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RESUMO

O virus Herpes simplex do tipo 1 (HSV-1) € conhecido por causar lesées
cutdneas recorrentes, estabelecendo um estado de laténcia entre as
manifestacbes, porém a mais grave consequéncia da infeccdo por HSV-1 é a
encefalite (HSE), que pode acometer pacientes imunocomprometidos e
neonatos. Uma vez que a infeccdo atinge o tecido cerebral, diversos
mecanismos inflamatérios séo elaborados em resposta ao virus. O objetivo
deste trabalho foi investigar o papel modulador do agonista canabinoide
WIN55,212-2 no desenvolvimento de respostas inflamatérias e
comportamentais em animais portadores de HSE. Foram utilizados
camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade entre 8 e 12 semanas.
Estes animais foram inoculados intracranialmente com 10% unidades
formadoras de placa (PFU) de virus HSV-1, enquanto que o grupo controle ndo
infectado recebeu apenas PBS pela mesma via. Os camundongos também
foram tratados com WIN55,212-2 (1 mg/kg) ou veiculo pela via intraperitoneal
(i.p), sendo que o tratamento teve inicio no dia anterior a infeccéo e continuou
até a eutanasia. Na primeira etapa do projeto, foram utilizados camundongos
infectados néo tratados (HSV+VEH) e infectados tratados (HSV+WIN) para
construir uma curva de letalidade e para avaliar por meio da bateria SHIRPA o
aparecimento de sinais clinicos durante 10 dias apés a infec¢do (10 dpi). Na
segunda etapa foram obtidos dados acerca dos niveis cerebrais de citocinas e
analise histopatoldgica do hipocampo, referentes ao 4° dpi. Para isso foram
utilizados quatro grupos experimentais (camundongos né&o infectados né&o
tratados - CTRL+VEH; camundongos nao infectados tratados - CTRL+WIN;
camundongos infectados néo tratados - HSV+VEH, e camundongos infectados
tratados - HSV+WIN). Na ultima etapa do trabalho, trés grupos tiveram seu
desempenho comparado (CTRL+VEH, HSV+VEH e HSV+WIN) em modelos
animais preditivos de comportamento. Foram avaliadas alteracGes
comportamentais especificas de memaoria e ansiedade nos modelos animais de
Esquiva Inibitéria, Labirinto em Cruz Elevado e Teste de Reconhecimento
Social, realizados entre os dias 1 e 2 dpi. Os animais desta etapa foram
eutanasiados no 3° dpi para a analise microscopica da morte neuronal no

hipocampo. Surpreendentemente, os resultados indicam que sinais clinicos



como perda acentuada de massa corporal, alteracdes nos reflexos, na funcéo
sensorial e rebaixamento no estado neuropsiquiatrico aparecem primeiro em
camundongos HSV+WIN e s6 depois nos animais HSV+VEH. A sobrevivéncia
dos camundongos HSV+WIN também foi menor (100% de mortalidade no 6°
dpi) em comparacédo ao grupo HSV+VEH (100% de mortalidade em 10 dpi). A
memo©ria social de curto prazo também estava prejudicada em camundongos
HSV+WIN enquanto que camundongos HSV+VEH apresentaram apenas
prejuizos leves. Contudo, ndo houve diferencas entre grupos quanto a
aguisicdo, consolidacdo e recuperacdo de memoria aversiva no teste da
Esquiva Inibitéria. No LCE, camundongos HSV+VEH exibiram menor indice de
comportamento do tipo ansioso que os animais HSV+WIN. Os niveis das
citocinas IL-1p e TNF-a se mostraram elevados em camundongos infectados,
independente do tratamento. A morte neuronal no hipocampo e os dados da
andlise histopatoldgica também ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s grupos HSV+VEH e HSV+WIN. Dessa forma conclui-se que o tratamento
com o agonista canabinoide WIN55,212-2 exerceu efeito deletério sobre o
curso da HSE em camundongos da linhagem C57BL/6, acelerando a
mortalidade e promovendo sintomas mais proeminentes da doenca, embora
nao tenha influenciado diretamente os niveis de citocinas nem a perda celular e

tecidual no cérebro dos animais.

Palavras-chave: Herpes simplex, Encefalite herpética, Inflamacéo,
Comportamento, Canabinoides.



ABSTRACT

The Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a pathogen known to cause
recurrent skin lesions and to establish a latent state between manifestations.
However, the most serious consequence of HSV-1 infection is herpes
encephalitis (HSE), affecting mainly immunocompromised patients and
neonates. Once the infection reaches the cerebral tissue, several inflammatory
mechanisms are triggered to defend the host against the virus. The aim of this
research was to investigate the modulatory role of the cannabinoid agonist
WIN55,212-2 on the development of inflammatory and behavioral changes in
mice with HSE. Male C57BL/6 mice, aged 8 to 12 weeks, were used in this
study. These animals were intracranially inoculated with 10% plaque forming
units (PFU) of HSV-1, while the uninfected control group received only PBS by
the same route. Mice were also treated with WIN55,212-2 (1 mg/kg) or vehicle
intraperitoneally (i.p), and the treatment started the day before infection and
continued until euthanasia. In the first stage of the project, we used untreated
infected mice (HSV+VEH) and treated infected mice (HSV + WIN) to build a
lethality curve and to assess the onset of clinical signs, for 10 days post
infection (10 dpi) using the SHIRPA battery. Thereafter, another data set was
obtained on the 4 dpi, regarding the brain levels of cytokines and histopathology
of the hippocampus. For this we used four experimental groups (uninfected
untreated mice - CTRL + VEH; uninfected treated mice - CTRL + WIN;
untreated infected mice - HSV + VEH, and infected treated mice - HSV + WIN).
At last, we assessed specific behavioral changes in animal models of anxiety
and memory, i.e, Inhibitory Avoidance paradigm, the Elevated Plus Maze and
Social Recognition Test, all held between 1 and 2 dpi. Three groups had their
results compared (CTRL+VEH, HSV+VEH and HSV+WIN). Animals from this
experiment were euthanized on 3 dpi for microscopic analysis of neuronal loss
in the hippocampus. Surprisingly, the results indicate that clinical signs (such as
marked loss of body weight, changes in reflexes, sensory function and lowering
in the neuropsychiatric status) first appeared in HSV+WIN mice and then in
HSV+VEH animals. The survival rate of HSV+WIN mice was also lower (100%

mortality on 6 dpi) compared to HSV+VEH group (100% mortality on 10 dpi).



Short-term social memory was also impaired in HSV+WIN mice, whereas
HSV+VEH mice showed only mild damage. However, no differences were
found between groups concerning the acquisition, consolidation and retrieval of
aversive memory in the Inhibitory Avoidance paradigm. In the EPM, HSV+VEH
mice exhibited lower rates of anxiety-like behavior than HSV+WIN animals. The
levels of IL-18 and TNF-a were increased in infected mice, regardless of
treatment. Data from histopathological analysis and quantification of neuronal
death in the hippocampus also did not differ significantly between HSV+VEH
and HSV+WIN groups. Therefore, it is concluded that treatment with the
cannabinoid agonist WIN55,212-2 had a deleterious effect on the course of
HSE in C57BL/6 mice, accelerating mortality and promoting more prominent
symptoms of the disease, although it did not directly influenced the levels of

cytokines or cellular/tissue loss in mice brain.

Keywords: Herpes simplex, Herpetic encephalitis, Inflammation, Behavior,

Cannabinoids.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da inflamacé&o no Sistema Nervoso Central

O sistema imunol6égico em mamiferos é essencial para a manutencéo da
vida e na defesa contra diversos insultos e estimulos nocivos que ameacam a
homeostase. A inflamacdo, que é resultante do processo de defesa do
organismo contra patdgenos, envolve o recrutamento de células do sistema
imune ao local da infeccdo, que agem para controlar a propagacgédo de
microorganismos e promover recuperacdo. Didaticamente, € possivel
reconhecer dois tipos integrados de resposta imune contra um insulto: a
resposta inata e a resposta adaptativa (Rang et al., 2001). O processo
inflamatério compreende a acao inicial (resposta inata) de células inespecificas
(neutrdfilos, eosindfilos, células natural killer, macr6fagos) com consequente
producdo de citocinas, ativacdo de sistemas plasmaticos e liberacédo de outros
mediadores, seguida de etapas especializadas voltadas contra o patdégeno
(resposta adaptativa), como o recrutamento de linfécitos T, ativacdo de
linfécitos B e producédo de anticorpos (Rang et al., 2001).

Diferente do que ocorre em 6rgaos sistémicos, o cérebro ndo depende
exclusivamente da resposta adaptativa ou da infiltracdo de fagoécitos para
reconhecer e eliminar patdgenos; ao invés disso, a resposta imune inata no
sistema nervoso central (SNC) baseia-se na ativacdo de células gliais
residentes, isto €, células dendriticas, astrocitos, microglia e células ependimais
(Hauwel et al., 2005) existindo pouca infiltracdo de neutréfilos e mondcitos
(Rang et al., 2001). A inflamacdo no SNC envolve multiplas e complexas
respostas celulares que incluem a ativacao da microglia e astrdcitos, que levam
a producdo de mediadores inflamatorios como Interferon gama (IFN-y), Fator
de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a), Interleucina 1 Beta (IL-1pB), Interleucina 6
(IL-6), eicosanoides, radicais livres e o6xido nitrico (NO), ativacdo do
complemento e liberagdo de proteinas de fase aguda (Benito et al., 2008).
Todo esse processo pode prosseguir com o influxo de mondcitos e linfocitos do

sangue, producdo de mais substancias inflamatérias, proporcionando a



fagocitose de patogenos e de debris neuronais (Cabral & Marciano-Cabral,
2005; Benito et al., 2008; Loane & Byrnes, 2010).

Na maior parte dos casos, uma resposta inflamatoéria r4pida e robusta -
associada a producdo de citocinas pro-inflamatérias e a capacidade dos
linfécitos T em eliminar células infectadas - sdo essenciais para a resolucédo da
inflamagéo e para determinar as chances de sobrevivéncia do hospedeiro
(Reiss, 2010). Por outro lado, uma exacerbacao da reacao inflamatéria no SNC
pode causar danos aos neurbnios por estresse oxidativo e pela excrecédo de
compostos neurotoxicos (Hauwel et al., 2005; Reiss, 2010). Sendo assim, faz-
se necesséario o equilibrio do processo inflamatorio para que o organismo
consiga responder de forma eficiente e controlada ao insulto.

O sistema imunoldégico e o SNC mantém uma estreita relacéo
bidirecional. O SNC influencia a imunidade pela liberacdo de
neurotransmissores, neuropeptideos e fatores neurotréficos que regulam a
funcdo de diversas células do sistema imune (Jean-Gilles et al., 2010). Ao
mesmo tempo, citocinas produzidas pelas células imunes também sdo capazes
de modular a liberacdo de moléculas bioativas pelo SNC, incluindo
neurotransmissores (Jean-Gilles et al., 2010). Um exemplo dessa comunicacao
entre sistemas provém de células imunes — e em especial macréfagos — que
liberam metabdlitos do &cido araquidénico quando estimuladas (Di Marzo et al.,
1996).

