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TABELA 03. Namero de células secretoras de imunoglobulinas da classe IgM em bagos de
camundongos CBA/J inoculados com coronavirus obtido em diferentes d.p.i., através de ensaios de
PFC-reverso com dois padres de diluigdo dos esplendcitos.

406" £47

A

B

C

3

J

69° £12.3
19° + 0.8

2528 +31

_Padrfo dediluichol

'é_dia + d.p. do numero de PF C/bf;l(;,oxi(}4

1316 +22.1 1415 +506

1177 +£78 53% +£262

882" +53 397" +05

15

627 +129 747 +85 473 £66

68.7° +15.6

. controle
153" £04
226" £3.6

17" +42

21.8" +7

Padrao de diluicio 11

C

87 +£22

43.4° +12.8 412" +53
525 + 117 762% +31.7

478 +33 27.1° +14.6

Padrio de dituigio T = 140" ; Padrie de ditwigio 11 = 1/2,5%10°
Casaio A3 = cam. machos adultos ; C = machos jovens ; I = cam, fimeas adultas

n 4

710 +£1.5
109 +4
91" =38

SLLE-E S S

Valores na mesma coluna que nfio possuem ao nienos ama ketra supereserita ent cornum diferem significativamente entre si

{ce 0.05)
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TABELA 04. Variacio quantitativa do nimero de células secretoras de imunoglobulinas totais
(A) e IgM (B) em bagos de camundongos CBA/J inoculados com coronavirus obtido em diferentes
d.p.i., através de ensaios de PFC-reverso com dois padrdes de diluigdo dos esplendcitos.

(A)

Padrdo de dilui¢io I o
Iﬁdxce de aumento de PFC {em nimero de vezes)
‘. lllllll _ dpa IS U YRR e |
Ensaio  3* T BT A
2.1 4.8 8.2 4.8

1.4 7.1 8.7 4.7

1.4 7.6 6.1

1.4 94 4

1.5 732 6.7 477

Padriio de diluicfio lI

2.5 7.6 9.7 5.7

1.3 4.9 11.7 43

1.2 6.6 49

1.7 7.8 3.2

xUows| Xoows

(B)

o Andice de aumento de PFC (em mimero dovezes)
O
Fnsaio 3¢ 7= _ I1e
2.6 4 4.8
3 5.8 6.2
1.1 6.9 3.1
4 1.8
5.1 39 3
Padrio de diluigio 1}
3.5 6.1 58 4.7
3.6 4.8 6.9 3
1 52 2.9
1.5 3.6 2.5

o &
VSRR N
[t

tad

RKTUOWe| ®TUOW>

Padrio de difuigio T = 11107 Padrio de diluigio 1l = £72,5x10°
Iinsaio A/B -~ machos adultos ; C = machos jovens ¢ D = fmicas adullas
XK= média
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FIGURA 02. Vanacdio quantitativa (em namero de vezes) obtida nos ensaios de PFC anti-
IgTotal realizados em suspensio de esplenocitos de camundongos CBA/I inoculados com
coronavirus. (A) Esplenocitos diluidos 10 vezes, (B) esplendceitos dituidos 2.5x10% vezes.
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FIGURA 03. Variagfo quantitativa (em nimero de vezes) obtida nos ensaios de PFC anti-IgM
realizados em suspensdo de esplendcitos de camundongos CBA/J inoculados com coronavirus, (A)

Esplendcitos diluidos 10" vezes, (B) esplendcitos diluidos 2,5x10" vezes.
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2.2. Avaliaciio do_peso médio e contagem celular. Bagos de camundongos inoculados com

coronavirus foram estudados quanto ao peso e niimero de células viaveis obtidos nos diferentes dias
de infecgio analisados. A tabela 05 mostra os valores médios obtidos no 3%, 7%, 11% e 15* dias pos-
infecgdo nos diferentes ensaios realizados, bem como as variagdes quantitativas obtidas no peso do
6rgio e nuamero de células. No 7° dp.i, os bagos de camundongos CBA/] estimulados
apresentaram © maximo crescimento em termos de peso fresco, mantendo valores proximos ao
dobro do peso médio obtido nos controles. Esta mesma condigio esta refletida no nimero de
células vidveis utilizadas durante os ensaios experimentais. A figura 04 ilustra as variagBes obtidas

durante os diferentes dias analisados apés a infec¢io pelo coronavirus.

