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RESUMO



O virus da Dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, e é
classificado em quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV 1-4). A
Dengue € a principal arbovirose que acomete o homem na atualidade e, além
disso, a virose urbana mais difundida no mundo. Estima-se que
aproximadamente trés bilhdes de pessoas estdo sob risco de contrair a doenca
em regibes tropicais e subtropicais, representando um grave problema de
saude publica. Ndo obstante, ndo héa tratamento especifico, tdo pouco vacinas
disponiveis para a prevencao desta doenca. Esses fatores se associam a uma
escassa compreensdo da patogénese devido a falta de modelos animais que
mimetizem a infecgdo observada em humanos. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi identificar se ha alteracdes cardiacas em um modelo
murino de Dengue (DENV-3), bem como caracterizar 0S mecanismos
envolvidos nestas alteracdes. Para isso foi caracterizado um modelo de
infeccdo murino utilizando um isolado clinico do sorotipo-3 do virus (DENV-3) e
camundongos da linhagem BALB/c. Os camundongos infectados com o virus
da Dengue perderam peso, sucumbiram a infeccdo de maneira indculo
dependente, apresentaram importantes alteracdes hematoldgicas, carga viral
detectavel em 6rgdos alvo e no sangue, dano hepatico e hemorragia tecidual
nos pulmdes e intestino. O sorotipo-3 do virus da Dengue adaptado ao
camundongo utilizado neste estudo foi eficaz em induzir a infeccdo e mimetizar
0s sinais e sintomas observados na forma grave da doenca em humanos.
Sabe-se que o0 desenvolvimento de resposta inflamatéria sistémica
descontrolada ao virus é causa de maior morbidade/mortalidade associada a
infeccdo. No modelo em estudo, ocorreu uma resposta inflamatéria sistémica,
caracterizada por aumento de permeabilidade vascular, recrutamento e
ativacdo de leucécitos e producdo marcante de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias. Observou-se também importante reducdo da pressao arterial,
aumento de freqUéncia cardiaca, intenso aumento de permeabilidade vascular
e hipovolemia, sugerindo que os camundongos apés a infec¢cdo apresentam
choque hipovolémico. Foi detectada carga viral no coracdo dos animais
infectados, recrutamento de neutrofilos, mondcitos e linfocitos para o coracéo,
além de intensa producdo de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-17) e
qguimiocinas (CXCL1/KC, CCL2/MCP-1). A infeccdo com DENV-3 desencadeou
pericardite, miocardite e intenso estresse oxidativo, levando a alteracdes
eletrofisiologicas nos cardiomiocitos e culminando com disfungédo cardiaca.
Baseado nestes resultados pode-se sugerir que o coragéo é alvo da infeccéo
pelo virus da Dengue, sofrendo intenso processo inflamatério, estresse
oxidativo e alteracdes eletrofisioldégicas que culminam em disfuncao cardiaca.

Palavras-chave: Dengue, inflamacao, choque, pericardite, miocardite, estresse

oxidativo, insuficiéncia cardiaca.
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ABSTRACT



The dengue virus, which belongs to the Flavivirus genus within the
Flaviviridae family, has been classified into four serotypes, DENV 1-4, which are
genetically and antigenically different. Nowadays, dengue disease is the major
arbovirosis that affects human beings; moreover, it is the most widespread viral
infection in urban tropical and sub-tropical areas, constituting an important world
health problem. In addition, there is no effective treatment or vaccines available
for the prevention of this disease. These factors are associated with a poor
understanding of the pathogenesis of the disease due to the lack of animal
models that mimic the infection seen in humans. Thus, the purpose of this study
was to identify whether there are cardiac abnormalities in a murine model of
dengue (DENV-3) and to characterize the mechanisms involved in these
changes. Initially, a murine model of infection induced by a clinical isolate of the
serotype 3 viruses (DENV-3) was characterized in BALB/c mice. The serotype-3
of Dengue virus adapted to mice was effective in inducing infection and
mimicking the signs and symptoms observed in severe illness in humans and
thus, represents a murine model for the study of the pathogenesis of this
disease. Dengue virus-infected mice lost weight and succumbed to the infection
in an inoculum-dependent manner. Significant hematologic changes, detectable
viral load in target organs and blood, liver damage and bleeding in the lungs
and gut tissue were also observed. It is known that the development of systemic
inflammatory responses to uncontrolled virosis is the cause of significant
morbidity / mortality associated with infection. In our experimental model, the
systemic inflammatory response was characterized by increased vascular
permeability, recruitment and activation of leukocytes and markedly production
of pro-inflammatory cytokines and chemokines. There was also a significant
reduction in blood pressure, increased heart rate, dramatic increase in vascular
permeability and hypovolemia, suggesting that infected mice had hypovolemic
shock. Viral load was detected in the heart of infected animals, as well as
leukocyte infiltration and production of cytokines (TNF-a, IL-6, IL-13 and IL-17)
and chemokines (CXCL1/KC, CCL2/MCP-1). The infection with DENV-3
triggered pericarditis, myocarditis and oxidative stress, leading to
electrophysiological changes in cardiomyocytes which culminated in cardiac
dysfunction. Based on these results we may suggest that the heart is an
important target of infection by Dengue virus, suffering intense inflammation,
oxidative stress and electrophysiological changes that culminate in cardiac
dysfunction.

Keywords: Dengue, inflammation, shock, pericarditis, myocarditis, oxidative
stress, heart failure.
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1.1 Dengue no mundo e nas Ameéricas: aspectos histéricos e
epidemioldgicos

N&o existe um consenso de quando a Dengue surgiu pela primeira vez
na populagéo humana, possivelmente pela inespecificidade dos seus sintomas.
Contudo, as primeiras descricbes clinicas de uma sindrome “tipo-dengue”
(“dengue-like syndrome”) sdo sugeridas em uma Enciclopédia Médica Chinesa
datada de 992 anos d.C. (Gubler, 1998; Kyle e Harris, 2008). Entretanto, os
primeiros casos de epidemias bem documentadas nos quais realmente se
acreditavam tratar-se de dengue ocorreram em 1779/80, em trés continentes
(Asia, Africa e América do Norte) (Gluber, 1998; Ligon, 2004). A doenca foi
chamada de “veneno da agua” pelos Chineses que acreditavam estar ligada de
alguma forma a insetos associados a agua (Gubler, 1998).

Benjamin Rush descreveu na Filadélfia, em 1780, uma epidemia
caracterizada por febre, dor de cabeca, ndusea e vomitos, além de intensas
dores musculares e articulares, com eventuais manifestacdes hemorragicas.
Esta sindrome foi denominada “febre quebra-ossos” (Rigau-Perez, 2006).

Uma sindrome similar foi descrita em Madrid, na Espanha em 1801 e
recebeu o0 nome de “Dengue”, que em espanhol significa melindre, manha ou
lamuria. O nome faz referéncia ao estado de moleza e prostracdo apresentado
pelo individuo infectado pelo virus desencadeador da doenca. No entanto, é
aceito que no final do século XVIII, uma doenca caracterizada como dengue
causara epidemias intermitentes na Asia, em Java e nos Estados Unidos, na
Filadélfia (Monath, 1994; Rigau-Perez, 1998). Entre os séculos XIX e XX o
virus se disseminou por areas tropicais e subtropicais do globo (Hayes e
Gubler, 1992; Monath, 1994).

A etiologia viral da dengue foi sugerida experimentalmente ha um
século, mas ndo confirmada até a Il guerra mundial, onde 0s avangos nas
técnicas desenvolvidas por pesquisadores japoneses e americanos permitiram
o isolamento do virus. Os dois primeiros sorotipos do virus da dengue (DENV-1
e DENV-2) foram identificados em 1944 por Kimura e Hotta, seguidos dos
sorotipos 3 e 4 (DENV-3 e DENV-4) quando a Febre hemorragica do
Dengue/Sindrome do choque do Dengue (FHD/SCD) emergiu nos centros
urbanos, das Filipinas e Tailandia, por volta de 1953/1954 (Hotta et al., 1981;
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Gubler, 1998; Kyle e Harris, 2008). Nas Américas, a partir de 1963, foi
comprovada a circulagdo do virus da Dengue em varios paises (Holmes e
Twiddy, 2003).

Relatos sugerem que a primeira epidemia no continente americano
ocorreu no Peru, no inicio do século XIX, com sucessivos surtos no Caribe,
Estados Unidos, Coldbmbia e Venezuela (Pinheiro e Corber, 1997). No Brasil ha
referéncias de epidemias desde o século XIX. No século passado, ha relatos
em 1916 em Sao Paulo e em 1923 em Niterdi, Rio de Janeiro, porém sem
diagnéstico laboratorial. (Schatzmayr, 2000; Nogueira et al., 2007).

A partir de 1963, houve circulacdo comprovada dos virus DENV-1 e
DENV-3 em varios paises. Apos a década de 60, a circulacdo do virus da
dengue intensificou-se nas Américas. A partir de 1980, foram notificados surtos
e epidemias em varios paises (Pinheiro e Corber, 1997). A epidemia que afetou
Cuba, em 1981, € de extrema importancia na historia da dengue nas Américas.
Ela foi causada pelo sorotipo-2 do virus (DENV-2), tendo sido o primeiro relato
da forma hemorragica da dengue fora do sudoeste Asiatico e do pacifico
ocidental, onde ocorreram as primeiras formas graves da doenca, ainda nos
anos 60 (Pinheiro e Corber, 1997; Schatzmayr, 2000). A primeira epidemia bem
documentada clinica e laboratorialmente no Brasil ocorreu em 1981-1982, em
Boa Vista, Roraima (Schatzmayr, 2000; Siqueira et al., 2005).