1.2 Encefalite causada pelo virus Herpes simplex tipo 1

Uma grande area de pesquisa em Imunologia se concentra nos
processos inflamatdrios causados por agentes virais no SNC. Dentre 0s
patbgenos humanos mais comuns, esta o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1).
O HSV-1 pertence a familia Herpesviridae, cujos membros incluem o virus
Epstein-Barr, Varicela-Zoster, e o citomegalovirus (Paludan et al., 2011). Sendo
um virus DNA altamente incidente em humanos, estima-se que
aproximadamente 90% da populacdo mundial seja portadora do HSV-1 (Wald
& Corey, 2007). De forma geral, a infeccdo priméaria pelo HSV-1 provoca

perturbacdes epidérmicas periféricas que aparecem em forma de lesdes



vesiculares (tlceras com formacéao de liquido e crosta), na pele e em mucosas,
que desaparecem em cerca de 7 a 13 dias. Ap0s a infecgdo priméaria pela pele
ou mucosa, o0 HSV-1 entra nos neurdnios sensoriais periféricos, sendo
transportado via fluxo axonal retrégrado; atinge o nucleo (em geral localizado
no ganglio trigeminal) onde estabelece laténcia e permanece assintomatico até
0 proximo episodio de reativacdo. As principais propriedades desse virus séo a
capacidade de laténcia em tipos celulares especificos do hospedeiro e a
habilidade de causar infeccao litica em células que suportam a replicacéo viral.
Morfologicamente, o virion do herpes possui DNA de cadeia dupla, um
capsideo que envolve o genoma, uma camada amorfa de proteinas que
compdem o tegumento e uma membrana externa (envelope) que incorpora

glicoproteinas, tal como representado pela Figura 1 (Paludan et al., 2011).

ENVELOPE

TEGUMENTO

CAPSIDEO

DNA

Figura 1. Morfologia do virus Herpes simplex tipo 1. A esquerda: particula viral
visualizada por microscopia eletrénica de transmissdo. A direita: representacio
esquematica mostrando o interior do envelope e capsideo. Adaptado de Rozenberg,
Deback & Agut, 2011.

A complicacdo mais grave da infeccdo por HSV-1 é a encefalite
herpética (HSE), que pode acometer pacientes imunocomprometidos ou
neonatos na proporcao de 2 a 4 casos/milh&o de habitantes/ano, resultando em
uma taxa de mortalidade de 70% se nao for tratada (Rozenberg et al., 2011). A
HSE leva ao desenvolvimento de sintomas como febre, cefaleia, confusdo
mental e crises convulsivas; eventualmente aparecem alucinacdes olfatorias
e/ou gustativas, com a possibilidade de evolugdo do quadro sob a forma de
afasia e hemiparesias (Baringer, 2008). Mesmo quando o tratamento é bem-



sucedido, é possivel a permanéncia de sequelas neurolégicas como perda da
memoria anterograda, anosmia e disfasia (Armien et al., 2010).

O HSV-1 é um virus neurotrofico que afeta particularmente neurénios,
astrocitos e oligodendrécitos, alcancando-os por vias neuroanatdbmicas ao
longo dos nervos trigeminal e olfatério (Baringer, 2008). Quando o virus deixa o
ganglio trigeminal e alcanca o tecido neuronal, o DNA viral e as proteinas de
tegumento do virion (Figura 1) sdo transferidos para o ndcleo da célula
hospedeira para dar inicio a transcricdo de genes virais, replicacdo do genoma
e formacéo do capsideo (Ku et al., 2011) (Figura 2). A replicacdo viral resulta
em morte celular e o desenvolvimento da resposta inflamatéria. Em nivel
histoldgico, a HSE na maior parte dos casos acarreta em lesdes necroticas e
hemorrégicas, distribuidas na regido fronto-temporal (Conrady et al., 2010). Os
prejuizos funcionais da HSE em longo prazo correspondem as lesdes
permanentes que afetam os nucleos amidaloides, hipocampo, insula e giros

orbital e cingulado, no cérebro de pacientes humanos (Armien et al., 2010).

Figura 2. Virions HSV dentro do nucleo de uma célula infectada. A membrana nuclear
aparece no canto superior esquerdo da figura. Fonte: Baringer, 2008.

O controle da infeccdo pelo HSV-1 é alcancado tanto por mecanismos
da resposta imune inata quanto da adaptativa. Em linhas gerais, durante a
resposta inata o controle da infeccdo primaria pelo HSV-1 requer a expressao
de interferons do tipo | (IFN-a/IFN-B), recrutamento de leucdcitos (células
natural killer - NK) e culmina na inducao de respostas especificas de células T



que controlam a replicacdo viral ao produzir citocinas e provocar a lise de
células infectadas (Wuest & Carr, 2008). Uma vez que o virus invade a célula,
inicia-se a tentativa de replicacao viral. Imediatamente, a acdo de macréfagos
(predominantes no infiltrado inflamatério ganglionar) e de células T do tipo
CD8" (essenciais & resposta imune adaptativa ao virus) evitam a sintese
proteica e a replicagcdo propriamente dita (Paludan et al.,, 2011). Outro
importante elemento da resposta imune adaptativa ao HSV-1 séo as células do
tipo T helper 1 (Thl). Nessa resposta, células T auxiliares produzem IFN-y, que
contribui para a estratégia ndo-citolitica de remocé&o de virus (Paul et al., 2007),
e estimulam células com atividade citolitica, como macréfagos e mais células T
CD8", capazes de conter a replicagdo viral (Liu et al., 2000). Uma das
desvantagens do envolvimento de células T do tipo CD8" ¢ a destruicdo de
células infectadas pelo virus, em maioria neurdnios, contribuindo assim para a
neuropatologia associada a HSE. Em decorréncia da resposta imune
desencadeada no SNC apos invasdo pelo HSV-1, tem-se cogitado que a
patogénese da HSE esteja ligada ao papel deletério que a liberacdo
descontrolada de mediadores inflamatérios desempenha sobre o tecido
cerebral (Rozenberg et al., 2011).

1.3 Estudo da encefalite herpética por meio de modelos animais

Modelos animais de infeccdo pelo HSV-1 séo particularmente Uteis no
entendimento da patofisiologia de doencas causadas por este virus e para o
desenvolvimento de novas e mais eficientes terapias. Alguns modelos de
infecgdo por HSV-1 utilizam a rota intranasal (Ashcraft et al., 2008) ou corneal
(Wickham et al., 2005; Dong-Newsom et al., 2010). Nesses modelos, 0 virus
segue uma rota retrégrada de disseminacdo através dos nervos e aloja-se no
ganglio trigeminal ou no bulbo olfatério (Esiri, 1982). Eventualmente o virus
pode alcancar o tecido cerebral e causar um quadro de encefalite herpética.
Contudo, o desenvolvimento de um modelo animal adequado para a HSE deve
mimetizar também a réapida evolugcdo da doenca, que € uma caracteristica

importante do acometimento de pacientes humanos pelo HSV-1.



O modelo de encefalite herpética induzida por via intracranial em
camundongos (Vilela et al., 2008) tem sido uma ferramenta 0til no estudo
dessa doenca, por adequar-se a diferenca de suscetibilidade ao virus em
camundongos C57BL/6 e por provocar em animais os sinais da HSE
encontrados em humanos. Os sinais clinicos da encefalite herpética nos
camundongos incluem ataxia, perda de peso, postura arqueada,
hipolocomocdo e/ou ambulagdo irregular, lesdes oculares, piloerecdo e
tremores, além de convulsdes e coma, nos estagios terminais da doenca (Kopp
et al., 2009; Vilela et al., 2010).

A inoculacdo direta do virus no cérebro produz sintomas observaveis
poucos dias apos a infeccdo. Localmente, o organismo inicia uma cascata de
eventos em decorréncia da invasao do patégeno. Uma vez que reacfes imunes
locais exacerbadas podem causar danos irreversiveis as células neurais, 0
SNC possui mecanismos de protecdo tais como a inibicdo da excitabilidade
celular e diminuicdo da liberagdo de glutamato e outros neurotransmissores
(Benito et al., 2008). A ativacdo do sistema endocanabinoide € outro exemplo
de mecanismo protetor, atuando sobre glia e neurdnios para inibir a expressao
de citocinas inflamatorias e promover a liberagdo de citocinas anti-

inflamatorias, modulando assim a resposta inflamatéria (Benito et al., 2008).

1.4 O Sistema Endocanabinoide

A planta Cannabis sativa tem sido utilizada pelo homem ha milhares de
anos, tanto por suas fibras quanto por propriedades psicotropicas e
terapéuticas (Ameri, 1999). Seu uso ja esteve ligado a rituais religiosos e hoje o
consumo da canabis é proibido em muitos paises por ser considerada uma
droga de abuso. Desde a descoberta do Sistema Endocanabinoide, uma
refinada rede de neurotransmissdo composta por receptores ativados por
substancias presentes na planta e por analogos produzidos endogenamente, a
canabis tem despertado o interesse crescente de pesquisadores de todas as
areas do conhecimento. A partir do isolamento do principal componente

psicoativo presente na planta, o A%-Tetrahidrocanabinol (THC) (Mechoulam &



Gaoni, 1965), cerca de 60 outras substancias extraidas da planta foram

isoladas e descritas como fitocanabinoides.

Quadro 1. Principais canabinoides.

FITOCANABINOIDES

A-9-Tetrahidrocanabinol
(THC)

Agonista parcial de
receptores canabinoides;
propriedades psicoativas

e imunomodulatérias.

Canabinol

Substancia néo-
psicotrépica encontrada
em plantas do género
Cannabis; possui
afinidade por ambos
receptores CB; e CB..

Canabidiol

H.

Substéncia mais
abundante no extrato da
planta; apresenta baixa

afinidade por CB; ou CB,.

ENDOCANABINOIDES

Anandamida

Agonista endégeno de
CB; e CB;,

2-AG

Agonista endégeno de
CB; e CB,




CANABINOIDES SINTETICOS

WINS55,212-2

Agonista total de
receptores canabinoides;
afinidade discretamente
maior por CB,

O passo seguinte rumo ao conhecimento da farmacologia do sistema
endocanabinoide foi dado por Devane e colegas (1988), ao caracterizarem pela
primeira vez um receptor sensivel aos canabinoides, que foi denominado CB;.
Os receptores CB; sé@o expressos mais densamente no SNC, especialmente
em areas limbicas responsaveis pela nocicepcdo e memoaria de curto prazo e
nos nucleos da base (Pertwee, 1999). O receptor CB; esta relacionado a todas
as maiores classes de neurotransmissores e regula a liberagcdo de
transmissores inibitdrios e excitatérios em estruturas cerebrais implicadas em
respostas emocionais, tais como hipocampo, hipotdlamo, amigdala e cortex
pré-frontal (Herkenham et al., 1991; Freund et al., 2003). Dentre as aplicacdes
terapéuticas atribuiveis a ativacdo do receptor CB; encontra-se a atenuacéo de
nauseas e vomitos causados por quimioterapia, acdo analgésica e estimulacao
do apetite em sindromes consumptivas (Howlett, 2002). Entretanto, associados
a estes beneficios clinicos existem efeitos psicotropicos imprevisiveis como
alteracBes na cognicdo e memoria, disforia/euforia e sedacéo, resultantes da
ativacao farmacoldgica dos receptores CB; (Howlett, 2002).