2.3. Avaliagdo da producdo de anticorpos . A produgio de anticorpos especificos anti-MHV foi

acompanhada através de ensaios de imunofluorescéncia indireta com os soros coletados durante os
ensaios de PFC. Os controles normais utilizados durante os ensaios resultaram negativos apds os

testes. Dos soros obtidos de animais infectados e testados por imunofluorescéneia indireta, nenhum

deles mostrou reagdo positiva para 0 MHV-3.

2.4, Avaliacio do estado sanitario dos animais experimentais e controles. O status samitario dos

animais foi verificada através de testes de imunofluorescéncia desenvolvidos pelo Servigo de
Sorodiagnostico do CEMIB-UNICAMP. Todos os animais responderam negativamente para a

produgdo de anticorpos especificcos contra a bateria de antigenos estudados (ver material ¢

métodos).
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TABELA 05. Numeros médios, desvio padrio e variagio quantitativa (em namero de vezes)
do peso do oOrgdo e contagem celular obtida dos bagos coletados durante os protocolos
experimentais na infecgdo pelo coronavirus.

e PESO(®) " células (xI0")  Variagho quantitativa
média £ d.p. média + d.p. peso  n*células
d.p.i

3 0.063£0.006 110000612 137 146
7 0109+0019  20000+8233 236 267
1 0.100£0023  19.125+7800 216 2.55

15 0105 £ 0.017 14437 +6.098 2.27 1.92

C 004640004 = 7483540799 - -

n— 4/ controle
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Figura 04. Variag@o quantitativa {em numero de vezes) observada entre as médias de peso e
contagem celular obtidas nos protocolos experimentais realizados em camundongos CBA/)
inoculados com coronavirus.



3. Avaliacio histoldgica dos bacos nos diferentes dias de infeccio pelo coronavirus

Cortes histologicos de amostras de bagos obtidos nos ensaios de infeccio demonstraram pouca
alteragdo da estrutura interna do 6rgio frente a infecglo sub-letal desenvolvida em resposta ao
virus. Apesar do aumento quantitativo dos bagos infectados, verificado através dos pesos e do
namero de células obtidos, a estrutura interna do 6rgdo mantém-se estavel, com a disposi¢fo tipica
entre polpa branca e vermelha.

Os tecidos linfoides da polpa branca se apresentaram de maneira difusa ou em formacio
folicular, distribuidos de maneira randdmica, em nimeros aproximadamente equivalentes entre os
animais e:&perimentais e controles. Cortes histologicos de bages de camundongos controles,
inoculados com uma suspensio de figado de CBA/J normal, estdo apresentados na figura 05, onde
podemos observar a disposi¢io dos Foliculos Lintéides (FL) com finas Zonas Marginais (ZM) e
algumas Arteriolas Centrais (AC). A Polpa Vermelha (PV) tem apresentagdo normal com eritrocitos
abundantes. E possivel observar Trabéculas (T) nestes cortes, compondo o que consideramos ser
um quadro histofisiologico normal para nossas condigdes experimentais.

Bagos de animais infectados com o coronavirus apresentaram cortes histoldgicos
estruturalmente semelhantes aos normais (figura 06) durante os dias de infecgfio analisados.
Notamos a mesma disposi¢do aleatoria dos Foliculos Linfoides, com Zona Marginal visivel e
algumas Arteriolas Centrais e Trabéculas.

A figura 07 compara sob maior aumento (80x) cortes transversais obtidos de animais infectados
e controles no 7° d.p.i.. Nio ha sinais evidentes da influéncia da infecgdo viral sobre a arquitetura do
drgdo nesta situagio. A disposicdo celular do bago mantem-se estavel com nitida orgamizagio
folicular. Na Figura 07(a) podemos observar um Foliculo Linfoide tipico, com bainha linféide
periarteriolar ao redor de uma arteriola.

Ao 11" e 15% d.p.i., ndo foi possivel notar qualquer alteraciio conclusiva na estrutura dos orgios
coletados, mesmo sob observagio em aumento de 80x (ver figura 08). Entretanto, fusio dos
centros germinativos e aumento celular na polpa vermelha podem estar associadas a infecgdo pelo
coronavirus. A presenca de células grandes, possivelmente Megacariocitos (Mc) ou Células

gigantes multinucleadas, ocorre normalmente nos cortes obtidos (figura 09) com uma concentragio
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maior destes tipos celulares nas amostras histologicas obtidas de camundongos infectados. E

possivel que haja alguma relacio entre este fato e a infecgfio viral estabelecida.
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Figura 06 Baces de camundongos CBA/T inoculados com coronavirus no {2) 3% doi 2 (b

T

11% d.pi.. Cortes transversais corados com H-E em aumento de 32x
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Figura 07. Cortes longitudinais de bage de camundongos CBA/F {a} inoculados com
coronavirus e (b} controles, no 7% d.p i, corados com H-E em aumento de 80x.