A Dengue € considerada a principal arbovirose (doenca transmitida por
artropodes) que acomete o homem na atualidade. Além disso, € a virose
urbana mais difundida no mundo. Ao longo das ultimas décadas tornou-se um
grave problema a saude publica. Com excec¢do da Europa, esta doenca atinge
todos os continentes. E uma doenca de areas tropicais e subtropicais, onde as
condicdes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento do mosquito
transmissor (Guzman et al., 2010).

Em todo o mundo estima-se que aproximadamente trés bilhdes de
pessoas, 2/5 da populagdo mundial, estdo sob risco de contrair dengue e que
ocorram anualmente cerca de 50 milhdes de casos. Desse total, cerca de 550
mil necessitam de hospitalizacdo e pelo menos 20 mil morrem em
consequéncia da doenca (Guzman e Kouri, 2002).

Nas ultimas décadas, a incidéncia de dengue no mundo tem

apresentado uma tendéncia ascendente. As areas geograficas em que ocorre a
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transmissdo do virus da dengue se expandiram consideravelmente e todos
sorotipos do virus (DENV 1-4) estéo circulando na Asia, Africa e Américas, um
cenario totalmente diferente do que se observava na década de 70 (figura 01)
(Guzman et al., 2010).

Ha consideraveis fatores envolvidos na propagacdo e manutencdo do
virus nas &reas endémicas, dentre eles: a transicdo rural urbana, fatores
ambientais como mudancas climaticas, crescimento populacional sem
precedente, urbanizacdo ndo controlada nem planificada e ampliacdo das
viagens internacionais. Todos esses fatores podem explicar o processo de
propagacdo e persisténcia da dengue no século XX e inicio do século XXl
(Halstead, 1990; Ligon, 2004; 2005; Kyle e Harris, 2008).

No Brasil a Dengue representa um grave e alarmante problema de
saude publica, sendo uma doenca endémica com periodos epidémicos.
Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude,
apenas no ano de 2011, até a 392 semana epidemioldgica, foi notificado um
total de 721.546 casos de dengue no pais (Brasil, 2011).

A Regido Sudeste apresenta o maior numero de casos (343.731 casos;
47,6%), seguida da Regido Nordeste (184.663 casos; 25,6%), Norte (113.638
casos; 15,7%), Centro-Oeste (44.552 casos; 6,2%) e Sul (34.962 casos; 4,8%).
Os estados com maior incidéncia da doenca durante o periodo foram o Acre
(2.551,74 casos por 100 mil habitantes), Amazonas (1758,84 casos por 100 mil
habitantes), Espirito Santo (1092,50 casos por 100 mil habitantes), Rio de
Janeiro (973,96 casos por 100 mil habitantes), Ceara (739,78 casos por 100 mil
habitantes) e Tocantins (729,19 casos por 100 mil habitantes) (Brasil, 2011).

Ainda segundo a SVS, as atividades de monitoramento da circulagao do
Dengue virus (vigilancia virologica) demonstram a circulagdo de todos os
sorotipos do virus (DENV 1-4) (figura 02). Ressalta-se a importante co-
circulacdo dos sorotipos 2 e 4. Este cenario alerta para a possibilidade de
casos graves e persisténcia da transmissdo em niveis elevados no verdo de
2012 (Brasil, 2011).

31



Introducio

Figura 01. Mudanca na distribuicdo dos sorotipos de dengue no mundo. A figura
mostra a distribuicdo em 1970 (a) e 2004 (b) (Guzman et al., 2010).

Apesar dos investimentos em massa em campanhas de prevencao e
combate a Dengue, de tentativas de controle vetorial e do aprimoramento da
vigilancia epidemioldgica e viroldgica, o quadro epidemioldgico do pais aponta
para a vulnerabilidade de ocorréncias de epidemias, bem como para um
aumento das formas graves da doenga, com uma complexa dinamica de

disperséo do virus e circulagcdo simultanea de diferentes sorotipos virais (Brasil,
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2011). O controle da dengue € uma atividade complexa, tendo em vista 0s
diversos fatores externos ao setor salde, que sdo importantes determinantes
na manutencao e disperséo tanto da doenca quanto de seu vetor transmissor
(Teixeira Mda et al., 2005; Barreto e Teixeira, 2008).

A

Sorotipos identificados
[] semidentificacio
[ penvi

Bl Denvi, 2

[ penv 1,2

B oenvi23

Bl Denv124
Bl oenvi234

Figura 02. Sorotipos de Dengue isolados no Brasil por estado, janeiro-agosto
2011 (Brasil, 2011).

1.2 Transmisséao da doenca

O Dengue virus (DENV) é transmitido a humanos através da picada da
fémea do mosquito vetor infectado. O Aedes aegypti, um mosquito altamente
domesticado, € o vetor predominante dos DENV (Westaway et al., 1985;
Kurane, 2007).
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O ciclo de transmissdo da doenca estéd representado na figura 03. O
DENV € um dos unicos arbovirus que ndo necessita de um ciclo selvagem para
a manutencdo da transmissdo epidémica em humanos. Particularmente, a
manutenc¢ao do virus € mantida por um ciclo de transmissdo humano-mosquito-
humano. Um ciclo de transmiss&o selvagem pode existir nas florestas da Asia e
no oeste da Africa entre primatas ndo-humanos e os mosquitos Aedes.
Contudo, a contribuicdo deste ciclo selvagem para a transmissao epidémica
urbana € desconhecida (Whitehead et al., 2007).

Sylvatic/enzootic Epidemic

Aedes mosquito

é
.
.

A
“
Primatem Humans

Figura 03. Ciclo de transmissé@o do virus da Dengue. Por causa do alto nivel de

viremia resultante da infeccao pelo virus da dengue (DENV) nos seres humanos, 0s
virus séo eficientemente transmitidos entre seres humanos e mosquitos. Além disso,
um ciclo de transmisséo silvestre da dengue pode existir. No entanto, a contribuicdo
do ciclo silvestre de transmisséo da dengue é desconhecida, mas parece ser minima.
(Whitehead et al., 2007).

Em detalhes, o ciclo de transmissédo do virus da Dengue tem inicio a
partir da picada da fémea do mosquito em um hospedeiro contaminado, onde o
virus presente na circulacdo € ingerido pelo artropode. Uma vez dentro do

mosquito, o virus se multiplica no intestino medio e, apés alguns dias, séo
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encontrados virions no ovario, sistema nervoso e nas glandulas salivares, local
este por onde o virus € passivel de transmissédo. Este periodo de incubacgéo
tem duracdo aproximada de 10-14 dias. Uma vez presente na circulacédo
sanguinea de um novo hospedeiro vertebrado, o virus passa a se multiplicar

em células permissivas de orgaos especificos (Whitehead et al., 2007).

1.3 Ovirus, ainfeccéo e o ciclo de replicacdo dos DENV

O virus da Dengue pertence a familia Flaviviridae e género Flavivirus
(Westaway et al., 1985). Com base em testes soroldgicos, os virus da Dengue
sdo classificados em quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4). As particulas virais sdo esféricas, com 50 a 55
nm de diametro (Figura 04 a e b), constituidas por um nucleocapsideo envolto
por uma membrana bilipidica, que constitui o envelope viral, no qual estdo
ancoradas glicoproteinas de superficie (Whitehead et al., 2007).

O genoma viral consiste de uma fita simples de RNA de polaridade
positiva com aproximadamente 11 kilobases (Kb) (Figura 04 c). O RNA viral
possui uma Unica fase de leitura (open reading frame, ORF), a qual codifica
uma poliproteina que é posteriormente clivada por proteases celulares e virais
em trés proteinas estruturais (C, pré-M e E) e em sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Mukhopadhyay et al., 2005;
Murphy e Whitehead, 2011). Nas extremidades 3’ e 5, flanqueando a ORF,
existem duas regides nado codificadoras, RNC5 e RNC3’, que apresentam
aproximadamente 100 e 400 nucleotideos, respectivamente. Estas regides
possuem sequéncias conservadas que formam estruturas secundarias de RNA
que direcionam o0s processos de replicacao, traducdo e empacotamento viral
(Leitmeyer et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 2005).
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Envelope glycoprotein
—— Red: Domain I - central structure
Yellow: Domain II - dimerization

—— Blue:  Domain III - receptor binding

Green: Fusion peptide
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Figura 04. a) Microscopia eletrbnica de linhagem de células derivadas de hepatécitos
humanos (Huh7) infectadas por dengue virus, 24 horas ap6s a infeccao (Miller e
Krijnse-Locker, 2008). b) particula viral: o virion (particula viral completa que esta fora
da célula hospedeira) dos DENVs é esférico e envelopado com um diametro de
aproximadamente 50 nm. A superficie externa da particula viral madura consiste de
uma matriz simples de homodimeros chamada de glicoproteina E (Whitehead et al.,
2007). c) O genoma do virus da dengue: A fase Unica de leitura codifica trés proteinas
estruturais (o capsideo (C), membrana (M) e envelope (E)) e sete proteinas nao-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Guzman et al., 2010).