Outro subtipo de receptor canabinoide, o CB,, foi originalmente descrito
como um receptor “periférico”, pois foi encontrado nos tecidos do sistema
imune como baco, tonsilas e timo, bem como em leucdOcitos e mastocitos
(Galiegue et al., 1995). Ambos CB; e CB; sao receptores metabotrépicos que
possuem sete dominios transmembréanicos acoplados a proteina Gip;
entretanto, a distincdo entre esses dois tipos de receptores é feita com base
em suas sequéncias de aminoacidos, mecanismos de sinalizacao, distribuicdo
tecidual e sensibilidade a certos agonistas e antagonistas (Howlett, 2002). O
papel do receptor CB, sobre a modulagéo de respostas neuroinflamatérias tem
sido extensamente investigado, pois este receptor pode alterar o curso da

resposta inata e adaptativa contra patdgenos, regulando negativamente a
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ativacdo de mondcitos e microglia, aléem de evidéncias apontarem para a
expressao deste receptor em células do SNC em condi¢des inflamatérias (Klein
et al., 2003; Cabral & Griffin-Thomas, 2009). Estima-se que haja outros tipos de
receptores canabinoides além dos subtipos CB; e CB,, capazes de serem
ativados por ligantes canabinoides, ainda sob investigacdo (Begg et al., 2005).

Os ligantes enddgenos para receptores canabinoides sdo chamados
endocanabinoides, pertencentes a classe dos eicosanoides e outros derivados
de acidos graxos (Quadro 1). De forma geral, acredita-se que os ligantes
endocanabinoides sejam sintetizados no neurbnio pos-sinaptico pela clivagem
de acidos graxos de membrana (em particular do &cido araquiddénico) em
resposta a um influxo de calcio, e funcionem como mensageiros retrégrados
por atravessar inversamente a fenda sinaptica para ativar receptores CB;
localizados nos terminais axonais, 0 que por sua vez resulta na supressao da
liberacdo de outros neurotransmissores (McLaughlin et al., 2007).

Dois dos endocanabinoides considerados arquétipos no estudo do
sistema endocanabinoide sédo a araquidonoiletanolamida (anandamida, AEA) e
o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG). As acdes farmacolégicas e os efeitos sobre o
comportamento derivados da anandamida indicam similaridade aos efeitos do
THC, e ambos séo considerados agonistas parciais do receptor CB; (Russo &
Guy, 2006).

Diversos analogos sintéticos da AEA e do THC tém sido desenvolvidos e
utilizados em pesquisas experimentais, na busca por fins terapéuticos com o
minimo de efeitos adversos. Drogas que tém perfil farmacoldgico semelhante
ao THC sdo chamadas canabimiméticas, por produzirem uma tétrade de
efeitos caracteristicos do THC em ensaios in vivo, isto €, hipomotilidade,
hipotermia, analgesia e imobilidade postural sustentada (catalepsia). A droga
(R)-(+)-WIN 55,212-2 sal mesilato (doravante WIN55,212-2), pertencente a
classe das aminoalquilindolas, € uma droga canabimimética, desenvolvida
inicialmente como um agente anti-inflamatério e analgésico, e sO
posteriormente foi descoberta sua propriedade de ligar-se a receptores
canabinoides, com afinidade discretamente maior para o receptor CB, do que
para CB; (Compton et al., 1992). A ativacdo de receptores CB; pelo
WIN55,212-2 promove um repertério de eventos semelhantes aqueles

provocados pelo THC, que incluem o bloqueio de canais para Ca®" voltagem-
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dependentes, reducéo da liberacdo de neurotransmissores (glutamato e acido
gama-aminobutirico - GABA), inibicdo da producdo de cAMP e reducdo da
sintese de NO, diminuicdo dos efeitos mediados pela proteina quinase A,
potenciacdo da via de sinalizacdo pela proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) e ativacao de canais para potassio (Jean-Gilles et al., 2010).

Os niveis de endocanabinoides sdo controlados pela acdo de duas
enzimas: a amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH) e a monoacilglicerol
lipase (MAGL) as quais degradam a AEA e o 2-AG, respectivamente (De
Petrocellis & Di Marzo, 2009).

1.5 Modulacédo daresposta inflamatoria central por drogas canabinoides

Tanto canabinoides enddgenos quanto exdgenos podem influenciar o
curso de infecc¢des in vivo e in vitro. Durante a resposta imune inata, as células
imunes aumentam a producdo de endocanabinoides, notadamente AEA e 2-
AG, que atuam como agentes quimiotaticos em conjunto com quimiocinas
(Klein, 2005). Além disso, o 2-AG tem sido implicado nos processos
neuroinflamatérios como um inibidor enddégeno da ciclooxigenase-2 (COX-2),
dessa forma resultando em efeito protetor sobre neurdnios potencialmente
expostos a eventuais danos causados pelos processos inflamatérios no
compartimento cerebral (Zhang & Chen, 2008).

Outra modificacdo em células do sistema imune é o aumento da
expressdo de receptores canabinoides CB, em resposta a determinados
estimulos inflamatérios (Benito et al., 2008). A resposta das células que
expressam CB, pode influenciar ndo sé os processos intracelulares, como
também pode modificar a resposta imune inata e adaptativa do organismo
frente a patdgenos, suprimindo a inflamagcdo e o desenvolvimento de
mecanismos celulares e humorais contra virus (Cabral & Griffin-Thomas, 2009).
Leucdcitos apresentam um padrdo de expressao de receptores CB;, maior do
que de receptores CBi, sendo que células B expressam mais receptores
canabinoides do que células T (Roth et al., 2002). Além deste fato, sabe-se que

a microglia também expressa receptores canabinoides CB; e CB,, além de
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portar tracos fenotipicos de macréfagos, tais como a capacidade de fagocitar
patogenos (Cabral & Marciano-Cabral, 2005; Hauwel et al., 2005).

Diversos estudos sugerem que canabinoides alteram o equilibrio na
producdo de citocinas por parte da glia e de células de perfil Thl e Th2
(Nagarkatti et al., 2009). Enquanto a atividade de células Thl é suprimida,
ocorre 0 aumento da atividade de células Th2 (Klein, 2005). O resultado é a
inibicdo da expressao de moléculas como IL-1, IL-2, TNF-q, IL-6, IL-12, IFN-y e
NO, além da liberagéo das citocinas IL-4 e IL-10 (Croxford & Yamamura, 2005),
0 que promove mudanca de uma resposta pré-inflamatdria para uma resposta
anti-inflamatéria. Em um estudo in vitro, 0 WIN55,212-2 foi capaz de suprimir a
producdo de mediadores inflamatorios ativados por IL-13 em astricitos
humanos (Sheng et al.,, 2005). Outro importante trabalho evidenciou a
supresséao de interferons do tipo | em camundongos tratados com THC (15-100
mg/kg) anteriormente a inoculacdo de virus herpes simplex tipo 2 (Cabral et al.,
1986).

Além das evidéncias de que os canabinoides exercem atividade anti-
inflamatdria, é possivel que o sistema endocanabinoide constitua também uma
estratégia de neuroprotecdo contra danos irreversiveis ao SNC. Isto seria
possivel por meio da modulacdo da atividade glial, inibicdo da transmissao
glutamatérgica, reducdo do influxo de calcio e a subsequente inibicdo de
cascatas de reac0fes citotdxicas, e pelo controle do estresse oxidativo (Burstein
& Zurier, 2009; Tanasescu & Constantinescu, 2010; Downer, 2011). A AEA tem
demonstrado a capacidade de proteger neurbnios contra danos causados pela
inflamacéo (Eljaschewitsch et al.,, 2006). Em modelo de encefalomielite
experimental autoimune, o tratamento com WIN55,212-2 melhorou a
progressdo dos sintomas clinicos em camundongos e exerceu efeitos
terapéuticos (Croxford & Miller, 2003). Em publicacdo de Solbrig et al. (2010), a
administragdo sistémica de 1 mg/kg de WIN55,212-2 por via intraperitoneal
(i.p.) promoveu a oligodendrogliogénese durante o curso da encefalite causada
pelo virus da Doenca de Borna em ratos, sugerindo um papel neuroprotetor
contra danos celulares em modelos de encefalite virais.

A acdo anti-inflamatoria dos canabinoides pode modular as respostas
inflamatorias do hospedeiro contra infecgdes virais agudas, sendo benéfica em

casos de infecgOes persistentes (Reiss, 2010). Embora o receptor CB; seja o
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suposto cerne das investigacbes acerca do papel imunomodulatorio dos
canabinoides (Cabral & Griffin-Thomas, 2009), em modelos de infec¢des virais
o0 receptor CB; também deve ser explorado, devido a sua expressdo em
neurbnios e astrocitos, que consistem nos alvos principais de virus
neurotrépicos como o HSV-1. Eljaschewitsch et al. (2006) encontraram
evidéncia de que a AEA é capaz de suprimir a liberacdo de NO pela microglia
no cérebro inflamado, e que este efeito possa ser obtido pela interagdo com
receptores CB; e CB,. O NO possui grande importancia funcional ao inibir a
replicacao viral de virus como o HSV-1 (Komatsu et al., 1996). Especula-se que
em modelos de infeccdo em que a replicacdo viral seja sensivel a inibicao
proporcionada pelo NO, os canabinoides possam aumentar a replicacao viral e
a gravidade da doenca; ja em infeccdes virais onde a inflamacéo é deletéria,
drogas canabinoides podem ter papel terapéutico (Herrera et al., 2008).

Desta forma, o envolvimento do sistema endocanabinoide nas respostas
inflamatdrias a insultos virais no SNC deve ser estudado caso a caso,
tomando-se como pontos de partida as variaveis do modelo experimental, da

ferramenta farmacologica utilizada e da natureza do patoégeno.
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com dados da literatura que apontam o papel modulador do
sistema canabinoide sobre as respostas imunes, a pesquisa justifica-se pela
gravidade dos sintomas da encefalite herpética, manifestados dentro de um
curto periodo de tempo; pelo alto risco de sequelas cognitivas provocadas pela
doenca mesmo quando tratada e pelo fato de que, em diversos modelos de
inflamac&o in vitro e in vivo, os canabinoides tém demonstrado efeitos anti-
inflamatorios, neuroprotetores e a capacidade de interferir sobre a replicacédo
viral. Contudo, a acdo imunomoduladora dos canabinoides também pode
prejudicar a resisténcia do hospedeiro contra infec¢des, sendo necessaria a
investigacdo do papel modulador de drogas que atuam sobre o sistema
endocanabinoide neste modelo especifico de neuroinflamacdo. Para esta
investigacado, utilizou-se o agonista canabinoide WIN55,212-2 em regime de
administracao sistémica (via intraperitoneal, i.p.).

Os efeitos do tratamento com canabinoides e a participacdo dos
endocanabinoides sobre o desenvolvimento da encefalite herpética ainda néo
foram elucidados; sendo assim, a pesquisa foi desenvolvida também com o
intuito de investigar se 0s canabinoides constituem uma possibilidade

terapéutica para infecgcdes do SNC causadas pelo HSV-1.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o papel do agonista canabinoide WIN55,212-2 na modulacao
de respostas inflamatdrias resultantes da encefalite herpética, induzida em

camundongos selvagens C57BL/6 pela inoculagéo intracranial do virus HSV-1.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os parametros comportamentais de memdéria e ansiedade em

animais infectados tratados e ndo tratados.

b) Estudar o efeito do tratamento com o agonista canabinoide WIN55,212-2

sobre o curso da encefalite herpética em camundongos da linhagem
C57BL/6.

c) Correlacionar os dados obtidos nos testes comportamentais com dados

obtidos a partir da analise da perda neuronal e tecidual.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Os animais utilizados foram camundongos machos da linhagem C57BI/6
(Espécie: Mus musculus) com idade entre 8 e 12 semanas, provenientes do
Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
animais foram mantidos em biotério préprio, em ciclo claro-escuro de 12h/12h,
temperatura e umidade constantes, dispondo de agua e comida ad libitum,
sendo respeitadas as normas gerais para a utilizacdo de animais de
experimentacdo estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA/UFMG), protocolo n® 20/2011 (Anexo I).