4



(a)

Figura 08. Cortes longitudinais de baco de camundongos CBA/T {a3) inoculados com
3 ‘ > SLie , : ) £ a,
coronavirus & {b) normais , no 15% d.p.i, corados com H-E em aumento de 80x.
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{2}

(b}

Figura 09 Cortes longiiudinais de bago de camundongos CBA/ {a) moculados com
coronavirus e (b) controles. no 13%d pi., corados com H-E em asumento de 320x.
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DISCUSSAO

Neste trabalho, camundongos CBA/J foram infectados com dose subletal de coronavirus
contida em homogenato de figado e analisados quanto ao comportamento da resposta imune
associada aos hinfocitos B frente a infecgfo viral. Essa ativagio de linfocitos B foi estudada através
da determi‘nag'éo do nimero de células secretoras de imunoglobulinas, da pesquisa de anticorpos
séricos reativos com virus do grupo MHV-3 e da observagio das alteragdes na estrutura histologica
dos bagos de animais infectados durante intervalos pos-infecgdo de até 15 dias.

A infecgdo sub-clinica de camundongos CBA/J com amostras do coronavirus resultou em um
aumento do nimero de células secretoras de imunoglobulinas nas suspensdes celulares de bagos dos
animais infectados quando sfo comparados as determinagdes feitas em animais controle. Um
aumento na ordem de 6.7 a 7.3 vezes foi observado entre 0 7° ¢ o 11* dias pos-infec¢dio na
produgdo total de imunoglobulinas enquanto anticorpos da classe 1gM mostraram aumento entre
4.5 a 5.1 vezes com pico de elevagio no mesmo periodo. Uma queda gradual nos niveis de células
secretoras parece se estabelecer no decorrer da infecgfio. A variabilidade obtida nos dados
experimentais pode estar relacionada com diferentes fatores, entre eles variagdes individuais como
sexo ¢ idade dos camundongos, influéncias de um ambiente convenci_onai de manutengio dos
animais e limitagdes da metodologia. Controles normais, inoculados com suspensdes de hepatoceitos
isogenéticos, também mostraram variagdes nos n(imeros de PFC, com significado estatistico nulo.
Tais variagdes representam um background normal nestes ensaios,

A determinagdo dos pesos dos oOrgdos verificou um aumento que caracteriza uma
esplenomegalia associada & infecgio. Estes dados sinalizam para a ocorréncia de uma ativagio
policlonal de linfocitos B nos animais infectados pelo coronavirus. A pesquisa de anticorpos
reativos com © coronavirus usando MHV-3 como antigeno resultou negativa quando testados pela
técnica de imunofluorescéncia indireta. E possivel que os niveis de anticorpos produzidos sejam

incompativeis para explicar o padrio de estimulagio das células secretoras ao longo das
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observagdes. Anticorpos especificos tém funcio relativa, pois a transferéncia de soro imune de
camundongos resistentes para outro susceptivel nem sempre garante protegio.

A ativacdo de lhinfocitos B pode ser elicitada por diferentes antigenos virais, como
glicoproteinas de virus Sendai e Sindbis, espiculas de Adenovirus, hemaglutinina de Influenza Virus
e outros. Efeitos do MHYV nas fungdes de células B sio relativamente variaveis. Infecgdes de
camundongos C57BL/6 ou (C57BL/6 x A/NF, com MHV-3 levou a um quadro de atrofia do bago
e deplecio de células da linhagem B (LAMONTAGNE ef al, 1989, JOLICOEUR &
LAMONTAGNE, 1990, 1994). Camundongos cromcamente infectados com MHV-3 apresentaram
depressdo nos niveis de imunoglobulinas e na resposta anticdrpica geral seguida por uma
imunizaqéé stmultdnea com eritrocitos de carneiro (LERAY ef af., 1982; VIRELIZIER et al.,
1976). Em contraste, infec¢iio de camundongos CBA/Ryj com MHV-AS9 causa uma
hipergamaglobulinemia, em especial do isotipo IgG2a (COUTELIER ef af., 1988). ModiticagBes no
padrdo de distribuiciio isotipica com predominio da subclasse 1gG2a foram observadas em
camundongos 129/Sv tratados com antigeno protéico solivel e simultaneamente inoculados com
MHV-A59 (COUTELIER et af | 1988, 1991).