A infeccdo pelo Dengue virus se inicia através da interacdo dos
receptores virais com receptores celulares presentes na célula hospedeira apos
a picada do mosquito vetor contaminado, o qual presumidamente deposita o
virus na derme e/ou no sangue do hospedeiro. A figura 05 representa

esquematicamente o contato inicial dos DENVs com o hospedeiro.
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Figura 05. Representacdo esquemética do contato inicial do DENV com o
hospedeiro. O virus penetra através da pele durante a picada do mosquito. As células
dendriticas sd@o as primeiras células imunes presentes e ativadas nos periodos iniciais
da infeccdo. Ocorre também a ativacdo de outros tipos celulares e a liberacdo de
mediadores com o objetivo de eliminar o virus (Noisakran e Perng, 2008).

O ciclo de replicacdo do virus da Dengue (figura 06) inicia-se com a
interacdo do virion, através da ligacdo da glicoproteina E, a receptores de
superficie celular. Esta interacdo induz a entrada do virus na célula hospedeira
pelo processo de endocitose (Urcuqui-Inchima et al., 2010).

Varios receptores celulares distintos sdo candidatos a possiveis
responsaveis da adsor¢cdo viral, entre eles os proteoglicanos com sulfato de
heparan (Chen et al., 1997; Germi et al., 2002), proteinas do choque térmico
(heat shock protein (Hsp)-70 e Hsp-90) (Reyes-Del Valle et al., 2005), bem
como a molécula de adesao intracelular especifica de células dendriticas (DC-
SIGN - Dendritic cell- specific intracellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-
grabbing nonintegrin) (Navarro-Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al.,
2003; Lozach et al., 2005) e o receptor para manose (Miller et al., 2008), entre
outros.

Os endossomos formados contendo particulas virais fundem-se aos

endossomos da célula, levando a uma diminuicdo do pH endossbémico, que

37



Introducio

potencializa mudancas conformacionais na glicoproteina E, resultando em uma
fusdo do envelope viral com a membrana das vesiculas endossomais e
consequentemente, o desnudamento e liberacdo do genoma no citoplasma da
célula infectada. Apoés a liberacdo do RNA viral no citoplasma, tem-se inicio a
traducdo e processamento da poliproteina através da maquinaria intracelular
do hospedeiro. A replicase viral é formada a partir da interacdo das proteinas
NS3 e NS5 que irdo atuar sobre o RNA viral, provavelmente auxiliadas por
fatores celulares do hospedeiro. A traducdo do genoma é entdo conduzida no
reticulo endoplasmatico, seguida pela sintese de uma fita de RNA de sentido
negativo (SsSRNA-). Esta fita intermediaria serve como molde para a producéo
de multiplas copias da fita do RNA viral, de sentido positivo (SSRNA+),
ocasionando a replicacdo viral. A montagem do virion acontece pela
associacdo das fitas de RNA com proteinas C do nucleocapsideo, localizadas
na superficie das membranas do reticulo endoplasmatico (Rodenhuis-Zybert et
al., 2010; Urcuqui-Inchima et al., 2010).

Apos varios ciclos de traducao, proteinas estruturais sdo sintetizadas em
niveis elevados. Estas proteinas sdo arranjadas juntamente com o RNA viral,
dando origem a progénie de virions, que sao transportados pelo complexo de
Golgi e secretados posteriormente pelo processo de exocitose. A duracéo
deste ciclo pode variar de quatro a sete dias, periodo que coincide com o
aparecimento dos primeiros sintomas na infeccdo humana (Urcuqui-Inchima et
al., 2010).
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Figura 06. Representacdo esquemética do ciclo de replicagdo do virus da
Dengue. Nucleocapsideo (NC), reticulo endoplasmatico (ER), nacleo (N), complexo de
Golgi (TGN) (Urcuqui-Inchima et al., 2010).

1.4 Patogénese da doenca

Apesar dos sinais clinicos da dengue serem muito bem estabelecidos,
0s mecanismos e mediadores envolvidos na patogénese da dengue e na febre
hemorragica do Dengue (FHD) / sindrome do choque do Dengue (SCD) ainda
sdo pouco caracterizados, principalmente em virtude da auséncia de modelos
animais que mimetizem a doenga em humanos.

O virus da Dengue tem tropismo por um amplo espectro de células
humanas e o principal alvo da infeccédo pelo virus ainda é controverso. H4 um
consenso geral de que células da linhagem fagocitica mononuclear (células
dendriticas, mondcitos/macréfagos e células de Langerhans) sdo os alvos
primarios (Clyde et al., 2006).
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As células dendriticas residentes da pele (DCs) sdo provavelmente os
alvos iniciais de infeccdo pelo virus (Navarro-Sanchez et al., 2005; Green e
Rothman, 2006; Yauch e Shresta, 2008). Outro tipo celular precocemente
envolvido nas infec¢gBes pelos DENV séo as células Natural Killer (NK).

Shresta e cols. (2004) demonstraram que a atividade precoce das
células NK pode ser um importante fator na eliminacdo da infeccdo primaria
pelos DENVs. Eles sugerem que esses efeitos podem ser decorrentes da
citotoxicidade mediada por granulos presentes nestas células ou através do
reconhecimento e inducdo de lise das células-alvo revestidas por anticorpos
(citotoxicidade celular dependente de anticorpos) (Shresta, Kyle, Robert Beatty
et al., 2004). No entanto, existem fortes evidéncias de que o virus € capaz de
infectar também linfocitos B, linfécitos T, células endoteliais, hepatécitos e
neurdnios (Scott et al., 1980; King et al., 2002; Neves-Souza et al., 2005; Clyde
et al., 2006).

Os seres humanos sdo os hospedeiros vertebrados primarios para os
DENV. E muito bem estabelecido que a infeccdo pelo virus da Dengue,
independente do sorotipo, produz imunidade permanente contra reinfeccéo
pelo mesmo sorotipo causador da infeccdo, mas nao contra outros sorotipos
(Sangkawibha et al., 1984; Kurane et al., 1994; Rothman e Ennis, 1999;
Rothman, 2011). Existem controvérsias a respeito dos mecanismos envolvidos
na manifestacdo da forma hemorragica da doenca, seja durante uma infeccao
priméria ou secundaria. Hip6teses contrastantes tém atribuido a gravidade da
doenca a fatores virais e do hospedeiro (Green e Rothman, 2006; Rothman,
2011).

Halstead e cols. (1970) propuseram a teoria de que individuos que
sofrem infec¢do secundaria por um sorotipo diferente do envolvido na infeccéo
prévia tem uma exacerbacdo da infeccdo mediada pelo sistema imune,
desenvolvendo uma resposta paradoxal e quadros mais graves da doenca
(Halstead et al., 1970; Halstead et al., 1983; Halstead, 1988).

Essa teoria, chamada em inglés de antibody-dependent enhancement
(ADE), sugere que os anticorpos heterologos pré-existentes para o virus da
dengue reconhecem o novo virus infectante e formam um complexo antigeno-
anticorpo de baixa avidez, incapaz de neutralizar o novo sorotipo. Pelo

contrario, podem facilitar a adsor¢cdo e entrada do virion em células do
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hospedeiro como leucécitos, especialmente mondcitos e macrofagos
(Whitehead et al., 2007; Murphy e Whitehead, 2011).

Esses anticorpos sdo denominados anticorpos subneutralizantes. Uma
vez que o anticorpo € heterdlogo e o virus nao é neutralizado, este permanece
livre para se replicar utilizando a maquinaria celular. O aumento da replicacao
dos virus da dengue nessas células-alvo é provavelmente responséavel pelos
elevados niveis de viremia nos estagios inicias da doenca, no qual também tem
sido correlacionado com maior incidéncia dos casos de FHD/SCD (Halstead et
al., 1970; Vaughn et al., 2000; Guzman et al., 2010; Murphy e Whitehead,
2011).

Estudos ainda pouco conclusivos associam outros fatores a gravidade
da doenca, tais como sexo, idade, fatores ambientais, genéticos e o estado
nutricional do hospedeiro (Bhakdi e Kazatchkine, 1990; Rothman, 2003;
Nguyen et al., 2005; Noisakran e Perng, 2008; Coffey et al.,, 2009;
Srikiatkhachorn e Green, 2010).

Diversos estudos tém associado a resposta imune do hospedeiro ao
virus e o desenvolvimento da forma hemorragica da infeccdo. Para tal, varios
mecanismos tém sido considerados, tais como deposicdo de complexos
imunes, reacdo cruzada de anticorpos com endotélio vascular, intensificacao
da infeccdo mediada por anticorpos, ativacdo do sistema do complemento e
seus produtos, liberacdo exacerbada de mediadores sollveis, como citocinas,
dentre outros (Bokisch et al., 1973; Halstead, 1979; Malasit, 1987; Halstead,
1989; Bhakdi e Kazatchkine, 1990; Markoff et al., 1991; Kurane e Ennis, 1992;
Mangada et al., 2004; Leong et al., 2007; Mathew e Rothman, 2008; Rothman,
2011; Sun et al., 2011).