4.2 Tratamento

A droga usada no tratamento dos animais foi 0 agonista canabinoide
WIN55,212-2 (Sigma Aldrich, EUA / Cayman Chemical, EUA), cedido pelo

Laboratério de Neuropsicofarmacologia da UFMG. Devido a caracteristica
lipofilica do WIN55,212-2, foi necessério dilui-lo em solucdo de Cremophor®

(Sigma-Aldrich, EUA), DMSO (Dimetilsulféxido, LabSynth, Brasil) e PBS estéril
(solucdo salina tamponada por fosfato, pH 7,4) na proporcdo de 1:1:18,
proporcao esta que, de acordo com a literatura (Brito, 2007; Benamar et al.,
2008), ndo apresenta efeitos bioldgico apreciaveis e que também foi utilizada
como solucao veiculo para o grupo controle. A dose de WIN55,212-2 utilizada
neste estudo foi definida em 1 mg/kg, segundo dados da literatura (Pamplona &
Takahashi, 2006; Bambico et al., 2007; Marchalant et al., 2007; Baek et al.,
2009), para que fosse possivel obter efeitos sobre a resposta inflamatéria sem
que houvesse prejuizos nos testes comportamentais devido a atividade
psicotropica do canabinoide. A droga foi administrada por via i.p., em volume
de 1 mL/kg, sempre ao inicio da fase escura do ciclo circadiano. A duracdo do

tratamento teve inicio um dia antes da infecgéo (-1 dpi) e término no 4° dpi em
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todos os experimentos (Figura 6). O Quadro 2 descreve 0S grupos

experimentais e 0s respectivos tratamentos administrados.

Quadro 2. Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

CTRL+VEH | Grupo de animais controles néo infectados que receberam
injecBes de solugdo veiculo.

CTRL+WIN | Grupo de animais ndo infectados que receberam tratamento
com WIN55,212-2, 1mg/kg via i.p.

HSV+VEH | Grupo de animais infectados com HSV-1 que receberam
injecoes de solucdo veiculo.

HSV+WIN | Grupo de animais infectados com HSV-1 que receberam
tratamento com WIN55,212-2, 1mg/kg via i.p.

4.3 Inducédo da encefalite herpética

Utilizou-se como indculo uma amostra viral HSV-1 cepa EK, isolada de
paciente humano, obtida do Laboratério de Virus (ICB/UFMG). Os animais
foram anestesiados previamente com mistura de ketamina (150 mg/Kg;
Vetbrands, Brasil) e xilazina (10 mg/kg; Syntec, Brasil). A partir da anestesia e
assepsia do local, foram inoculados intracranialmente 102 PFU do virus HSV-1
suspensos em 10 uL de PBS no lado direito da sutura sagital, ao nivel dos
olhos, utilizando-se uma seringa de 30 unidades e agulha de 29 G, de acordo
com protocolo de Vilela et al. (2008). O dia da inoculacéo viral foi considerado o

dia 0 pds-infeccédo (0 dpi).

4.4 Bateria SHIRPA

A Bateria SHIRPA (SmithKline/Harwell/Imperial  College/Royal
Hospital/Phenotype Assessment) é uma ferramenta abrangente para avaliacdo
fenotipica que envolve um conjunto de até 40 testes simples, executados
utilizando-se material padronizado (caixa de polipropileno transparente de 55
cm x 33 cm, cilindro de acrilico transparente de 15 cm de diametro e 11 cm de
altura, grade de aco (malha de 1 cm?), proveta plastica transparente, arame de

20 cm de comprimento, pinga) em uma série de manipulacbes em que o
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camundongo € avaliado na posi¢cao supina e pela suspensdo e apreensao da
cauda. Os testes examinam fungbes autondmicas, espinocerebelares,
neuropsiquiatricas e motoras. O protocolo SHIRPA de andlise priméria foi
adaptado de Rogers et al. (1997; 2001) e foi utilizado para avaliar mudancas
comportamentais e o surgimento de sinais clinicos indicativos de encefalite
herpética em camundongos, durante o curso da infec¢cdo. Os animais foram
avaliados diariamente de -1 dpi até a data de dbito, em escala de pontuagéo
para cada teste adaptada de Hatcher et al. (2001) gerando dados que foram

agrupados em eixos funcionais segundo Lackner et al. (2006) (Quadro 3).

Quadro 3. Parametros constituintes de cada uma dos cinco categorias funcionais
utilizadas na interpretacdo dos resultados do SHIRPA.

Categoria funcional Parametros

Posicionamento visual, reflexo auricular (pinna
Reflexo e funcéo sensorial reflex), reflexo corneal, beliscada dos dedos
da pata traseira, reflexo de endireitamento.

Estado neuropsiquiatrico Atividade esponténea, excitacdo de
transferéncia, escape ao toque, passividade
posicional, mordida, medo, irritabilidade,
agressao, vocalizagéo.

Comportamento motor Posicionamento corporal, tremor, atividade
locomotora, elevagéo pélvica, ambulacéo,
elevagdo da cauda, encurvamento do
tronco, segurar as patas traseiras, manobra
no arame, geotaxis negativa.

Funcéo autonémica Taxa de respiracdo, defecacdo, miccéo,
fechamento de palpebras, piloerecao, cor
da pele, frequéncia cardiaca,
lacrimejamento, salivacéo.

Tonus muscular e forga Forca ao agarrar, tdnus corporal, tbnus dos
membros, tbnus abdominal.

Adaptada de Lackner et al. (2006).
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4.5 Modelos animais preditivos de comportamento tipo-ansioso e de
memaria

a) Teste de Esquiva Inibitoria (Step Down Inhibitory Avoidance Test).

Protocolo adaptado de lzquierdo et al. (1999). Cada camundongo foi
colocado individualmente sobre a plataforma elevada da caixa de esquiva
inibitéria de uma via para camundongos (Insight Ltda.) em trés diferentes
sessOes e a laténcia para que o animal descesse da plataforma foi mensurada
em segundos. Na etapa de treino, os camundongos adquiriram a memoéria do
estimulo aversivo recebendo um choque elétrico nas patas (2000 mA por 2
segundos) ao descer sobre o assoalho da caixa. Cada camundongo foi
imediatamente retirado do aparelho. Uma hora e meia apds o treino, o animal
foi novamente colocado sobre a plataforma e a laténcia de descida foi
mensurada (indice que avalia a memoéria de curto prazo), sendo que nao houve
mais choques nas patas. Vinte e quatro horas depois, 0 animal foi novamente
posicionado na caixa e a laténcia de descida foi registrada como um indice de

memoria de longo prazo. A caixa foi limpa com élcool 70% apds cada sessao.

Figura 3. Fotografia do aparelho utilizado no Teste da Esquiva Inibitoria.
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b) Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze)

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo de Pobbe et al.
(2011). O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) consiste de dois bracos abertos e
dois bracos fechados por paredes laterais medindo 17 cm de altura. Cada
braco mede 30 cm de comprimento por 6 cm de largura, posicionados a uma
altura de 31 cm do solo. O camundongo foi colocado na regido central, de
frente para um dos bracos fechados, permitindo-se livre exploracdo do
aparelho por um periodo de 5 minutos. Durante este tempo, registrou-se 0s
tempos despendidos nas exploragdes dos bracos abertos e fechados, bem
como o numero de entradas com as quatro patas em cada um dos bragos. O
LCE foi limpo com &lcool etilico (70%) apés cada sessdo para remocdo de
pistas olfatorias. Os resultados sdo apresentados como a percentagem média
de entradas nos bracos abertos (%EBA) em relacdo ao numero total de
entradas nos bracos abertos e fechados, e como a percentagem média do
tempo gasto nos bracos abertos (%TBA) em relacdo ao tempo total do

experimento (300 segundos).

c) Teste de Reconhecimento Social (Social Recognition Test - SRT).

O protocolo utilizado foi adaptado de Kasahara et al. (2010). Inicialmente
cada camundongo foi inserido numa caixa de plastico de 40 cm x 30 cm x 17
cm, forrada com maravalha limpa, durante 10 minutos para habituacdo ao

ambiente experimental.
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Figura 4. Imagem registrada durante o Teste de Reconhecimento Social.

ApoOs a habituacdo ao ambiente, um animal jovem de mesma linhagem e
sexo (Animal C) foi acrescido a caixa por 3 minutos e registrou-se o tempo
gasto em interacdo social entre o animal testado e o intruso (i.e., contato
corporal a distancia menor/figual a 1cm, investigacdo oro-genital,
comportamentos de limpeza direcionados ao intruso). Esta exposi¢cdo de 3
minutos ao intruso se repetiu 3 vezes, com intervalos de 10 minutos entre as
sessfes. Na quarta sessdo, foi inserido um animal completamente
desconhecido ao animal testado (Animal D), e o tempo de exploracdo deste
novo individuo foi registrado também durante 3 minutos. O desenho

experimental deste teste encontra-se abaixo:

C1 C2 C3 D

10° 10° 10°

3 3 3 3

Figura 5: Esquema do protocolo utilizado para o Teste de Reconhecimento Social.
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4.6 Eutanasia

O método de eutanasia adotado foi o deslocamento cervical apds
anestesia (mistura de ketamina e xilazina via i.p., 150 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente), realizado por pesquisadores treinados, no 4° dpi (exceto

animais destinados a analise de perda neuronal, que foram eutanasiados no 3°
dpi).

4.7 Preparo de homogenato de cérebro de camundongo

O hemisfério esquerdo do cérebro dos camundongos infectados e
controles, tratados ou ndo, foram retirados e acondicionados a —20 °C. As
amostras foram pesadas (100 mg) e colocadas em 1 mL de solucao inibidora
de proteases (NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%; BSA 0,5%; Fluoreto de
fenilmetilsufonila 0,1 mM; Cloreto de benzeténio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 Ul
de Aprotinina), preparada a partir de uma solucdo de tampéo fosfato (NaCl 8 g,
KCI 0,2 g e Na;HPO4.12H,0 2,89 g diluidos em 1 litro) para preparacdo do
homogenato. Os tecidos foram macerados por um homogeneizador préprio em
velocidade adequada e a solucéo resultante foi centrifugada a 10000 rpm, por
10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado e estocado a —20 °C

até o uso.

4.8 Ensaio de ELISA para deteccdo de citocinas e quimiocinas

Os kits para ELISA (DuoSet) para citocinas de camundongo foram
obtidos da R&D Systems (EUA) e utilizados de acordo com os procedimentos
previamente descritos pelo fabricante. Todos os ensaios foram realizados em
placas de 96 pogos (C96 MicroWellTMPlates, Nunc, Thermo Fisher Scientifc,
Waltham, MA, EUA). As concentragbes de citocinas foram avaliadas no
sobrenadante do homogenato cerebral em diluicdo 1:3 em tampéo
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fosfato:albumina bovina (PBS:BSA 0,1%). Em uma placa de 96 pocos, foram
adicionados 100 pL/poc¢o de uma solugéo contendo concentracdo adequada do
anticorpo de captura especifico diluidos em PBS, pH 7,4. Essa solugéo
permaneceu em contato com a placa durante 18 h a 4 °C e, posteriormente,
lavada 4 vezes com solucdo de PBS e Tween 20 a 0,1%, em um lavador de
placas automatico (ELX50, BioTek Instruments, Inc.). Logo apoés, foram
adicionados 200 pL/poco de solucdo de blogueio PBS:BSA 1%. O tempo de
bloqueio foi de 2 h sob agitacdo constante. Foram adicionados os padrdes das
citocinas em concentracdo calculada previamente e as amostras em duplicata.
As placas foram incubadas por mais 18 h a 4 °C. Apds nova lavagem, foram
adicionados 100 pL/poco de uma solugéo de anticorpo de detecc¢éao, biotinilado
e especifico para cada molécula. As placas foram incubadas por uma hora e
foram lavadas em seguida. Na proxima etapa foi adicionada a placa uma
solucdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase (1:4000; HRP,
Pharmingen). Ap6s 30 minutos, a placa foi novamente lavada e depois
adicionado o tampé&o substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma-
Aldrich, EUA) e H,0O, (Merck, Alemanha). A reacao foi interrompida com &cido
sulfarico 1 M. O produto de oxidacdo do OPD foi detectado por colorimetria em
um leitor de placas de ELISA (Molecular Devices, Spectra Mac 190) com filtro
para o comprimento de onda de 490 nm. A concentracdo referente a cada

amostra foi calculada a partir da curva padrédo correspondente.