Embora nao tenha sido alvo de analise neste trabalho, onde foram verificados os clones
secretores de IgT e IgM, uma produgio intensa de imunoglobulinas especialmente da subclasse
lgG2a foi observada em camundongos infectados com diferentes virus. Camundongos CBA
inoculados intraperitonealmente com adenovirus linhagem FL demonstraram uma importante
proliferacdo esplénica, que se inicia ao 4° d.p.i. e atinge um pico ao 10 d.p.i, indicando que o virus
¢ um potente ativador in vivo de linfocitos B murinos (COUTELIER ef a/., 1990). As subclasses
IgG2a e, em menor extensdo, IgG2b foram amplamente produzidas no curso da infecg¢@o pelo
adenovirus, atingindo um pico de resposta no 10° d.p.i.. Resultados semelhantes foram obtidos
quando camundongos CBA foram inoculados com LDV. E possivel que um comportamento
patologico semelhante se estabelega nas infecgbes pelo coronavirus. O uso de anticorpos
monoclonais anti-CD4, inibidores de linfocitos T-helper, ndo afeta a proliferagdo esplénica, mas
reduz dramaticamente a producdo de IgG pelos esplenocitos de camundongos infectados com
Adenovirus e LDV, sem contudo alterar as proporgdes observadas para as outras subclasses. Estes
resultados indicam que linfocitos T induzem a secrecdo de Ig(G2a por células B que estejam

altamente ativadas, caracterizando uma via T-dependente na resposta a infecciio. E possivel que a
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secrecdo de IFN-y por linfécitos T seja um fator de mediagio na preponderdncia de Ig(G2a
secretadas durante infeccGes virais.

O papel de células T-helper na proliferagdo de linfocitos induzida por virus pode ser similar em
alguns aspectos aquela observada com o parasita 7. cruzi , onde o tratamento com anti-CD4
diminui a resposta policlonal celular induzida pela infecgo parasitaria, inclusive a resposta
blastogénica (MINOPRIO er al , 1987).

O aumento do nimero de células secretoras de imunoglobulinas observado nos camundongos
CBA infectados com ¢ coronavirus foi acompanhado de um processo de esplenomegalia,
caracterizado através do aumento de peso dos Orgios infectados e do numero de células totais
obtidos em nossos protocolos experimentais. Durante a cinética estudada, esta esplenomegalia foi
maxima no 7° d.p.i.. Camundongos 129/Sv, CBA/Rij e CBA/Ht inoculados com MHV-A59
mostraram uma forte esplenomegalia induzida pelo virus, atingindo um maéaximo no 7° dpi.
(LARDANS e¢f al., 1996), com semelhanga aos dados obtidos com o coronavirus,

A histopatologia também ¢ uma metodologia indicada para a pesquisa de infec¢des agudas
pelo MHV. Apesar do aumento quantitativo dos bagos infectados, verificado através dos pesos e do
nimero de células obtidos, a estrutura interna do orgéo mantém-se estavel, com a disposi¢éio tipica
entre polpa branca e vermelha. Os tecidos linfoides da polpa branca se apresentaram de maneira
difusa ou em formagdo folicular, distribuidos de maneira randdmica, em niimeros aproximadamente
equivalentes entre os animais experimentais e controles. A analise do pertil histologico obtido nos
ensaios com camundongos inoculados com coronavirus demonstraram pequenas alteragOes
estruturais provavelmente transientes. Entre as principais observagdes, evidenciamos um aumento
quantitativo no volume dos drgiios. Porém, a infecgBio experimental pelo coronavirus ndo alterou
significativamente a estrutura interna dos bagos. A distribuigio da polpa branca entre a polpa
vermeltha obedece o padrido de normalidade, apesar de um possivel processo de fusio dos foliculos
linfoides e expansdo hematopoiética durante o desenvolvimento da infecgdo. Estes dados coincidem
com os resultados obtidos em outros sistemas de infecgdo, onde alteragdes ou lesdes de origem
patologica s3o brandos e tarnsientes. Se presentes, tais alteracdes se concentram nos tecidos
tropicos a cepa viral utilizada (COMPTON ef o/, 1993). A presenga de células grandes,
provavelmente megacaridcitos ou células gigantes multi-nucleadas, ocorre normalmente nos cortes

histologicos obtidos. Entretanto, observamos uma maior concentragiio destes tipos celulares nas
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amostras de tecido esplénico obtidas de camundongos estimulados com o virus. E possivel que haja
alguma relag8o entre este fato e a infecgfo viral estabelecida.