Acredita-se que as células do endotélio vascular estejam envolvidas na
ativacdo do sistema imunologico durante a infeccdo pelo dengue virus
(Avirutnan et al., 1998; Huang et al., 2000). A lesédo endotelial estd associada
com a liberagdo exacerbada de citocinas, quimiocinas e alteracdo na
permeabilidade vascular (Avirutnan et al., 1998; Dewi et al., 2004; Lin et al.,
2005; Lee et al., 2006).

Estes fatores sdo importantes para o desenvolvimento da febre
hemorrdgica do dengue, assim como a sindrome do choque do Dengue em
uma reinfeccao por este virus (Warke et al., 2003). Alguns trabalhos mostraram
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que a presenca de Dengue virus nas células endoteliais predispde o endotélio
a lesdo por torna-lo alvo para acao de citocinas, tais como TNF-a e CCL2,
culminando com aumento da permeabilidade intercelular e consequente
extravasamento plasmético (Cardier et al., 2005; Lee et al., 2006; Chen et al.,
2007), bem como por ativar o sistema complemento contra a superficie das

células endoteliais infectadas (Avirutnan et al., 1998).

1.5 Dengue: caracteristicas clinicas e diagnoéstico

A infeccdo pelo virus da dengue causa uma doenca de amplo espectro
clinico, incluindo desde formas inaparentes até quadros graves, podendo
evoluir para 6bito. Dentre estes quadros graves, destaca-se a ocorréncia de
hepatite, insuficiéncia hepatica, manifestacdes do sistema nervoso (encefalite),
miocardite, hemorragias graves e choque. Entretanto, na maior parte das vezes
a dengue apresenta-se em quatro formas clinicas principais; doenca febril
indiferenciada, febre do dengue (FD) e febre hemorragica do Dengue (FHD)
com ou sem choque (Special Programme for Research and Training in Tropical
Diseases. e World Health Organization., 2009; Teixeira e Barreto, 2009).

A febre do Dengue apresenta-se como uma enfermidade aguda febril
autolimitada que perdura por quatro a sete dias aproximadamente. A primeira
manifestacdo da doenca é febre alta (39°C a 40°C) de inicio abrupto, associada
a cefaléia, adinamia, sonoléncia, dor retroorbitraria, mialgia, artralgia, astenia,
presenca ou nao de exantema e ou prurido cutdneo, nauseas, vomitos e
diarréias. As manifestacbes hemorragicas, como epistaxe, petéquias,
gengivorragia, metrorragia, hematémese, melena, hematuria, e outras, bem
como plaquetopenia, podem ser observadas em todas as manifestacbes
clinicas da dengue. A FHD, afora a sintomatologia inicial que corresponde
a dengue classica, cursa entre o terceiro e sétimo dia de doenga, com
intensificacdo das manifestacbes hemorragicas, intensas dores abdominais,
hepatomegalia dolorosa, desconforto respiratério e letargia. Ocorre
extravasamento plasmatico, que pode ser expresso por hemoconcentracédo e
hipoalbuminemia e/ou derrames cavitarios, que ocasionam queda importante
da pressédo arterial, tonturas, sudorese, taquicardia e sinais de insuficiéncia
circulatoria. Nestes casos, pode ocorrer grande diminuicdo do volume
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plasmatico intravascular e consequente choque hipovolémico, que pode levar a
morte (Kurane, 2007; Special Programme for Research and Training in Tropical
Diseases. e World Health Organization., 2009; Teixeira e Barreto, 2009).
Considerando que a Dengue apresenta uma vasta sintomatologia, existem
diferentes técnicas empregadas para a confirmagéo da infeccao pelo DENV.

Os exames diagnésticos laboratoriais sao divididos em exames
inespecificos, que auxiliam e subsidiam o diagndstico clinico. S&o eles:
hemograma, coagulograma e exames bioquimicos. Pelo hemograma verifica-
se uma contagem de leucécitos variavel, podendo ocorrer desde leucopenia
até leucocitose leve. Linfocitose com atipia linfocitaria € um achado comum,
além do aumento de hematécrito em 20% do valor basal e a trombocitopenia
(contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm?). Através do coagulograma
verifica-se aumento nos tempos de protrombina, tromboplastina parcial e
trombina, diminuicdo de fibrinogénio, fator VIII, fator Xll, antitrombina e a
antiplasmina. Com relacdo as dosagens bioquimicas, ocorre diminuicdo da
albumina plasmatica, albumindria e discreto aumento de enzimas hepaticas
(aminotransferase aspartato sérica e aminotransferase alanina sérica) (Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases. e World Health
Organization., 2009; Teixeira e Barreto, 2009). Existem ainda exames
especificos como o isolamento viral, cujo objetivo é identificar o patdgeno e
monitorar os sorotipos virais circulantes (Peeling et al., 2010).

O isolamento viral deve ser realizado a partir de uma amostra de
sangue, até cinco dias apo6s o inicio dos sintomas. Apds o isolamento, o virus
deve ser identificado e sorotipado. Isso é comumente realizado por
imunofluorescéncia, utilizando anticorpos monoclonais sorotipos-especificos,
com a transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia de polimerase (RT-
PCR), utilizando iniciadores (primers) sorotipos-especificos, com a analise dos
amplicons em gel de agarose e/ou com real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR) (Teixeira e Barreto, 2009; Banoo et al., 2010; Peeling et al., 2010).

Os testes sorolégicos complementam o isolamento do virus e o
diagndstico sorolégico € comumente feito pela deteccdo de IgM especifica por
teste imunoenzimético de captura (Mac-ELISA). A IgM aparece logo depois de
terminar a febre e comeca a diminuir depois de trinta a sessenta dias apos a

infeccdo. Os métodos sorologicos classicos podem também ser utilizados, e
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dependem da demonstracdo do aumento em quatro ou mais vezes do titulo de
anticorpos detectados por inibicdo da hemaglutinagéo, fixacdo de complemento
ou neutralizacdo. Geralmente é dificil estabelecer o sorotipo infectante devido a
reacdes cruzadas, principalmente em pacientes com imunidade heteréloga
(Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases. e World
Health Organization., 2009; Teixeira e Barreto, 2009).

1.6 A resposta inflamatoria na infec¢éo pelo Dengue

A inflamacdo é uma resposta adaptativa que pode ser desencadeada
por diferentes estimulos, como lesdo tecidual, infeccdo e visa restaurar a
homeostase das estruturas atingidas, tendo, portanto, um papel crucial na
fisiologia. Resumidamente, uma resposta inflamatéria, seja desencadeada por
les&o tecidual infecciosa ou ndo, envolve o reconhecimento da les&o tecidual e
a liberacédo coordenada de componentes do sangue (plasma e leucdcitos) para
o sitio atingido na tentativa de eliminacdo do agente lesivo (Medzhitov, 2008).

O desenvolvimento de uma resposta inflamatéria apropriada é essencial
para o hospedeiro. Isso é evidente, por exemplo, na resposta frente a qualquer
estimulo de natureza infecciosa. De fato, a ativacdo e recrutamento de
leucdcitos sdo necessarios para o processamento e apresentacao de antigenos
e para funcdo efetora de qualquer resposta imune (Teixeira et al., 2001;
Medzhitov, 2008; Fagundes, Souza et al., 2011). Na auséncia de inflamacéo, a
letalidade € usual apés a exposicdo ao desafio infeccioso. No entanto,
processos inflamatérios tém potencial de causar dano aos tecidos do
hospedeiro (Teixeira et al., 2001; Medzhitov, 2008; Fagundes, Souza et al.,
2011).

A inflamacdo € um dos primeiros processos desencadeados durante
uma resposta imune inata associada, por exemplo, a uma infec¢do patogénica.
O reconhecimento de padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMPSs) por receptores de reconhecimento de padrdao (PRRs), como os
receptores do tipo Toll (TLRs), em células residentes e em fagocitos recrutados
para aquele sitio, iniciam uma cascata de sinalizacdo que leva a uma resposta
inflamatoria local, incluindo a producédo de citocinas e quimiocinas, peptideos

vasoativos, proteinas do sistema complemento e a producdo de espécies

44



Introducio

reativas de oxigénio (Takeda e Akira, 2005). Pela ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (APCs), a inflamacdo também controla o
desenvolvimento de respostas imunes adaptativas (Akira et al., 2001; Schnare
et al., 2001; Iwasaki e Medzhitov, 2004).

As citocinas desempenham papel fundamental na imunopatogénese da
infeccdo pelo Dengue virus. Altas concentracdes de inGameras citocinas
liberadas principalmente por linfocitos T, mondcitos/macréfagos e células
endoteliais sdo encontradas no soro dos pacientes com FHD/SCD em relacéo
aos pacientes com a forma classica da doenca (FD) (Rothman e Ennis, 1999;
Chaturvedi et al., 2000; Green e Rothman, 2006; Rothman, 2011).

As citocinas comumente encontradas em altos niveis no soro de
pacientes com FHD/SCD incluem: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), varias
interleucinas (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-1B) e o interferon gama (IFN-y)
(Chaturvedi et al., 2000; Dewi et al., 2004; Kurane, 2007; Pang et al., 2007).