4.9 Determinacao da viabilidade neuronal

ApoOs eutanasia, 0 cérebro dos camundongos foi removido rapidamente,
os hipocampos foram dissecados e colocados em solu¢cdo de liquido
cerebroespinhal artificial (LCEA) previamente resfriada a 4 °C e aerada com
mistura de oxigénio (95%) e dioxido de carbono (5%). Cada hipocampo foi
seccionado em fatias de 400 um no fatiador de tecidos. Para analisar a
viabilidade celular das fatias, as mesmas foram coradas com 4,5 uL de etideo
homodimero-1 (2 mM) diluidos em 1,5 mL de meio de incubagdo aerado
previamente com mistura carbogénica. Essa solucdo de marcagéo foi dividida

em placas de 35 mm, sendo uma placa para as fatias da condigdo controle
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(CTRL+VEH), outra para as fatias da condicdo de HSE sem tratamento
(HSV+VEH) e outras para as fatias das condi¢oes de HSE com tratamento com
WIN55,212-2 (HSE+WIN). As fatias foram mantidas nessa solugdo de
marcacao por 30 minutos. Apos isso, elas foram lavadas com 2 mL de meio de
incubacdo aerado por 15 minutos. Depois da lavagem, as fatias foram
colocadas em uma camara de perfusdo para microscépio e foram analisadas
utilizando o microscépio Axiovert Zeiss 200M acoplado ao sistema APOTOME

(Zeiss®, Alemanha).

4.10 Obtencao de imagens no Microscépio de Fluorescéncia acoplado
ao sistema APOTOME

No microscopio foram adquiridas imagens de secc¢bBes Opticas
consecutivas ao longo do eixo Z, com espessura de 2 um, com comprimentos
de onda de excitacdo de 568 nm para o etideo homodimero e emissdo em
598/40. As imagens foram adquiridas com saturacdo da fluorescéncia. A
lampada utilizada foi de mercurio. Estes parametros foram mantidos em todo o

procedimento.

4.11 Quantificacdo das imagens obtidas no Microscopio de
Fluorescéncia acoplado ao sistema APOTOME

Para a realizacdo da analise quantitativa, foi utilizada o programa de
processamento de imagens ImageJ (NIMH, Maryland, EUA). As imagens foram
submetidas a um processamento através de um filtro de ajuste de pixels pela
mediana, com o intuito de reduzir possiveis interferéncias de ruido, e foram
obtidos os histogramas das respectivas imagens. Com o histograma da
imagem foi determinado o valor do limiar basal da fluorescéncia. Apds esse
processamento da imagem, a regido CA1 foi selecionada com uma area pre-
determinada e, assim, foi realizada a quantificacdo manual do numero de

células mortas presentes.
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4.12 Histologia

Apébs eutanasia no 4° dpi, o hemisfério direito do cérebro de cada animal
foi coletado e imerso em uma solugéo de formalina 10% tamponada. A solucao
de formol permitiu a preservacdo da morfologia e composicéo tecidual. Todos
os fragmentos foram submetidos a desidratagédo, com a finalidade de remover a
adgua presente nos mesmos. O processo de desidratacdo foi realizado em
concentracfes crescentes de alcool (alcoois 70, 80, 90 e absoluto) sendo que
os fragmentos permaneceram imersos por um periodo de 30 minutos em cada
alcool. Apés a etapa de desidratacao, foi realizado o processo de diafanizacgéo,
que tem como objetivo tornar o tecido translicido. A diafanizacdo consistiu em
submeter os fragmentos a dois banhos de xilol com duracdo de 20 minutos
cada. Posteriormente, os tecidos foram impregnados e incluidos em parafina.
Os blocos de parafina, contendo os fragmentos do cérebro, foram submetidos a
microtomia, sendo obtidos cortes seriados com 4 pm de espessura. Cada corte
foi colocado em banho-maria para que as fitas fossem esticadas e logo depois
as laminas foram colocadas na estufa para secarem a temperatura de 60 °C. A
coloracdo de rotina HE (Hematoxilina-Eosina) foi realizada nas laminas com
cortes do tecido cerebral para uma observacdo geral das alteracOes
histopatologicas. O processo de coloragdo se iniciou com a imersdo das
laminas em dois banhos de xilol, de duracdo de 15 minutos cada, para
desparafinizacdo. Em seguida estas laminas foram imersas em banhos de
alcool absoluto, alcool 90%, alcool 80%, alcool 70%, e dgua sendo cada um
dos banhos de 5 minutos para hidratacdo. Apés a hidratacdo, as laminas foram
imersas no corante Hematoxilina (corante acido) por 10 minutos, em seguida
lavadas em agua corrente por 5 minutos. A seguir foi feita a diferenciagcdo com
a passagem rapida das laminas em alcool-acidulado. Novamente as laminas
foram lavadas em agua corrente por 5 minutos. Finalizada esta etapa, as
laminas foram imersas no corante Eosina (corante basico), por 30 segundos, e
em seguida lavadas em agua corrente por 1 minuto. Logo apds, as laminas
foram imersas em trés banhos de alcool absoluto rapidamente e levadas a
estufa a 60 °C por alguns minutos para secagem. Depois de secas, as laminas
foram imersas em xilol e montadas com Entellan (Merck, Alemanha) e

laminula. As laminas coradas pela HE foram avaliadas utilizando-se a objetiva
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de 10, 20 e 40X. Nos cortes histologicos o processo inflamatorio foi avaliado de
forma qualitativa em que cada &rea cerebral recebeu um escore dentro de uma
escala de 0 a 4 pontos: 0 = nenhuma patologia; 1 = destrui¢cao tecidual minima
e/ou inflamacdo leve/gliose; 2 = leve destruicdo tecidual e/ou inflamacéo
moderada/gliose; 3 = destruicdo tecidual definitiva (perda neuronal, dano
parenquimal) e inflamacdo intensa; 4 = necrose (perda total de todos os
elementos teciduais com debris celulares associados) A inflamag&o meningeal
foi examinada e graduada de maneira que 0 = nenhuma inflamacédo; 1 = uma
camada celular de inflamacéo; 2 = duas camadas celulares de inflamacéo; 3 =
trés camadas celulares de inflamacao; 4 = quatro ou mais camadas celulares

de inflamacédo (Amaral et al., 2011).

4.13 Tratamento estatistico dos dados

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., EUA) e apresentados como Média + Erro Padréo da
Média (EPM). Para a curva de sobrevida, foi utilizado o método estatistico de
Kaplan-Meier, com teste Log-rank. Os resultados da perda ponderal foram
representados sob a forma de porcentagem com relagcdo ao peso inicial. Os
dados obtidos pelo SHIRPA foram tratados utilizando-se ANOVA de uma via
com poés-teste de Dunnett. Os testes t de Student e ANOVA com pos-teste de
Bonferroni foram utilizados para comparacfes mdultiplas entre dois ou mais

grupos, respectivamente. A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.

4.14 Delineamento experimental

Etapa 1: Curva de letalidade e monitoramento de sinais clinicos usando
a bateria SHIRPA. Dois grupos de animais infectados (HSV+VEH, HSV+WIN;
n=8 cada) foram monitorados diariamente para composicdo da curva de
letalidade. O tratamento com WIN55,212-2 (WIN; 1 mg/kg) foi iniciado no dia
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anterior a inoculacao (-1 dpi) e todos os animais foram submetidos ao SHIRPA
de -1 dpi até o término do experimento.

Etapa 2: Analise dos processos inflamatdrios em curso na encefalite
herpética, em animais tratados e ndo tratados. Quatro grupos (CTRL+VEH,
CTRL+WIN, HSV+VEH, HSV+WIN) foram empregados nos experimentos desta
etapa. No dia anterior a inoculacéo, iniciou-se o tratamento dos animais com
WIN55,212-2 (ou veiculo) que continuou até o 3° dpi. A eutanasia ocorreu no 4°
dpi, com extracdo de fragmentos do cérebro dos animais para analise
histoldgica e ELISA.

Etapa 3: Avaliacdo dos parametros comportamentais de memoria e
ansiedade em animais infectados tratados e nédo tratados e quantificacdo da
perda neuronal no hipocampo. Nos experimentos desta etapa, trés grupos
experimentais (CTRL+VEH, HSV+VEH, HSV+WIN) foram submetidos ao
regime de tratamento com canabinoide, iniciado em -1 dpi e cessado em 2 dpi.
Nos 1° e 2° dpi os animais foram submetidos aos paradigmas comportamentais
Teste de Esquiva Inibitoria (Esquiva), Teste de Reconhecimento Social (SRT) e
Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Os animais foram eutanasiados no 3° dpi
para andlise do tecido cerebral por microscopia de fluorescéncia. O niumero de
animais por grupo nas etapas 2 e 3 é discriminado na secdo de Resultados. A

representacdo esquematica do delineamento experimental consta na ilustracéo

abaixo.
-1 dpi 0 dpi 1 dpi 2 dpi 3 dpi 4 dpi
SHIRPA INOCULACAO SHIRPA SHIRPA SHIRPA SHIRPA
ETAPA 1 WIN WIN WIN WIN WIN WIN
Eutandsia
ETAPA 2 WIN INOCULACAO WIN WIN WIN ELISA
WIN Histologia
Esquiva L.
ETAPA 3 WIN INOCULAGAO Esquiva LCE / SRT B
WIN WIN WIN Microscopia

Figura 6. Desenho experimental representando as etapas da pesquisa.