LARDANS ef al. (1996) mostram secgdes histoldgicas (5pm) de bagos infectados com MHV-
AS59 com estrutura geral preservada, apesar do aumento dos centros germinativos € no namero de
células da polpa vermelha, quando comparados aos controles. Viarios linfocitos, grandes e de
carater blastico, foram encontrados na polpa branca e vermelha dos animais infectados. O indice
mitotico também estava aumentado apds a infec¢do viral. O aumento no nimero de células nestes
orgiios foi confirmado através de analise citométrica. A produgdo de imunoglobulinas, analisada
através de ELISA, foi maxima ao 7% dpt com um predominio da subclasse Ig(G2a. Entretanto, ao
absorver soros imune com diferentes concentragbes do virus e posterior analise (ELISA) do
sobrenadante recuperado, fo1 verificado que os niveis totais de IgG2a eram sé marginalmente
afetados, indicando que a maior parte das Imunglobulinas produzidas apds a infecgio pelo MHV-
A59 ndo eram anticorpos especificos ao virus. A produgio de 1gG2a foi amplamente inibida nos
bacos infectados de ammais que receberam tratamentos com anticorpos monoclonais anti-CD4,
sugerindo que linfocitos T helper s3o importantes neste fendmeno.

Procedimentos histologicos executados com bagos contaminados pelo MHV-3 obtidos de
camundongos com diferentes padrées de resisténcia mostraram algumas alteragdes
histopatologicas, notadamente dose-dependente. Processos degenerativos com deplecio linfocitaria
nas areas de células T, formacdo de células gigantes multinucleadas e necrose ao redor das
arteriolas  centrais  foram observados nos bagos. A infecgdio nfio mata camundongos
imunocompetentes, levando a supor que as lesGes esplénicas e hepaticas observadas se estabilizam
apos a recuperacdo do animal (FUJIOKA ef al., 1985).

A auséncia de anticorpos anti-MHYV, verificada até o 15 dpi, tambem sugere a ocorréncia de
um processo de ativago policlonal. A metodologia usada na pesquisa sorologica através de ensaios
de imunofluorescéncia € recomendada por diferentes autores, juntamente com o método de ELISA.
Entretanto, o conjunto de dados fornecidos pela pesquisa sorologica indica que uma soroconversio
deva ocorrer somente entre o 7° e o 10° dpi. Como a dose aplicada nos ensaios experimentais era
francamente sub-letal, € possivel que o estabelecimento de uma resposta humoral especifica tenha
sido retardada. Em mfecgdes epizodticas de camundongos naive com MHV respiratonio €

esperada uma soroconversdo em aproximadamente 2 semanas pos-infecgiio, com manifestagdes
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variaveis de doenga subclinica, de maneira semelhante ao que acontece em infecgBes enzoodticas
{(COMPTON et al., 1993).

A produgdio seletiva de imunoglobulinas especificas pode representar uma vantagem defensiva
para o individuo infectado, mas a ativagio policlonal de diferentes células seria de algum valor para
a reestruturagdo do equilibrio organico do hospedeiro? Associado a uma estimulacdo policlonal de
células Tewwssicss (YANG et al., 1989), a secre¢io de anticorpos habeis na interagio com diferentes
antigenos, mesmo com baixa afinidade, poderia representar uma primeira linha de defesa, antes que
respostas especificas se estabelecam (COUTELIER ef o/, 1990). Entretanto, em algumas situacdes,
esta ativagdo policlonal generalizada pode culminar em manifestagdes de imuno-deficiéneias e
doengas aultodmunes (KLINMAN & MORSE 111, 1989).