O TNF-a foi a primeira citocina a ser implicada na patogénese da FHD
(Chaturvedi, 2006). Essa pode atuar localmente na ativacdo de macrofagos ou
sistemicamente podendo levar ao aumento da permeabilidade vascular (Clyde
et al., 2006; Kurane, 2007). Além destes efeitos atribuidos ao TNF-a, outra
citocina também descrita € o IFN-y. O IFN-y é fundamental para ativacdo das
funcdes microbicidas efetoras de macréfagos, células dendriticas e neutréfilos
(Boehm et al.,, 1997; Schroder et al., 2004). A atividade microbicida
desencadeada por essa citocina inclui inducdo do sistema NADPH-oxidase
fagocitica e aumento da expressdo de enzimas lisossémicas (Decker et al.,
2002). Neste contexto, os fagocitos usualmente eliminam o0s agentes
infecciosos através da geracdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(Macmicking et al., 1997), dentre estas, o 0xido nitrico (NO). O NO pode reagir
com o oxigénio molecular gerando espécies reativas de nitrogénio, entre eles:
anions moderadamente estaveis (nitrito - NO?), anions muito estaveis (nitrato -
NO®), éxidos altamente instaveis (N,Os) e peréxidos instaveis (ex: ONOOY)
(Macmicking et al., 1997; Chaturvedi e Nagar, 2009; Wink et al., 2011). O NO é
produzido pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) a partir da oxidacdo de uma
molécula de L-arginina, gerando como produto NO e L-citrulina. Essa reacao
necessita de um aceptor de elétrons (NADPH) e de O, (Li e Poulos, 2005;
Lundberg et al., 2008)
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A enzima o6xido nitrico sintase (NOS) pode ser encontrada em trés
isoformas, denominadas de endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzida
(INOS). As isoformas neuronal e endotelial sdo expressas constitutivamente e
sdo ativadas pelo aumento na concentracdo do calcio citoplasmatico. A
isoforma induzida é expressa somente em condigBes inflamatorias ou
infecciosas, onde citocinas e/ou estimulos microbianos induzem a sua
expressao (Alderton et al., 2001).

Em contraste as constitutivas, a INOS ndo necessita de aumento
intracelular de calcio para sua ativacdo (Macmicking et al., 1997). Dentre os
diversos papéis desempenhados pelo IFN-y, essa citocina induz a expressao
de uma série de enzimas, dentre elas as enzimas responsaveis pela sintese de
espécies reativas de nitrogénio, a argininosuccinato sintetase, geradora do
substrato para NOS, L-arginina (Nussler et al., 1994), da enzima GTP-
ciclohidrolase, responsavel pela producdo do cofator da NOS,
tetrahidrobiopterina (Di Silvio et al., 1993) e diretamente da prépria INOS
(Macmicking et al., 1997). A expressao maxima dessa enzima requer dois tipos
diferentes de estimulos: um de primagem, geralmente desempenhado pelo
IFN-y, e um de ativagdo, gerado por componentes microbianos ou por citocinas
como o TNF-a (Schroder et al., 2004), ambos bastante exacerbados durante os
qguadros clinicos do Dengue.

Como revisado por MacMicking e cols (1997), uma variedade de
evidéncias atribui papel fundamental as espécies reativas de nitrogénio e a
enzima iINOS na defesa do hospedeiro contra infeccbes. Também foi
demonstrado em muitos trabalhos que o NO possui atividade microbicida,
mesmo sendo proveniente de fontes exdgenas. Além disso, diversos trabalhos
demonstram que a inibigdo farmacologica da NOS ou animais deficientes para
NOS apresentam uma exacerbacao dos sintomas e susceptibilidade acentuada
do hospedeiro a diversos modelos de infec¢des experimentais (Lin et al., 1997;
Takhampunya et al., 2006).

1.7 Dengue: alteragdes cardiacas

InvestigagBes clinicas sugerem que o coracdo parece ser alvo da

infeccdo pelo virus da Dengue (Wali et al.,, 1998; Salgado et al., 2010). Na
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literatura, ha relatos de casos de disturbios de conducéo atrioventricular (ritmo
juncional e bloqueio atrioventricular), arritmias supraventriculares, miocardites e
insuficiéncia cardiaca apés a infeccdo pelo virus da Dengue. (Obeyesekere e
Hermon, 1973; Khongphatthallayothin et al., 2000; Horta Veloso et al., 2003;
Lee et al., 2009; Mahmod et al., 2009; Lee et al., 2010; Weerakoon et al., 2011)

Wali e cols. (1998) demonstraram em estudo durante a epidemia de
1996 em Nova Delhi, india, que pacientes com febre hemorragica do dengue
(FHD) / sindrome do choque do Dengue (SCD) apresentavam importantes
alteracdes eletrocardiograficas na maior parte das vezes associadas a reducao
global da funcéo cardiaca (Wali et al., 1998). Na mesma ocasiao, 17 individuos
com FHD/SCD foram avaliados com cintilografia do miocardio e observou-se
hipocinesia difusa em 70% dos pacientes, com fracdo de ejecdo média de 40%
(Khongphatthallayothin et al., 2000). Além disso, ja € descrito que a infeccdo
por arbovirus pode causar cardiomiopatias e miocardite (Obeyesekere e
Hermon, 1972; 1973).

A miocardite é definida como um processo inflamatério do musculo
cardiaco que pode levar a grave disfungcdo miocéardica, arritmias e disturbios de
conducéo, geralmente causada por um agente infeccioso. A inflamacéo pode
envolver os midcitos, o intersticio, as estruturas vasculares e o pericardio
(Pankuweit et al., 2002; Cooper, 2009; Yajima e Knowlton, 2009).

De uma forma geral, na miocardite viral o virus se aloja no tecido
cardiaco, gerando a ativacdo da resposta humoral e celular do sistema
imunologico do hospedeiro. A ativacdo da imunidade inata, que é uma resposta
inicial, ou da imunidade adaptativa, em uma resposta inflamatdéria crbnica, leva
a ativacao de diferentes tipos celulares, culminando com a producéo local de
moléculas citotoxicas, que tem como objetivo resolucionar/encerrar a infeccao
localizada. Durante esse processo, varias moléculas podem ser produzidas
como citocinas, quimiocinas e peptideos. Evidéncias mostram que essas
moléculas sdo capazes de modular diretamente a funcdo da célula muscular
cardiaca, podendo deprimir ou potencializar a funcdo dos cardiomiodcitos. A
miocardite pode induzir diferentes alteracdes na fisiologia cardiaca, levando a
infarto, microaneurismas, taquicardia ventricular, dentre varias outras
manifestacbes (Kawai, 1999; Ellis e Di Salvo, 2007; Dennert et al., 2008;

Yajima e Knowlton, 2009; Yajima, 2011). Entretanto, ndo existem estudos
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clinicos ou experimentais que caracterizem 0s mecanismos e moléculas

envolvidas nas alteracdes cardiacas desencadeadas pela Dengue.
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Objetivo-

2.1 Objetivo geral

Identificar se ha alteracdes cardiacas em um modelo murino de Dengue
(DENV-3), bem como caracterizar o0s mecanismos envolvidos nestas

alteracgoes.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Caracterizar o modelo de infeccdo pelo virus da Dengue (DENV-3) em
camundongos BALB/c adultos apds 3 e 6 dias de infeccao.

- Determinar a DLsg do virus;

- Avaliar os aspectos sistémicos e parametros inflamatoérios apos infeccdo com
o inéculo de 1 PFU (DLsp do virus) de DENV-3;

- Avaliar se existem alteracbes hemodinamicas apds a infeccdo experimental

pelo DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino.

2.2.2 Estudar se ha alteracdes cardiacas e os mecanismos envolvidos nas
mesmas apos a infeccdo experimental pelo DENV-3.

- Avaliar se o coracéo é alvo da infeccédo por DENV-3;
- Caracterizar os mediadores envolvidos nas alteracdes cardiacas observadas;
- Avaliar o status redox cardiaco apoés a infecgéo experimental pelo DENV-3;

- Caracterizar se existem alteracdes morfofuncionais no coragcdo dos animais
infectados pelo DENV-3.
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Material e Métodos

3.1 Animais Experimentais e Indugdo da Dengue com o DENV-3

Para o desenvolvimento do modelo experimental de infeccdo pelo
DENV-3, foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c machos com 08 a
10 semanas de idade, obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram infectados
por via intraperitoneal (i.p.) com o DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino.

Em todos os protocolos experimentais os animais néo infectados (NI) e
os animais infectados foram sacrificados no 3° e 6° dia ap6s a inoculacéo. Os
animais definidos como animais nado infectados receberam a injecdo
intraperitoneal com salina. Todos os animais foram mantidos em micro-
isoladores, sob condi¢Oes controladas de temperatura (22 + 2°C), iluminacéo
(ciclo claro-escuro de 12/12 horas), e com livre acesso a agua e ragao.

Todos os procedimentos adotados neste estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
UFMG, sob nimero 038/10.

3.2 Virus

Neste trabalho foi utilizado o sorotipo 3 do virus da dengue proveniente
de um isolado clinico. O virus foi adaptado ao hospedeiro murino, conforme
previamente descrito por Atrasheuskaya e cols. (2003) (Atrasheuskaya et al.,
2003).