L
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5. RESULTADOS

5.1 Curvade sobrevida

A curva de sobrevida foi tracada usando-se o método de Kaplan-Meier, a
partir de dois grupos de 8 animais cada: um grupo de animais infectados que
receberam veiculo (HSV+VEH) e um grupo infectado que foi tratado com a
droga canabinoide (HSV+WIN). As primeiras mortes em ambos 0S grupos
infectados comecaram a ocorrer no 4° dpi. No 6° dpi, ndo havia mais animais
vivos no grupo infectado tratado (HSV+WIN). O dltimo animal infectado nao
tratado morreu no dia 10 pés-infeccdo. N&o houve, contudo, diferenca

estatistica entre os dois grupos experimentais.
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Figura 7. Curva de sobrevida de camundongos infectados nao tratados (HSV+VEH,
n=8) versus camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8). Os dados sao
apresentados como percentagem de animais vivos a cada dia pdés-infeccao.
Camundongos HSV+WIN apresentaram 100% de mortalidade aos 6 dpi, enquanto que
camundongos HSV+VEH sobreviveram até 10 dpi. Teste Log-rank, p= 0,1652.
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5.2 Sinais clinicos da encefalite herpética

7

Um dos principais sinais clinicos da HSE é a perda ponderal. Os
resultados aqui apresentados indicam que os camundongos infectados tratados
(HSV+WIN) tiveram maior perda ponderal ao 4° dpi (22,7%) do que 0s animais

infectados nédo tratados (12,6%), com relagcdo ao peso inicial médio de cada

grupo.
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Figura 8. Perda de massa ponderal mensurada no grupo de camundongos infectados
néo tratados (HSV+VEH, n=12) em comparacao ao grupo de camundongos infectados
tratados (HSV+WIN, n=11). O grafico representa o peso médio (em gramas) de cada
grupo experimental, registrado diariamente de -1 dpi a 4 dpi. Para o célculo da
percentagem média de perda de peso, utilizou-se a seguinte férmula:

[100 - {pm registradono #dpt 1:]:])]. Teste t de Student comparando os dois grupos

peso inicial

no 4 dpi, t=2.010, df=21, *p=0.057
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Os animais designados a curva de sobrevida foram monitorados
diariamente desde o dia -1 pdés-infeccdo, utilizando-se a bateria SHIRPA. As
analises de variancia foram realizadas com pdés-teste de Dunnett, tomando-se
como base o desempenho obtido no -1 dpi. O grupo infectado que recebeu
veiculo (HSV+VEH, n=8) comecou a demonstrar alteracdes clinicas a partir do
4° dpi em todas as categorias funcionais analisadas pelo SHIRPA, enquanto
que os animais infectados tratados com canabinoide (HSV+WIN, n=8)
demonstraram alteracbes nos escores ja a partir do 3° dpi nos parametros
“‘Reflexo e fungao sensorial” e “Estado neuropsiquiatrico”, como mostram os
graficos a seguir. Nos demais parametros (comportamento motor, fungéo
auton6mica, tdbnus muscular e forga), tanto os animais infectados tratados
qguanto infectados ndo tratados obtiveram escores semelhantes, com queda
brusca no desempenho a partir de 4 dpi. A comparacéo pelo teste t de Student
do desempenho dos grupos HSV+VEH e HSV+WIN tomando apenas os dados
obtidos no 4 dpi ndo resultou em diferenca estatistica em nenhum dos

parametros avaliados pelo SHIRPA.
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Figura 9. Comparacéo dos resultados obtidos na categoria Reflexo e funcéo sensorial
da bateria SHIRPA entre camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8) e
camundongos infectados nao tratados (HSV+VEH, n=8). Comparados aos animais
ndo tratados (A), os animais infectados que receberam WIN55,212-2 (B) exibiram
alteracBes precoces nos reflexos e nas funcbes sensoriais avaliadas pelo SHIRPA.
ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnett. *p<0,05; ***p<0,001
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Figura 10. Comparagédo dos resultados obtidos na categoria Estado Neuropsiquiatrico
da bateria SHIRPA entre camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8) e
camundongos infectados néo tratados (HSV+VEH, n=8). Camundongos infectados
que receberam tratamento com WIN55,212-2 (B) tiveram um declinio acentuado dos
escores na categoria Estado neuropsiquiatrico, culminando em diferenca significativa
ja a partir do 3 dpi, enquanto que os animais infectados nao tratados (A) apenas
demonstraram declinio em performance a partir do 4° dpi. ANOVA de uma via com
pés-teste de Dunnett. ***p<0,001
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Figura 11. Comparacao dos resultados obtidos na categoria Comportamento motor da
bateria SHIRPA entre camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8) e
camundongos infectados ndo tratados (HSV+VEH, n=8). Ambos os grupos tiveram
declinio significativo nos resultados de comportamento motor a partir de 4 dpi. ANOVA
de uma via com pos-teste de Dunnett. ***p<0,001
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Figura 12. Comparacao dos resultados obtidos na categoria Funcdo autonémica da
bateria SHIRPA entre camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8) e
camundongos infectados néo tratados (HSV+VEH, n=8). A funcdo autonémica dos
animais se manteve constante até o 3° dpi e, 24h apds, os camundongos
apresentaram déficits nos testes que compdem este eixo funcional. ANOVA de uma
via com poés-teste de Dunnett. ***p<0,001
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Figura 13. Comparacéo dos resultados obtidos na categoria Ténus muscular e forca
da bateria SHIRPA entre camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=8) e
camundongos infectados nédo tratados (HSV+VEH, n=8). Foram encontradas
alteracdes perceptiveis em ambos 0s grupos apenas a partir do 4° dpi. ANOVA de
uma via com pés-teste de Dunnett. ***p<0,001
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5.3 Alteracdes comportamentais especificas

Foram encontradas alteragdes comportamentais no modelo preditivo de
ansiedade em roedores, o Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Camundongos
infectados HSV+VEH gastaram maior percentagem de tempo nos bracos
abertos (71,5 = 8,58; n=12) em comparacao aos animais controles CTRL+VEH
(48,77 £ 6,5; n=13) (Teste t de Student; p=0,0439; t=2.133; df=23), enquanto
que os animais infectados tratados HSV+WIN (60,24 %= 6,89; n=11) né&o
diferiram dos controles e nem do grupo HSV+VEH quanto ao tempo de
exploracdo dos bracos abertos. O grupo HSV+VEH também apresentou maior
percentagem de entradas nos bragos abertos (76,12 + 8,14; n=12) em relacao
ao grupo tratado (HSV+WIN, 55,75 + 3,61; n=11; Teste t de Student, p=
0,0379; t=2.215; df=21).
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Figura 14. Avaliagdo do comportamento tipo ansioso exibido no Labirinto em Cruz
Elevado por camundongos controles nédo infectados néo tratados (CTRL+VEH),
infectados tratados (HSV+WIN) e infectados néo tratados (HSV+VEH). Os dados
sugerem que camundongos HSV+VEH (n=12) apresentam um fendtipo
comportamental menos ansioso, detectavel no 2° dpi, enquanto que animais
infectados que receberam WIN55,212-2 (HSV+WIN, n=11) tém desempenho mais
aproximado ao grupo controle (CTRL+VEH n=13). Comparando-se a percentagem de
entradas nos bragos abertos, os animais infectados néo tratados frequentaram mais a
porcdo aberta do LCE em relagdo ao grupo HSV+WIN. ANOVA de uma via com poés-
teste de Bonferroni. *p<0,05.
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No SRT, os animais infectados exibiram déficits pronunciados na
capacidade de reconhecer outros individuos. Animais infectados nao tratados
foram capazes de discernir o individuo desconhecido do individuo ao qual
foram expostos anteriormente no segundo contato (ANOVA de uma via com
pos-teste de Bonferroni, p=0,0264), enquanto que a taxa de interacdo social
dos animais infectados tratados se manteve constante, um indicativo de que

ndo houve aquisicdo de memoria social.
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Figura 15. Avaliacdo da memoria de reconhecimento social em camundongos
controles néo infectados ndo tratados (CTRL+VEH, n=6), camundongos infectados
nado tratados (HSV+VEH, n=6) e camundongos infectados tratados (HSV+WIN, n=6).
Foram detectados déficits na memdria social de curto prazo em camundongos
infectados (B), causados pelo HSV. O tratamento com WIN55,212-2 parece ter
impedido a formagéo de qualquer memoria social (C). ANOVA de uma via com poés-
teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01.
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Na tarefa da Esquiva inibitoria, os resultados nédo apontam diferencas

entre 0S grupos experimentais.
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Figura 16. Resultados obtidos por camundongos controles nao infectados néo
tratados CTRL+VEH (n=14), camundongos infectados nao tratados HSV+VEH (n=14)
e camundongos infectados tratados HSV+WIN (n=6) no Teste de Esquiva Inibitoria.
Nenhuma diferenca entre grupos foi encontrada nas etapas de treino da tarefa
aversiva, memoria de curto prazo (reexposicdo a tarefa 1h30min apols treino) e
memoria de longo prazo (reexposicao a tarefa 24h apos treino). ANOVA de uma via
com pos-teste de Bonferroni.
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5.4 Dosagem das citocinas IL-18, IL-10, TNF-a e IFN-y

Os resultados mostram os niveis de citocinas dosadas no 4° dpi em
camundongos néao infectados e nao tratados (CTRL+VEH, barra branca), nédo
infectados tratados (CTRL+WIN, barra quadriculada), infectados nao tratados
(HSV+VEH, barra preta) e infectados tratados (HSV+WIN). As citocinas IL-1p e
TNF-a foram encontradas em maior quantidade no cérebro de camundongos
infectados, tratados e nao tratados. Os niveis de IL-10 e IFN-y néo
apresentaram diferencas entre os grupos. O efeito do tratamento com
WIN55,212-2 em animais sadios também nédo surtiu diferencas na expressao

destas citocinas.
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Figura 17. Resultado da dosagem de citocinas no sobrenadante de homogenatos de
cérebros de camundongos controles ndo infectados néo tratados (CTRL+VEH, n=12),
camundongos nédo infectados tratados com WIN55,212-2 (CTRL+WIN, n=6),
camundongos infectados n&o tratados (HSV+VEH, n=10) e animais infectados
tratados com WIN55,212-2 (HSV+WIN, n=11). (A) Niveis de IL-1 aumentados em
animais infectados independente do tratamento, em relagdo ao grupo controle. (B)
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Niveis de IL-10 inalterados entre grupos. (C) Niveis de TNF-a aumentados em
camundongos infectados, indiferente do tratamento. (D) Niveis de IFN-y inalterado
entre grupos. ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05.

5.5 Morte neuronal no hipocampo

A analise microscopica revelou perda neuronal significativa no
hipocampo dos camundongos infectados, tanto no grupo nao tratado (13,11 +
1,51; n=5) quanto no grupo tratado com WIN55,212-2 (11,68 + 0,76; n=4),
comparando-se ao grupo controle néo infectado e nao tratado (6,94 + 1,56;
n=4). A contagem das células foi realizada manualmente, como descrito na

secao 4.11.
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Figura 18. Quantificacdo da morte celular no hipocampo de camundongos infectados
nao tratados (barra preta, HSV+VEH, n=5) versus camundongos infectados tratados
(barra cinza, HSV+WIN, n=4), em relagdo ao grupo controle (barra branca,
CTRL+VEH, n=4). O grafico mostra maior nimero de células mortas presentes no
hipocampo de animais HSV+VEH em comparacdo ao grupo CTRL+VEH. ANOVA de
uma via com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05.
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5.6 Andélise histopatologica

N&o foram observadas alteracdes histopatoldgicas significativas entre os
animais nao infectados tratados (CTRL+WIN) ou n&o tratados com canabinoide
(CTRL+VEH), sugerindo que o tratamento com WIN55,212-2 per se néo altera
nenhum aspecto histolégico no cérebro de animais sadios. JA 0s animais
infectados com HSV-1 10? PFU apresentaram meningoencefalite, caracterizada
pela infiltracdo de células mononucleares nas meninges e no parénquima
nervoso. O processo inflamatorio foi detectado em diferentes areas do encéfalo
(cérebro, tronco encefalico e hipocampo) tanto nos animais infectados
(HSV+VEH) quanto nos animais infectados tratados (HSV+WIN). Neurbnios
picnéticos e infiltracdo de células imunes foram observados nas regifes CAl-
CA3 do hipocampo de ambos os grupos de animais infectados (Figuras 19 e
20).
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Figura 19. Analise histopatoldgica de diferentes areas cerebrais de camundongo
infectados néo tratados (HSV+VEH, n=5) em comparacdo ao grupo de camundongos
infectados tratados com canabinoide (HSV+WIN, n=6). Os resultados da analise
histopatol6gica apontam o hipocampo como &rea mais afetada, dentre as estruturas
investigadas, durante o processo inflamatério causado pela HSE. ANOVA de uma via
com pos-teste de Bonferroni.
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Figura 20. Fotomicrografias do encéfalo de camundongos C57BL/6 infectados com
10? PFU do virus HSV-1 por via intracraniana, 4 dias ap6s a infeccdo. A) Aspecto
histolégico normal do cérebro de camundongos nao infectados e nédo tratados
(CTRL+VEH); B) Animais ndo infectados tratados com WIN (CTRL+WIN). C) e D)
Infiltrado inflamatoério de células mononucleares nas meninges do cérebro nos animais
HSV+VEH e nos animais HSV+WIN, respectivamente. E) Animais HSV+VEH:
Presenca de células imunes (asteriscos) no parénquima e tronco encefalico
(encefalite). F) HSV+WIN: Destruicdo neuronal acentuada (setas) associada a
infiltrac@o de células inflamatorias, regido CA2 do hipocampo. A-D: x200. E-F: x400.
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6. DISCUSSAO

O modelo de HSE por inoculacdo intracerebral de virus tem se
estabelecido como um modelo homélogo para o estudo dos mecanismos
imunes envolvidos na infeccdo por HSV-1. Optou-se pelo indculo viral de 102
PFU de acordo com estudos prévios do grupo (Vilela et al., 2008; Vilela et al.,
2009; Vilela et al., 2010) em que esta carga viral se mostrou adequada quanto
aos parametros de neuroviruléncia e reprodutibilidade do modelo.