Experimentos com Adenovirus e Lactate Dehydrogenase-elevating Virus (LDV) indicaram que
somente uma pequena fragio destas imunoglobulinas (<5 a 10%) eram anticorpos antivirais,
sugerinde que a maior parte deles decorreram de uma ativagiio policlonal de linfocitos B
(COUTELIER ef al, 1988, COUTELIER & VAN SNICK, 1985). Embora uma fungdo destas
imunoglobulinas na defesa do hospedeiro niio possa ser excluida, € possivel que a ativagio
policlonal induzida por tais viroses possa resultar em reagdes de autoimunidade e processos de
imunodeficiéncias (KLINMAN & MORSE 11, 1989).

Um gamaherpesvirus murino, 0 MHV-68 causa aguda infec¢io respiratoria seguida de uma
latente infecgdio em hinfocitos B. Duas semanas apds a infecgdo ha o estabelecimento de um
marcada esplenomegalia, onde os nameros celulares sdo 2-3 vezes maiores. Analises
citofluorimétricas durante a esplenomegalia revelaram um aumento nos numeros de linfocitos B,
T/CD4' e T/CD8’, com valores maiores para este tltimo. Deplegdo de células T/CD4” elimina a
esplenomegalia e reduz a infectividade (USHERWOOD ¢t ol , 1996).

Apesar do alto grau de disseminacio previsto para os MHV, ¢ possivel manter uma condigdo
experimental controlada quanto a auséncia do virus através da utilizacio de uma estrutura
apropriada na manutengio dos animais, conforme verificado em nossos experimentos. E importante
que o local de manutengfo seja limpo, abrigando poucas caixas de criagio e que o materal em
contato direto com os ammais seja autoclavado antes das trocas. Entretanto, em grandes coldnias
mantidas convencionalmnte, um surto infeccioso pode se alastrar de maneira subclinica, com

algumas alteragOes na resposta bildgica dos camundongos. Alguns laboratérios ja conseguiram
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manter camundongos livres de MHV por até 1 ano em ambientes contaminados através da
utilizagfio de gaiolas de criagdo com armagdes filtrantes rigidas (COMPTON et al., 1993). Embora
MHYV seja de facil inativagio ambiental e desinfecgBo quimica, eles estdo amplamente distrividos,
com alto poder de contagio e mutabilidade.

Desta forma, a utilizagiio de animais convencionais na pesquisa laboratorial pode determinar a
presenca inconveniente de diferentes patogenos naturais a populagio murina (FOSTER ef al.,
1982, SMITH er al., 1983; BIA ef al., 1980, CARRANO e7 al., 1984). Essas infecgdes muitas
vezes sdo de dificil detecgio e podem mascarar respostas biologicas dos camundongos. A condigio
sanitaria do modelo animal, portanto, ¢ um fator determinante para a obteng@io de resultados na
pesquisa biomédica (MELBY & BALK, 1983). Este é um problema de carater multidisciplinar,
afetando diferentes modelos experimentais que utilizam animais de laboratério. E importante, desta
forma, garantir o estado sanitario dos animais utilizados para que n3o haja alteragdes significativas
nos resultados obtidos na pesquisa cientifica. E possivel manter uma estrutura experimental
controlada em condigdes convencionais.

Para evitar a ocorréncia de infecgdes naturais enzooticas nas populagdes murinas € necessaria a
utilizagiio de colonias mantidas sob barreiras, como isoladores, gaiolas protegidas por filtros e
acomodacdes em sistema fluxo-laminar, além do uso de ragio, dgua e equipamentos estéreis. Nas
coldénias mantidas de modo convencional, pode haver um surto infeccioso de dificil prevencio e
controle. A wuplantagio de um Centro Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIB-UNICAMP)
nesta universidade possibilitou a utilizagio de animais SPF (Specific Pathogen Free) de alta
qualidade, minimizando os problemas decorrentes da criagio convencional de camundongos.

Essa preocupacdo com a qualidade sanitaria dos animais de experimentagio acentuou, sem
davida, o questionamento sObre a possibilidade de contaminantes nas cepas de protozodarios
transmitidas em cadeia como forma de manutengio em laboratorio. De fato, fol detectada a
presenca de um coronavirus associado com cepas de 7. cruzi, nos estogues mantidos em nosso
departamento através de repiques periodicos de sangue fresco contaminado em camundongos naive
(RANGEL ef al, 1994}, Este procedimento de manutengio dos estoques pode ter favorecido a
transmissdo dos coronavirus entre os lotes de camundongos usados. A presenga sub-clinica deste

grupamento viral € de dificil detecgio e pode facilmente passar desapercebida durante a infecgzo.
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Desta forma, € possivel que alguns protocolos de modelos experimentais da doenga de Chagas
tenham sido desenvolvidos sob a pressdo de um agente viral contaminante, ou seja, um coronavirus.