De forma resumida, para a adaptacao do virus e aumento da viruléncia
do isolado no hospedeiro murino, o mesmo foi inicialmente injetado por via
intracerebral (i.c.) em camundongos neonatos (com dois dias de vida -
linhagem BALB/c). Os cérebros dos camundongos que apresentavam
morbidade foram retirados, no 5° dia apds infeccdo, e um homogenato dos
mesmos foi realizado em uma solugéo de PBS a 10% (p/v), centrifugado (6.000
rom; 4°C; 1 minuto), o sobrenadante foi coletado e essa solucdo, novamente
injetada i.c. em novos animais. Foram realizadas 8 passagens do virus no
cérebro de camundongos neonatos. Em seguida, animais com 2 semanas de

vida foram infectados por via intraperitoneal. O aparecimento dos sinais clinicos
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da doenca foi verificado (reducédo da exploracdo do ambiente, perda de peso,
piloerecdo, hipernocicepgdo). O mesmo procedimento foi realizado com
animais de 3 e 4 semanas de vida para infec¢des i.p. com o DENV-3. As
Ultimas passagens do virus foram feitas em células LLC-MK2 (linhagem de
células de rins de macaco Rhesus, ATCC) para produzirem estoques virais em
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich), sendo
entdo armazenados a -80°C.

Para a confirmacdo da adaptacdo do virus ao hospedeiro murino,
animais BALB/c machos com 8 semanas de idade (n = 6 animais por grupo)
foram infectados com diluigbes seriadas provenientes do estoque viral por via
i.p. e a taxa de letalidade dos animais avaliada. Além disso, células LLC-MK2
(im de macaco Rhesus, ATCC) foram infectadas e os efeitos citopaticos

(mudancgas morfologicas na célula hospedeira) induzidos pelo virus avaliados.
3.3 Determinacdo da DLsp do virus DENV-3

Foram utilizados cinco in6culos do DENV-3 para infeccdo de
camundongos BALB/c machos de 8 a 10 semanas. Para determinar a dose
letal para 50% dos animais infectados, os in6culos avaliados foram de 107, 1,
10* 10% e 10° PFU (Unidades Formadoras de Placas). Apés serem infectados
com 100 pL de cada inéculo do virus por via intraperitoneal, a sobrevida e a

perda de peso dos animais foram avaliadas durante 14 dias.
3.4 Titulac&o do virus da Dengue

A carga viral presente no figado, baco, sangue e coracdo dos animais
infectados foi determinada através da técnica de titulacao por placa de lise sob
agarose em monocamadas de células LLC-MK2, conforme previamente
descrito por Souza e cols. (2009) (Souza et al.,, 2009). Brevemente, 0s
fragmentos de tecidos coletados em fluxo laminar para a titulacdo viral foram
estocados em freezer -80°C até o momento do processamento. Os eppendorfs
contendo os fragmentos de tecidos foram pesados e a cada um deles foram
adicionados 2 mL de uma solucéo estéril de PBS. Os tecidos foram triturados

com um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific
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Pennsylvania, EUA). Ap6s a formacdo do homogenato, os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante foi recolhido, aliquotado e estocado a -80°C.

As células LLC-MK2 foram cultivadas em meio DMEM com 5% (p/v) de
soro fetal bovino (SFB) na presenca dos antibiéticos: fungizona (2 pg/mL),
penicilina (100 U/mL) e gentamicina (50 pg/mL). Em seguida foram
tripsinizadas, plaqueadas em placa de seis pocos a uma densidade de 1x10°
células/poco. As placas foram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO; durante
24 horas. Apés esse tempo as placas apresentavam uma monocamada de
células com alta confluéncia (aproximadamente 80%). No momento da
titulacdo, os tecidos processados foram submetidos a seis diluicdes decimais
seriadas em meio DMEM sem soro. A cada poco de uma placa foi adicionado
400 pL de cada uma das diluicdes (102 a 107) de uma dada amostra. O
controle de células correspondeu a um poco ndo-inoculado, ao qual foi
acrescentado apenas o meio DMEM com antibi6ticos na auséncia de soro fetal
bovino.

As células infectadas foram incubadas durante uma hora a 37°C em
estufa com 5% de CO, para a adsor¢do das particulas virais. Terminado o
periodo de adsorcdo, o meio foi retirado dos pocos e desprezado, e as células
lavadas com uma solucdo tampado de fosfato (“phosphate-buffered saline —
PBS”) (3,2 mmol/L, Na;HPO,4, 0,5 mmol/L, KH2PO4, 1,3 mmol/L KCI, 135
mmol/L NaCl, pH 7,4). Em seguida, foi adicionado meio 199 contendo 1,5%
(p/v) de carboximetilcelulose, antibioticos de amplo espectro e 3% (p/v) de soro
fetal bovino. As placas foram incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por
07 dias. Em seguida foram fixadas com formol tamponado a 10% por 60
minutos e, posteriormente, coradas com solugéo 1% (p/v) de cristal violeta em
PBS para a determinacao do titulo das amostras. A carga viral foi determinada

a partir da seguinte formula:

numero de placas de lise x fator de diluicdo x 2,5

peso do fragmento (mgQ)

Os valores obtidos foram expressos em PFU/mg (unidades formadoras
de placas por miligrama de tecido).
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Todos os protocolos experimentais que se seguem foram realizados em

animais NI e infectados ap6s 3 e 6 dias de inoculacao.

3.5 Avaliacéo de alteracdes hematoldgicas

3.5.1 Quantificacdo dos niveis de plaquetas circulantes

10 uL do sangue de animais NI e infectados foram coletados pela veia
cava inferior, e diluidos na proporcdo de 1:100 em solucdo de oxalato de
amoénio 1% (p/v). O volume final obtido foi incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente 10 uL foram colocados na camara de
Neubauer Bright-Line (Loptick Labor). Decorridos 10 minutos, o numero de
plaquetas foi quantificado no microscépio 6ptico invertido (LABOMED® TCM
400) utilizando a objetiva de 40X.

3.5.2 Anélise do hematdcrito

Uma pequena amostra de sangue dos animais NI e infectados foi
coletada pela veia cava inferior, por meio de um tubo capilar de vidro
heparinizado para determinacdo de micro-hematocrito (Perfecta), e foi
centrifugado em uma centrifuga de micro-hematécrito por 10 minutos
(Centrifuge hematocrit HT). Em seguida, foi realizada uma propor¢ao entre os
comprimentos das por¢des referentes aos elementos figurados do sangue e ao
soro.

Os resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor
obtido, maior a concentragdo de hemacias no sangue, indicativo de

extravasamento plasméatico e hemoconcentragéo.

3.5.3 Avaliacado dos niveis da albumina plasmatica

O sangue de animais NI e infectados foi coletado pela veia cava inferior
e colocado em eppendorfs heparinizados (50 Ul/ml de heparina), centrifugados
(5.000 rpm; 4°C; 10 minutos) para obtencdo do plasma. A dosagem da

albumina plasmatica foi realizada através de teste colorimétrico utilizando um
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kit especifico (Albumina K040 da Bioclin/Quibasa). A quantificacdo da reacdo
foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 280 nm.

3.6 Determinacéao dos niveis das transaminases hepaticas no soro

O sangue de animais NI e infectados foi coletado pela veia cava inferior,
colocado em eppendorfs heparinizados, centrifugados a 5.000 RPM por 10
minutos para obtencéo do soro. A quantificacdo das transaminases hepaticas,
alanina aminotransferase ou transaminase glutamico-piravica (ALT/TGP) e
aspartato aminotransferase ou transaminase glutamico-oxalacética (AST/TGO)
foi realizada através de teste colorimétrico utilizando kits especificos para cada
uma. A ALT foi dosada pelo kit KO35 e a AST pelo kit KO34, ambos da
Bioclin/Quibasa. A quantificacdo da reacao foi realizada em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 505 nm.

3.7 Determinacdo da migracédo celular para tecidos alvos e gquantificacao

de citocinas e quimiocinas

3.7.1 Dosagem da atividade de mieloperoxidase e N-Acetil-B-D-

Glicosaminidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos granulos
azurofilos de neutrdéfilos. A quantificacdo de MPO € uma técnica que tem sido
utilizada como um marcador bioquimico de recrutamento de neutréfilos para o
foco inflamatério e permite demonstrar o componente inflamatério de forma
guantitativa (Mullane et al., 1985; Cross et al.,, 2003). JA a N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossdOmica produzida por macrofagos
ativados. A dosagem de NAG é uma técnica utilizada como indice da infiltracédo

dessas células nos sitios inflamatdrios (Bailey, 1988).
3.7.2 Processamento dos tecidos para os ensaios de MPO e NAG
Adicionou-se 100 mg de pulmédo, figado, baco e coracéo,

independentemente, a 1mL de solucdo de extracdo de citocinas (NaCl 0,4
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mol/L, Na,HPO, 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de benzalcénio 0,1
mmol/L, EDTA 10 mmol/L, tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v), aprotinina 20
Ul) para o processamento em homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 -
Fisher Scientific Pennsylvania, EUA). Logo apo6s, as amostras foram
centrifugadas (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos). O pellet foi homogeneizado em
1,9 mL do Tampao 1, com pH 4,7, contendo 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L de
Na,HPO4, 0,015 mol/L de EDTA e centrifugado (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos).
O sobrenadante foi desprezado e o pellet submetido a lise de hemacias através
da adicdo de 1,5 mL de NaCl 0,2% (p/v) por um periodo de aproximadamente
30 segundos. Decorrido esse tempo, foi feita a adicdo de 1,5 mL de uma
solucdo de NaCl 1,6% (p/v) com glicose 5% (p/v) e a solucdo final foi
homogeneizada e dividida igualmente em dois eppendorfs que foram
centrifugados (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos). O sobrenadante foi novamente
desprezado, cada tubo devidamente identificado (NAG e MPO) e foram
adicionados 800 pL de salina 0,9% (p/v) com triton X-100 1% (p/v), para o
ensaio de NAG; ou 800 pL de tampao fosfato (0,05 mol/L de NazPO,4 e 0,5%
(p/v) de hexadecil-trimetil brometo de amoénia (HETAB), pH 5,4) para o ensaio
de MPO. Cada solucao foi homogeneizada e congelada em freezer -80°C para

posterior realizacdo de ensaio enzimatico.