Neste estudo, utilizou-se uma ferramenta farmacoldgica com o intuito de
investigar o papel do sistema endocanabinoide na modulacdo de respostas
inflamatorias resultantes da encefalite herpética, induzida em camundongos
selvagens C57BL/6 pela inoculacdo intracranial do virus HSV-1. Uma
caracteristica importante do uso de canabinoides em modelos animais é o
efeito sobre o comportamento. Em roedores, as drogas canabinoides produzem
uma tétrade de efeitos farmacoldgicos, isto €, hipotermia, antinocicepcao,
hipolocomocé&o e catalepsia, observaveis em fung¢édo da dose. Para minimizar o
impacto causado por esses efeitos, a dose de canabinoide foi cuidadosamente
escolhida e o comportamento do animal foi monitorado com o auxilio de
distintas provas comportamentais, realizadas sempre antes da administracao
do farmaco.

Os resultados obtidos demonstram que canabinoides participam do
processo inflamatoério envolvido na encefalite herpética; contudo, agravando
parte dos sinais clinicos. O tratamento subcrénico com 1 mg/kg do agonista
nao-seletivo WIN55,212-2 resultou em antecipacéo da mortalidade de animais
infectados, maior perda de massa corporal, aparecimento precoce de
alteracdes clinicas — relacionadas aos reflexos, funcées sensoriais e estado
neuropsiquiatrico — além de prejuizos na memoria social. Os niveis de citocinas
e a perda celular e tecidual ndo sofreram influéncia do tratamento entre os
grupos de animais infectados. Particularmente no Labirinto em Cruz Elevado,
um paradigma preditivo de comportamento ansioso, 0 tratamento com
WIN55,212-2 pareceu conter a ansiblise exibida pelos animais infectados.

A dose de WIN55,212-2 adotada nos experimentos (1 mg/kg) foi

escolhida com base em trabalhos que investigaram o papel modulador desta
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droga sobre a inflamacdo (Marchalant et al., 2007) e do impacto dessa droga
sobre o desempenho comportamental em modelos animais. Ja esta bem
descrito na literatura que doses acima de 1 mg/kg afetam o desempenho motor
e cognitivo de roedores em modelos preditivos de comportamentos (Pamplona
& Takahashi, 2006; Bambico et al., 2007; Baek et al., 2009). Uma das etapas
do presente estudo objetivou avaliar os parametros comportamentais de
memodéria e ansiedade em animais infectados tratados e ndo-tratados em funcéo
do curso da encefalite herpética, com a minima interferéncia do fendbmeno
conhecido como dependéncia de estado (state dependency), em que estados
neuro-humorais diferentes em cada fase da testagem comportamental alteram
a aquisicdo e evocacdo de comportamentos, vinculando-os ao estado
apresentado pelo animal em um ou outro momento. Sendo assim, 0
delineamento experimental foi definido de forma que toda a avaliacédo fisica e
cognitiva dos animais se concentrasse na fase clara do ciclo circadiano, e a
administracdo da droga encerrava a sessao experimental diéria, ocorrendo no
inicio da noite. Com esta medida, esperou-se minimizar os efeitos psicotropicos
da droga e salientar as alteraces comportamentais derivadas da doenca.

Em experimento inicial, a curva de sobrevida teve por objetivo prover
informacdes acerca da neuroviruléncia do inéculo de 102 PFU do virus HSV-1
em animais C57BL/6 ndo tratados em relacdo aos animais tratados com
WIN55,212-2. Apesar de a diferenca néo ter sido estatisticamente significativa
entre as curvas, a mortalidade total do grupo de animais tratados foi atingida no
6° dia pos-infeccado e diferiu daquela demonstrada pelos animais do grupo nao
tratado que conseguiram estender a sobrevivéncia até o 10° dpi. Este dado,
tomado em conjunto com a perda ponderal também exibida pelos animais
tratados nos quatro primeiros dias ap0s a infeccdo, sugere que animais
tratados com o canabinoide WIN55,212-2 tém um pior prognéstico para a
encefalite herpética do que os animais infectados sem tratamento algum.
Interessantemente, o WINS5,212-2, um agonista de receptores CB; cuja funcéo
bioldgica estéa ligada ao aumento do apetite (Merroun et al., 2009), ndo exerceu
este efeito particular neste modelo animal de HSE. Especula-se se a perda
ponderal nesses animais possa ser resultante da diminuicdo da ingestdo de

racao ou mesmo da capacidade de alimentar-se.
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No mesmo experimento inicial, utilizou-se a bateria SHIRPA, uma
importante ferramenta diagnostica que acompanhou a evoluc¢do da doenga nos
animais. Na categoria Reflexo e Funcdo sensorial, os animais HSV+WIN
apresentaram maior escore no 3° dia pés-infeccdo, em comparacdo ao nivel
basal (-1 dpi). A drastica queda de desempenho nestes testes no 4° dia sugere
gue os animais tratados desenvolvem a hiperreflexia e hipersensibilidade como
sintomas precoces da doenca. A observacdo mais proeminente obtida através
do SHIRPA encontra-se na categoria Estado Neuropsiquiatrico. Nos animais
infectados nao tratados, o declinio nesta funcdo € gradual, atingindo
significancia estatistica no 4° dpi. Contudo, os animais infectados tratados
demonstraram déficits jA no 3° dpi. A execucdo e interpretacdo do SHIRPA
devem ser realizadas por experimentador treinado e é imprescindivel levar em
conta a configuracdo experimental. Nos estagios finais da HSE, a perda
ponderal é acentuada e pode impactar os resultados de tbnus abdominal e
corporal. Além disso, uma caracteristica marcante no desenvolvimento da
doenca € a ataxia, notada pelo arrastamento de um ou dos dois membros
posteriores do animal. Nesta fase, que em nossos estudos se iniciou por volta
do 4° dpi, todas as categorias foram afetadas e os animais obtiveram piores
escores no SHIRPA. Sendo este um modelo agudo de infecgcdo, alteracdes
drasticas podem ocorrer em um periodo de 24 h. Animais que apresentam
sinais clinicos leves podem vir a 6bito no dia seguinte, bem como animais que
ja apresentam sinais avancados da doenca podem sobreviver por um periodo
maior. Esta configuracdo experimental, em parte, justifica o elevado erro
padrdo da média dos grupos. Mesmo sendo considerada uma bateria de
avaliacdo do estado geral dos animais, 0 SHIRPA revelou alteracdes desde o
3° dia poés-infeccdo em duas das cinco categorias funcionais avaliadas, mais
uma vez corroborando o pior desempenho dos animais tratados com
canabinoide em relagéo aos animais nao tratados.

Desta forma, as informacgdes obtidas pelo SHIRPA sobre o aparecimento
de sinais clinicos foram de suma importancia na etapa seguinte da pesquisa.
Foi elaborado um desenho experimental abrangente de testes
comportamentais levando-se em consideracdo: a) dados da literatura, que
apontam a maior destruicdo tecidual nas regifes fronto-temporais e limbicas

devido ao neurotropismo do HSV-1 (Baringer, 2008); b) dados obtidos pelo
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SHIRPA, em que a manifestacdo de sintomas no 3° dpi indicou que qualquer
manipulacéo experimental dos animais deveria ser realizada previamente, nos
dias 1 e 2 poés-infeccdo, e ¢) conhecimento sobre os testes comportamentais
escolhidos (LCE / SRT / Esquiva Inibitéria).

De acordo com os resultados do LCE, realizado no 2° dpi, os animais
infectados nado tratados (HSV+VEH) exibiram um fend6tipo menos ansioso,
demonstrado por maior tempo e frequéncia de exploragéo dos bragos abertos.
O comportamento dos animais HSV+WIN esteve mais proximo dos animais
CTRL+VEH, sugerindo que o tratamento com canabinoide atenuou o
comportamento aberrante causado pela doenca nos animais nao tratados. E
possivel que o comportamento dos animais HSV+VEH tenha sido causado pelo
inicio da perda neuronal no hipocampo ou da destruicdo especifica de vias
responsaveis por este comportamento.

O SRT contribuiu para a caracterizagéo fenotipica dos animais afetados
pela HSE. Adaptacdes ao protocolo do teste foram necessarias para
adequacdo ao modelo experimental da HSE e por esta razdo o SRT forneceu
dados relacionados a memoéria social de curto prazo dos animais. Esta tarefa
ndo-condicionada é baseada no impulso inato de um animal adulto em
investigar outro de mesma espécie, de forma que nenhum fator adicional é
envolvido (punicdo ou reforco) (Engelmann, 2009). O estimulo olfatorio é a
principal fonte de aquisicdo de memadria neste teste, sendo de alta relevancia
etoldgica, visto que o olfato fornece pistas vitais sobre o0 ambiente para os
camundongos (Richter et al., 2005). Os resultados permitem a comparacao do
desempenho do animal tendo por base seu proprio rendimento basal, para uma
analise estatistica mais apropriada. Este teste também revelou pior
desempenho mnemonico dos animais tratados com WIN55,212-2. Sabe-se que
o bulbo olfatério € uma das regibes para a qual o HSV-1 apresenta maior
neurotropismo, além do hipocampo e outras areas temporais (Rozenberg et al.,
2011). Portanto, j& se esperava que devido a infeccdo viral, a destruicdo de
neurdnios no bulbo olfatério e hipocampo resultasse em algum grau de perda
da capacidade de adquirir e manter a memoria social. Isto foi confirmado no
resultado dos camundongos HSV+VEH, que investigaram mais o animal
desconhecido do que o animal ao qual foram expostos repetidamente (na 22

exposicdo), o que sugere a diminuicdo na capacidade de reter a memodria
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social, embora ainda sejam parcialmente capazes de adquirir a memoria. Os
animais HSV+WIN, em contrapartida, tiveram o mesmo indice de exploragcao
do intruso nas trés exposi¢cdes consecutivas e ndo foram capazes de discernir
entre o animal conhecido e o animal desconhecido na ultima sessdo. Um teste
para detectar anosmia seria complementar aos resultados obtidos no SRT,
para investigar se o efeito obtido foi causado por perda da capacidade
mnemonica ou do olfato.