Assim, de maneira indireta, este trabalho procurou determinar se o quadro de infecgiio sub-
clinica de um coronavirus associado a cepas originais de 7. cruzi, em camundongos de uma
linhagem padro para esses estudos, exerceria algum tipo de pressdo nos resultados obtidos em
infec¢des concomitantes destes dois microrganismos.

Concluindo, verificamos que a infecgfo de camundongos imunocompetentes com o coronavirus
apresenta um quadro tipico observado para as Coronaviroses. O indculo de uma dose subletal
propiciou o estabelecimento de um quadro subclinico com sintomatologia inaparente, 4 semelhanca
do que acontece com amimais infectados naturalmente ou por via oronasal pelo MHV. Os efeitos
observados  guardam semelhangas com outros diferentes modelos experimentais citados na
literatura, apesar da caracteristica variabilidade de respostas elicitadas pelos coronavirus. E possivel
que tais efeitos atuem concomitantemente quando associados a outras infeccdes, alterando
resultados experimentais. Contudo, apesar da pequena extensio do disturbio causado pela infeccio
sub-clinica, pode haver um comprometimento do quadro geral de parasitismo desenvolvido pelo 7.
cruzi em camundongos, especialmente se a ativagdo policlonal tiver um carater cumulativo. Esta
condi¢io poderia ser explorada comparando-se o comportamento de camundongos infectados pelo
1. cruzi na presenga ou auséncia do virus contaminante. O risco de infecgo natural pode ser
eliminado com o uso de isoladores e animais “SPF”.

Os fenbnemos de ativagio policlonal observados nas infecgdes com algumas cepas do MHV,
inclusive com o coronavirus em questdo, poderia representar um disturbio no sistema imune do
hospedeiro decorrente da infecgdo. Este disturbio seria necessario para o restabelecimento do
equibrio do sistemna, sendo um reflexo da multirreatividade entre os intimeros clones presentes.
Neste contexto, € possivel que a infec¢fio concomitante de 7. ¢ruzi e coronavirus em um animal se
expresse de maneira aditiva, como duas pressdes que se somam para ativar um maior namero de
linfocitos, inclusive aqueles autorreativos. Em uma situacio descontrolada, a formacao de diferentes

clones reativos com estruturas autdlogas pode culminar com processos de imunodeficiéncias e

reagdes posteriores de autoimunidade.
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CONCLUSOES

e A infec¢io de camundongos CBA/J com doses subletais de preparagdes contendo
coronavirus determinou um quadro de fase aguda sub-clinica transiente, associada a uma
ativacdo linfocitaria de células B.

s A infecgdio determinou uma elevagdo dos niveis de células secretoras de imunoglobulinas
totais - IgT alcancando um pico méaximo entre os dias 7° e 11% apds a infecgfio, representando
um aumento da ordem de 6.7 - 7.3 vezes os nimeros normais.

® Os niveis de células secretoras de anticorpos da classe IgM, com um pico maximo no
mesmo intervalo, estavam aumentados 4.5 - 5.1 vezes em relacio aos valores normais.

o A esplenomegalia associada & infecgfio foi maxima no 7* dia, mantendo valores proximos ao
dobro do peso de bagos normais até o 15° dia.

e A andlise histologica dos bagos de animais infectados mostrou uma estrutura geral do orgio
preservada, com alteragBes transitorias da sua organizacio.

¢ A auséncia de anticorpos reativos com virus do grupo MHV-3, pesquisada durante o
intervalo da infecglo, sugere também a ocorréneia de uma ativagdo policlonal.

e A infecgo sub-clinica de camundongos com coronavirus € de dificil detecgiio, em fungio da
auséncia de sinais clinicos evidentes e mortalidade associada. Entretanto, a presenca do
coronavirus pode determinar alteragGes na resposta biologica de camundongos quando usados

como modelo experimental, destacando-se assim a importancia da sua qualidade sanitaria.
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RESUMO
ASPECTOS IMUNOLOGICOS E HISTOLOGICOS DE BACOS DE CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM CORONAVIRUS.