3.7.3 Dosagem da atividade da mieloperoxidase

O tecido processado foi submetido a trés ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido para liberagdo da enzima das vesiculas
citoplasmaticas e centrifugado (10.000 rpm; 4°C; 15 minutos). O sobrenadante,
diluido em tampéo fosfato [0,05 mol/L de NazPO, e 0,5% (p/v) de hexadecil-
trimetil brometo de amoénia em pH 5,4] na proporcdo de 1:2 foi utilizado para o
ensaio enzimatico. A reacdo se inicia com a adicdo de 25 uL de
tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) diluida em dimetilsulféxido (DMSO, Merck)
na concentracao final de 1,6 mmol/L a 25 uL da amostra diluida em uma placa
de 96 pocos (C96 MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). A placa foi levada a estufa a 37°C por 10 minutos e
depois foram adicionados 100 puL de perdéxido de hidrogénio 1,2 mmol/L em

tampéao fosfato de sodio 80 mmol/L, pH 5,4; e em seguida foi feita uma nova
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incubacéo a 37°C por 10 minutos. Para o término da reacdo, adicionou-se 100
ML de H2SO4 1 mol/L. A atividade da mieloperoxidase foi calculada pela medida
das alteracbes na densidade oOptica (OD) a 450 nm. Os resultados foram

expressos como unidades relativas MPO em 100 mg de tecido.

3.7.4 Dosagem da atividade da N-Acetil-B-D-Glicosaminidase

O tecido processado foi centrifugado (3.000 rpm; 4°C; 10 minutos) e o
sobrenadante diluido na propor¢cdo de 1:2 em tampdao citrato/fosfato (acido
citrico 0,1 mol/L, Na,HPO,4 0,1 mol/L em pH 4,5). A reacdo iniciou-se com a
adicdo de 100 pL das amostras diluidas em uma placa de 96 pocos. As
amostras foram adicionados 100 uL do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-B-D-
glicosamina - Sigma) diluido em tampao citrato/fosfato pH 4,5 na concentracéo
de 2,24 mol/L. Sobrenadante e substrato foram incubados a 37°C durante 10
minutos. Apds essa incubacgao, a reagao foi interrompida pela adi¢ao de 100 pL
de tampao glicina 0,2 mol/L, pH 10,6. A absorbancia foi analisada por
espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no comprimento de
onda de 405 nm. Os resultados foram expressos como NAG unidades relativas

em 100 mg de tecido.

3.7.5 Quantificacao de citocinas e quimiocinas

A avaliacdo do perfil de citocinas e quimiocinas produzidas apds a
infeccdo pelo virus da Dengue foi determinada através de ensaio
imunoenzimatico (Enzyme linked immunosorbent assay - ELISA) conforme

previamente descrito (Engvall, 1977; Voller et al., 1978).

3.7.6 Processamento dos tecidos para quantificacdo de citocinas e

guimiocinas

Adicionou-se 100 mg de coracdo em 1 mL de solucdo de extracao de
citocinas [NaCl 0,4 mol/L, NaHPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de
benzalcbénio 0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5%

(p/v), aprotinina 20 Ul] para o processamento em homogeneizador de tecidos
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(Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA). Logo apos, as
amostras foram centrifugadas (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos), o sobrenadante
foi recolhido em eppendorf e congelado a -80°C para a deteccédo de citocinas e

quimiocinas por ELISA.

3.7.7 Determinacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas

O sobrenadante foi usado para quantificacdo de citocinas e quimiocinas,
apos centrifugacdo (3.000 rpm; 4°C; 10 minutos) (Centrifuga BR4, Jouan,
Winchester, VA, USA). O soro foi obtido a partir do sangue total (15 minutos a
37°C seguidos de 30 min a 4°C) por centrifugacdo (10.000 rpm; 4°C; 10
minutos) e posteriormente armazenado a -80°C até analise posterior.

Os niveis de interleucina-1 (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interferon-y (IFN-y), interleucina-6 (IL-6) e proteina quimiotatica de mondocitos-1
(MCP-1) foram quantificados no soro e TNF-qa, IL-6, CXCL1/KC, CCL2/MCP-1,
interleucina-17 (IL-17) e IL-1B no tecido cardiaco dos animais NI e infectados
através da técnica de ELISA, utilizando-se kits adquiridos da R&D Systems,
Minneapolis, USA, seguindo o protocolo recomendado, resumidamente descrito
abaixo.

Todos os protocolos foram realizados em placas de 96 pocos (C96
Microwell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7.4, sendo que a
sensibilizacdo da placa ocorreu durante 18 horas a 4°C. A reacdao foi blogueada
com PBS acrescido de 1% (p/v) de albumina bovina (Sigma) por 1 hora. As
amostras, o padrdo e o branco foram acrescentados aos seus respectivos
pogos. As placas foram incubadas a 4°C “overnight”. O anticorpo de detecc¢ao
foi adicionado aos pocos por 2 horas. A reacéo foi incubada com streptavidina
conjugada com peroxidase (“‘HRP-Streptavidin Pharmingem” - 1:4000) e
revelada com dihidrocloreto de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma). Ap6s 30
minutos a reacao foi interrompida com H,SO4 A leitura foi realizada em leitor de
ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) com filtro para

um comprimento de onda de 492 nm.
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3.8 Quantificacdo da hemorragia intestinal e pulmonar através da
dosagem de hemoglobina (Hb)

A avaliacdo da hemorragia intestinal e pulmonar foi realizada, através de
método colorimétrico, medindo-se o conteddo de hemoglobina nas alcas
intestinas e nos pulmdes, conforme previamente descrito (Souza et al., 2001;
Souza et al.,, 2002). Neste método a hemoglobina reage com o reagente de
Drabkin formando cianometahemoglobina. A absorbancia final a 540 nm é
proporcional a concentragdo de hemoglobina. Assim, quanto maior for a
hemorragia tecidual, maior a quantidade de sangue e, por conseguinte, maior a
concentracdo de hemoglobina.

Os animais NI e infectados foram decapitados, parte do intestino e
pulméo retirado e pesado. Em seguida o tecido foi homogeneizado (Tekmar
TR-10, Ohio; USA) em 2 mL de reagente de Drabkin (Kit de dosagem de
hemoglobina-Labtest; S&o Paulo/Brasil). O homogenato foi centrifugado
(10.000 rpm; 4°C; 15 minutos) e o sobrenadante filtrado usando filtro 0,22 ym
(Millipore). A concentragdo de hemoglobina das amostras foi determinada
através de leitura com espectrofotbmetro a 540 nm, usando leitor de
microplacas de ELISA (SPECTRAmax PLUS, microplate spectrophotometer,
Molecular Devices; California/lUSA). As leituras foram comparadas as de uma
curva-padrdo de hemoglobina, com concentracbes de 400 a 25 pg de
hemoglobina. Os resultados foram expressos como concentracdo (em pg) de

hemoglobina por 100 mg de intestino/ pulmao.

3.9 Andlise Histopatoldgica

Os tecidos foram coletados e fixados por imersao em solucao de formol
tamponado a 10% (p/v), pH 7,2 durante 48 horas, com o0 objetivo de preservar
a morfologia e a composicdo do tecido. Em seguida, foram submetidos a
desidratacdo induzida por concentracfes crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90% e absoluto), sendo que os fragmentos permaneceram imersos por
um periodo de 30 minutos em cada alcool. ApGs a etapa de desidratacao, foi
realizado o processo de diafanizacdo, que tem como objetivo tornar o tecido

translucido. A diafanizacdo consiste em submeter os fragmentos a dois banhos
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de xilol com duracdo de 20 minutos cada. Posteriormente, os tecidos foram
impregnados e incluidos em parafina.

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia, sendo obtidos
dois cortes semi-seriados com 05 micrometros de espessura e 10 micrometros
de intervalo. 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 40°C.