Sem revelar diferencas significativas entre grupos, o teste da Esquiva
Inibitéria pode ser alvo de duas importantes consideracfes: o protocolo
experimental necessita de dois dias para a realizagcdo do teste, que foram
estabelecidos nos dias 1 e 2 pdés-infeccdo. O modelo de HSE tem uma
evolucdo muito rapida dentro do periodo de 24h, de maneira que o animal pode
apresentar-se assintomatico em um dia e ter uma piora clinica drastica no dia
seguinte. Em modelos de inflamagdo como a HSE, em que a doencga evolui
rapidamente, é preferivel utilizar protocolos experimentais que durem menos de
24h. Outra consideracdo sobre o uso deste paradigma comportamental é a
existéncia do estimulo aversivo (choque), acionado como reforco negativo no
teste da Esquiva Inibitéria, pois isto impde a dificuldade em dissociar as areas
cerebrais envolvidas na associacdo do estimulo daquelas vias que sao
essencialmente implicadas no processamento emocional de estimulos
condicionados e n&o-condicionados (Richter et al., 2005).

Cabe ressaltar que os testes comportamentais (LCE / Esquiva inibitéria /
SRT) foram realizados nos dias 1 e 2 dpi e revelaram altera¢des que ndo foram
apreendidas pelo SHIRPA. A integracdo de dados obtidos pelo SHIRPA e pela
bateria de testes comportamentais especificos proporcionou planejamento
experimental mais adequado, pois salientou as vantagens e desvantagens de
cada modelo de avaliacao e foi mais sensivel ao aparecimento de sintomas em
sequéncia temporal. A inclusdo de testes comportamentais especificos no
modelo de encefalite herpética trouxe um avangco em pesquisas que utilizam
este modelo, no sentido de aumentar a sensibilidade e fidedignidade do modelo
animal em relagdo ao quadro clinico humano. As alteragdes comportamentais
visiveis desde o 2° dia ap0s a infec¢cdo nao foram detectaveis por outros meios
e precederam os sinais fisicos da doenca. Outra grande contribuicdo desta

etapa da pesquisa esteve relacionada ao uso de canabinoide. Embora os
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animais ndo estivessem sob efeito imediato da injecdo de WIN55,212-2, é
possivel que o uso subcrdnico da droga tenha interferido nos resultados
comportamentais. O estudo da memoéria engloba diversos fatores como a
natureza da tarefa, as areas cerebrais envolvidas e os estagios da formacéo de
memorias, e é possivel que o tratamento com canabinoide tenha interferido em
todas essas variaveis (Bambico et al., 2009; Marsicano & Lafenetre, 2009).
Neste caso, a inclusao de mais um grupo experimental ndo infectado e tratado
(CTRL+WIN) forneceria dados acerca desta possivel influéncia do tratamento
per se sobre o comportamento, embora outros autores ja tenham discutido o
efeito do WIN55,212-2 sobre a memaria (Pamplona & Takahashi, 2006; Baek
et al.,, 2009; Marsicano & Lafenetre, 2009; Nasehi et al., 2010) e ansiedade
(Patel & Hillard, 2006; Rutkowska et al., 2006) em modelos animais.

Verificou-se que os niveis das citocinas IL-18 e TNF-a no 4° dpi estavam
aumentados, tanto em animais infectados tratados quanto nos animais né&o
tratados. O controle da infeccdo por HSV-1 é realizado por um conjunto de
respostas imunoldgicas que incluem a expressao de citocinas, recrutamento de
leucdcitos — incluindo as células NK — e a inducdo de respostas antigeno-
especificas por parte de células T (Vilela et al., 2008). Ja foi demonstrado que o
TNF-a é capaz de proteger animais C57BL/6 da encefalite herpética quando o
virus é inoculado perifericamente (Vilela et al., 2010), e que é possivel detectar
niveis elevados de TNF-a em cérebros de camundongos infectados
intracranialmente pelo HSV-1 ja no 3° dia pés-infeccdo (Vilela et al., 2008), de
forma que os resultados encontrados nesta pesquisa endossam resultados
prévios descritos na literatura. A acdo anti-inflamatoria do WIN55,212-2 é
associada a reducéo da capacidade de diferenciacéo das células T CD4" naive
em células efetoras de perfil Thl (Croxford & Miller, 2003), que produzem, por
sua vez, as citocinas IFNy e TNF-a. Contudo, uma vez que o0s resultados da
dosagem de IFNy e TNF-a nao diferiram entre animais tratados e n&o tratados,
propde-se que o WIN55,212-2 neste modelo ndo atuou de forma significativa
sobre as células imunes ou sobre a producédo de citocinas, e sim por outros
mecanismos, possivelmente pela inibicdo da via de sinalizagéo de NO.

Ja foi demonstrado por Sheng et al. (2005) que o WIN55,212-2 é capaz
de inibir a NO sintase induzivel (iNOS) e assim reduzir a produ¢céo de NO por

astrocitos estimulados pela IL-1. Herrera et al. (2008) utilizou um virus (virus da
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estomatite vesicular, VSV) cuja replicacdo é sensivel aos efeitos antivirais do
NO para demonstrar o efeito do tratamento in vitro de células neuronais com
WIN55,212-2. A droga inibiu a sintese de 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS)
de maneira Ca*-dependente e antagonizou a resposta antiviral do IFN-y em
controlar a replicacdo viral. Sendo assim, embora a sinalizacdo por NO né&o
tenha sido diretamente abordada nesta pesquisa, € possivel inferir que os
efeitos do WIN55,212-2 tenham sido frutos das alteragdes nesta via. Nos
neurénios, o efeito antiviral do IFN-y envolve o aumento da producdo de NO
pela sintese da enzima nNOS e que esta enzima € dependente de célcio e
calmodulina (Herrera et al., 2008). Uma vez que uma das aces do WIN55,212-
2 é limitar o nivel de Ca®" intracelular, um possivel mecanismo pelo qual o
WIN55,212-2 antagoniza o efeito antiviral do IFN-y seria pela inibicdo da
sintese de NO.

Os resultados do SRT reforcam esta hipétese dos efeitos do WIN55,212-
2 serem mediados pela reducédo na producdo de NO. O estudo de Kendrick et
al. (1997) destacou o papel do NO sobre o aprendizado olfatério. Segundo os
autores, a inibicdo da nNOS impede a potenciagao da liberacdo de glutamato e
a formacdo de memodrias olfativas. Portanto, a incapacidade dos animais
HSV+WIN de adquirir a memoéria social pode ter sido também um resultado da
modulagdo negativa do WIN55,212-2 sobre as enzimas sintetizadoras de NO,
impedindo a formacg&do da memaria olfativa necesséria para a discriminacéo dos
individuos no SRT. Neurotransmissores classicos como o glutamato, que séo
modulados por canabinoides (Fernandez-Lopez et al., 2006), também podem
ter participacdo sobre as diferengcas comportamentais exibidas pelos animais
infectados tratados.

A morte neuronal no hipocampo, avaliada nos animais eutanasiados no
3° dpi, revelou-se semelhante nos grupos HSV+VEH e HSV+WIN. A perda
neuronal associada a HSE é resultante da lise diretamente causada pela
replicacdo viral e pela resposta imune citolitica (Rozenberg et al., 2011). Isto
indica que o tratamento com WIN55,212-2, na forma com que foi administrado
neste estudo, ndo agiu controlando a replicacdo viral nem suprimindo a

atividade citotoxica de linfocitos T.
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Dentre as areas observadas quanto a danos teciduais, o hipocampo
recebeu escores mais altos, corroborando o dado da literatura que aponta o
tropismo do virus HSV-1 por esta regido especifica do cérebro. Ndo houve
diferencas entre os grupos HSV+VEH e HSV+WIN. O tratamento com
WIN55,212-2 somente, na auséncia de processo patolégico no cérebro, ndo
causou perda tecidual relevante. As alteracbes comportamentais detectadas
em animais infectados, independente do tratamento, podem em parte ser
justificadas pela destruicdo especifica do hipocampo, embora ndo pareca ser
este o Unico fator determinante para as diferengcas comportamentais entre
animais tratados e nado tratados. Como discutido anteriormente, tendo por base
que a ativacdo farmacoldgica de receptores CB; altera a liberacdo de
neurotransmissores e neuropeptideos, esta acdo pode ter contribuido para o
fendtipo comportamental dos animais HSV+WIN.

Futuras perspectivas para este trabalho incluem a investigacdo da
modulacado da via de sinalizacdo do NO pelo agonista canabinoide WIN55,212-
2, que em Ultima instancia pode ter sido essencial no engendramento dos
efeitos imunoldgicos e comportamentais obtidos nesta pesquisa. Outra questao
a ser investigada € se o canabinoide WIN55,212-2 interferiu na replicacéo viral,
visto que néo foi realizada a titulagéo no tecido cerebral dos animais infectados.
Além disso, uma abordagem farmacoldgica mais abrangente, com o uso de
outros canabinoides neste mesmo modelo experimental de HSE, é
recomendada, seguida de um estudo acerca de como canabinoides interferem
na cinética da doenca e na liberacdo de neurotransmissores. Seguindo a
distribuicdo dos receptores canabinoides no cérebro, o estudo histolégico de
outras regides encefalicas também pode elucidar outras formas de intervencéo
dos canabinoides na encefalite herpética e nos processos neuroinflamatorios.
Por fim, a incorporacdo de outros testes comportamentais que podem ser
sensiveis as alteracbes causadas pela encefalite herpética também séo
possibilidade a serem exploradas em estudos futuros, de forma a contribuir

para o entendimento da patogénese da HSE.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu com a investigacdo da atividade da droga

canabinoide WIN55,212-2 na modulacdo de respostas inflamatdrias resultantes

da encefalite herpética induzida em camundongos selvagens C57BL/6 pela

inoculacdo intracranial do virus HSV-1. Com base nos resultados desta

pesquisa, conclui-se que:

O tratamento com o agonista canabinoide WIN55,212-2 exerceu efeito
deletério sobre o curso da HSE em camundongos da linhagem C57BL/6,
acelerando a mortalidade e promovendo sintomas mais proeminentes da
doenca, embora ndo tenha influenciado diretamente os niveis de

citocinas nem a perda celular e tecidual no cérebro dos camundongos.

O processo inflamatério causado por inoculacdo intracranial de 10 PFU
do virus HSV-1 em camundongos, acarretou em alteracdes precoces de
comportamento, com consequente perda neuronal e tecidual nos grupos
tratados e nao tratados. Camundongos infectados nao tratados
(HSV+VEH) apresentam déficits na memoria social de curto prazo e um
comportamento aberrante de desinibicio em modelo preditivo da
atividade ansiolitica. Camundongos infectados tratados (HSV+WIN)
tiveram desempenho insatisfatério no teste de reconhecimento social e
comportamento mais ansioso no labirinto em cruz elevado em
comparacdo ao grupo HSV+VEH. Os sinais clinicos da encefalite
herpética e as alteracbes comportamentais foram detectados logo no
segundo dia pés-infecgdo com o uso de modelos animais mais sensiveis

do que protocolos de avaliagdo generalizados.

Os dados obtidos nos testes comportamentais de avaliagdo da memaria
e niveis de ansiedade foram condizentes com o dano tecidual nas
regides investigadas, isto €, no encéfalo, meninges, tronco encefélico e
hipocampo. A acentuada perda neuronal no hipocampo, vista no 3° dpi,
foi confirmada pelo prejuizo no desempenho dos camundongos quando

expostos as tarefas hipocampo-dependentes no 2° dpi.
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Anexo Il - Artigos completos publicados em periédicos