A presenga de coronavirus do tipo MHV foi associado a cepas Y de 7. cruzi usualmente
empregadas em modelos experimentais da Doenga de Chagas, sugerindo que as observacdes
imunohistologicas desenvolvidas nos animais s@io decorrentes da infecgiio concomitante do
protozoario com o virus (Exp. Parasitol. 78:429-431, 1994). Neste trabalho camundongos foram
submetidos a infecglo pelo coronavirus, visando o estudo da ativagiio de linfocitos B esplénicos e
das possivéis alteragdes histologicas nesse Orgio.

Camundongos CBA/J obtidos de colonias “SPF” (CEMIB-UNICAMP) foram inoculados
intraperitonealmente com uma dose da suspensfio viral, determinada através de uma estimativa de
DLsy . Nos dias 3, 7, 11 e 15 pds-infecgdo, os camundongos foram sangrados para a obtengio de
saros e sacrificados a seguir. Os bagos isolados foram pesados e preparadas suspensdes celulares
que foram utilizadas nos ensaios de PFC-reverso, visando a determinacio do nimero de células
secretoras de imunoglobulinas. No mesmo periodo, cortes histoldgicos corados com Hematoxilina-
Eosina foram utilizados para a pesquisa de alteragdes na estrutura interna do 6rgdo. Nesta cinética
de estudo pode-se observar que entre os dias 7 e 11 pds-infecgdo houve um aumento no peso dos
bagos infectados (2 a 3 vezes superiores aos controles) associado com um aumento de 7 a 8 vezes
no numero de células secretoras de imunoglobulinas totais (PFC com anti-IgTotal) e de 5-6 vezes
no numero de células secretoras de imunoglobulinas da classe 1gM {(PFC com anti-IgM). Nio
foram detectados anticorpos especificos anti-MHV nos soros de quaisquer destes animais durante o
periodo de observagiio. Alteragdes histoldgicas foram observadas nas preparagdes de animais
infectados, caracterizadas por uma leve desestruturagdo nas areas de polpa branca e polpa
vermelha, quando comparadas com aquelas de bagos normais.

A alteragdo no perfil de linfocitos B esplénicos de camundongos infectados com o coronavirus,
caracterizada pelo aumento no nimero de células secretoras de imunglobulinas, esta possivelmente
assoctada a um processo de ativagdo policlonal. Assim, uma infec¢fio sub-clinica dessa estirpe viral
associada com outros patdogenos poderd alterar substancialmente a resposta imune de animais

desenvolvendo diferentes patologias.
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ANEXO 1

Tabela . Reagdes antigénicas cruzadas entre Coronaviroses

Grupo ]
HCV-229E'
TGEV
CCv

FIPV

Mamiferos

Grispo 2
HCV-0C43!
-M-H—Vi i
RCV”
SDAV-
BCV

HEV

Aves (rripo 3
BV

(?rup‘u 4
TCV?

Isolados nio-
classificados
HECV!
HCV!
CvV-777
FECV

Loulras .

Muoditicado a partir de WEGE BT AL 1982

Hospedeiro

humanos
porcos
cies
Fclinos

humanos
camundongos
ral08

ratos
beczerros
poTCOS

galinhas

perus

humanos
humanos
POrcos
cavalos

1) viirios isolados, 2) membros altamente relacionadues, 3) Sem reagiio cruzada

Doenga Clinica predomiinante

Respiratdria; Resfriado comum
Gastro-intestinal: Diarréia
idem ant.

Peritonite; Infecglo Maltipia

Respiratorio: Resfriada comum
Encefalomiclite; Hepatite: Diarréia
Preumonite; Rinite

Adenile

Diareéia

Gastro-intestinal: Encefalomiclite

Respiratdria

Enterite

Diarréia
Reslriado comum
idem ant.

tdom ant.



ANEXQO 2

Tabela . Sorotipagem de alguns Coronavirus de Camundongos.

1949

-JHM

-1

2

3

-A59
LIVIM®
-8

LV
-NuabH
Nul, NuA
-S/epe”
-DVIM
-D

-N

1951
1952
1956
1961
1962
1963
1972
1974, 76,77
1973
976
1976
1978
1979

Modificado a partic do WEGL ot ol 1952
* Provanvelments o mesino sorelipa

Efeito no Hospedeiro

Hepatite, Encefalomietite
Hepatite

Hepatite

Hepatite; Ascite
Hepatite, Encefalite
Enterite

Hepatite, Enterite

em Cultura de Hepatocilos

Hepalite; Encefalite
Enterite
Enterite

Enterite; Hepatite

..Hepatite apbs tratamento com Cortisona
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