A coloracdo HE (Hematoxilina-Eosina) foi realizada nas laminas para
uma observacdo geral das alteracdes histopatoldégicas. O processo de
coloragéo se iniciou com a imersao das laminas em dois banhos de xilol, de
duracdo de 15 minutos cada, para desparafinizacdo. Em seguida estas laminas
foram imersas em banhos sequenciais de alcool etilico absoluto, 90%, 80%,
70% e, para finalizar, agua. Cada um dos banhos teve a duracdo de 5 minutos
para hidratacdo do corte. Ap6s a hidratacdo, as laminas foram imersas no
corante Hematoxilina de Harris (corante &cido) por 10 minutos, em seguida
lavadas em agua corrente por 5 minutos. Decorrida as lavagens foi feita a
diferenciacdo com a passagem rapida das laminas em &lcool etilico-acidulado.
Novamente as laminas foram lavadas em &gua 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. ApGs as lavagens, as laminas foram imersas em trés banhos rapidos
de alcool etilico absoluto e levadas a estufa a 60°C por 1 hora para secagem.
Depois de secas, as laminas foram imersas em xilol e montadas com Entellan

(Merck) e laminula.

3.9.1 Escore histopatolégico

Foi realizado um escore histopatolégico (0-5) para avaliar a intensidade

da hemorragia no pulmdo e processo inflamatério no coracdo sendo: O

ausente; 1 = minimo; 2 = leve; 3 = moderado; 4 = moderado a intenso e 5

intenso.

3.10 Avaliagédo de alteragcdes hemodinamicas
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3.10.1 Avaliagcdo da presséo arterial sistolica e frequéncia cardiaca

A pressao arterial sistolica (PAS) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
mensuradas nos animais nao infectados (dia 0) e no 3°, 4°, 5° e 6° dias apos a
infeccdo. Os animais foram ambientados ao pletismografo durante 5 dias. A
PAS e a FC foram determinadas através da técnica de pletismografia de cauda
(ndo invasiva) nos animais acordados, utilizando o XBP1000 Series Rat Talil
Blood Pressure System (Kent Scientific, Torrington, CT), conforme descrito
(Krege et al., 1995). Foi utilizado o software LabChart e o sistema PowerLab

para aquisicado e andlise dos resultados.

3.10.2 Avaliacdo da permeabilidade vascular

Para a avaliagdo da permeabilidade vascular, utilizou-se o corante azul
de Evans como um marcador, uma vez que ele se combina de maneira
reversivel com a albumina, podendo ser avaliado o extravasamento plasmatico,
como descrito por Saria & Lundberg (1983). O método consiste na
determinacdo quantitativa por espectrofotometria da quantidade de azul de
Evans extravasado para o tecido em estudo (Saria e Lundberg, 1983).

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com uma mistura de
xilazina (10 mg/kg, Bayer®) e cetamina (150 mg/Kg, Cristalia®). Posteriormente,
a veia caudal foi canulada e administrou-se 100 pL de Azul de Evans 0.5%
(p/v). Ao final de trinta minutos, os animais foram perfundidos com salina
fisiologica (5,0 mL por animal). O pulméo, figado, rim, coracdo e o estdbmago
foram retirados e colocados em placas de Petri para secagem por 24 horas em
estufa a 40°C. Em seguida, as amostras foram pesadas e foi acrescentado ao
tecido 1 mL de formamida, para extracdo do corante, que permaneceu por 24
horas em temperatura ambiente. O corante extraido do tecido foi quantificado
em leitor de ELISA, utilizando-se o comprimento de onda de 620 nm (Molecular
Devices, USA) e a concentracdo determinada através de uma curva padrao
com concentragdes variando de 0,375 a 10 pg/mL de azul de Evans. Os
resultados foram normalizados pelo peso do tecido e expressos como
quantidade (em ug) de azul de Evans por 100 mg de tecido.
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3.11 Imuno-histoquimica

Para avaliar os tipos celulares infectados pelo DENV-3 no coracao, os
tecidos foram removidos e fixados em solucéo de formol (10% em PBS), pH 7.4
por 48 horas. Apds a fixacdo os tecidos foram submetidos a etapas de
desidratacéo, diafanizacdo em xilol, banho e inclusdo em parafina, como
previamente descrito no protocolo 3.9. A partir dos blocos de parafina foram
realizados cortes histolégicos seriados (seqiienciais) de 5 um de espessura
que foram montados em laminas gelatinizadas (2 cortes/lamina). As laminas
foram cobertas com 2% (p/v) de “3 aminopropyltriethylsilane” (Sigma - Aldrich,
St. Louis, MO), desparafinizadas, imersas em xilol, em seguida, alcool e
posteriormente incubadas com 3% (p/v) de peroxido de hidrogénio diluido em
tampao tris salina (TBS) (pH 7,4) por 40 minutos. Todas as laminas foram
submetidas ao pré-tratamento em solucao tampao a 98°C em banho maria por
20 minutos, para recuperacdo antigénica. Foram realizados blogueios da
peroxidase enddgena e da proteina avidina, por 15 minutos cada. Os tecidos
foram entdo, incubados com anticorpo primario: anticorpo policlonal de anti-
NS3 MAb E1D8, na diluicdo 1:300, a 4°C “overnight” na camara umida. Apés
lavagem em PBS, as laminas foram cobertas com streptavidina-biotina
[streptavidin-biotin kit EnVision® + Dual Link System-HRP (Dako)] e, em
seguida, incubadas em 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) em solucdo cromégena
(K3468, Dako) por 5 minutos em temperatura ambiente. Finalmente, as laminas
foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e analisadas em microscopio
optico. Controles negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo
primario por 1% (p/v) de PBS-BSA.

3.12 Determinacao do status redox cardiaco ap0s a infeccdo experimental
pelo DENV-3

3.12.1 Determinagao dos niveis de peroxidacao lipidica no coracao

A peroxidacéo lipidica foi determinada usando o acido tiobarbitarico que
reage com o malonaldeido (MDA) decorrente da peroxidacao lipidica formando
as substéncias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). A determinagédo dos
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niveis de TBARS foi realizada pelo método descrito por Ohkawa e cols. (1979)
(Ohkawa et al., 1979). O coracdo foi homogeneizado em solucdo tampao
fosfato-PBS mmol/L: (137 NaCl, 1,5 NaH,PO,4 8,1 Na,HPO,, pH 7,4) e
posteriormente aliquotas do homogeneizado (0,2 mL) foram adicionadas em
8,1% (p/v) de duodecil sulfato de sédio (SDS), 2,5 mol/L de &cido acético (pH
3,4), 0,8% de &cido tiobarbitdrico. A mistura foi incubada por 60 minutos a

95°C. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 532 nm.

3.12.2 Determinacao da atividade enzimética da glutationa peroxidase no

coracao

A determinacdo da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) foi
realizada pelo monitoramento da oxidacdo do NADPH (Paglia e Valentine,
1967). A reacédo consiste na adigdo de 1300 uL de agua destilada, 200 pL de
tampao Tris/HCI (EDTA 1 mol/L; pH 8,0; 5 mmol/L), 200 uL de 10 U/mL de
glutationa redutase (GSH-Rd), 200 pL de NADPH (2,0 mmol/L), 40 pL de
glutationa (0,1mol/L) e 40 yL da amostra. A mistura foi agitada em vortex
durante 10 segundos. Em seguida, foi adicionado 20 upL de T-butil
hidroperdxido (7 mmol/L) e a mistura foi mantida a 37°C durante 10 minutos. A
absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro com comprimento de onda
de 340 nm. A atividade da GSH-Px foi expressa em unidades de atividade
enzimatica por miligrama de proteina (U/mg proteina).

3.12.3 Determinacdo da atividade enzimatica da Superoxido Dismutase

(SOD) no coragéo

A atividade da SOD foi avaliada conforme previamente descrito (Gao et
al., 1998; Dieterich et al., 2000). Ap6s a homogeneizacdo do tecido em PBS
[137 NaCl, 1,5 NaH,;PO,, 8,1 Na,HPO, (mmol/L), pH 7,4], foi adicionado 1 mL
de tampéo fosfato de sédio (50 mmol/L, pH 7,8) contendo 1 mmol/L de acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA). Aliquotas de 0,04 mL da amostra foram
utilizadas e a reacao foi iniciada com a adicdo de pirogalol (0,2 mmol/L). A
leitura no espectrofotdmetro foi realizada durante 3 minutos a 37°C a 420 nm. A

determinacdo da atividade da enzima dada em U/mg foi calculada como a
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capacidade da superdxido dismutase em inibir a autooxidagdo do pirogalol,
onde 1U= 50% de inibicdo da autooxidacao do pirogalol.

3.12.4 Determinacdo da atividade enzimatica da catalase no coracao

O protocolo experimental para determinagéo da atividade da catalase foi
realizado conforme descrito por Nelson e Kiesow (1972) (Nelson e Kiesow,
1972), de forma que depois que o tecido foi homogeneizado em PBS (137
NaCl, 1,5 NaH,PO,, 8,1 Na,HPO, mmol/L pH 7,4) a atividade da enzima foi
determinada em 2 mL de tampéo fosfato (50 mmol/L, pH 7.0) e uma aliquota
(0,04 mL) do homogeneizado foi adicionada. Em seguida foi adicionado 0,06
mL de substrato (H,O, 0,3 mol/L), e a leitura foi realizada durante 1 minuto a
25°C a 240 nm. A atividade da catalase foi calculada pela variacdo da atividade
da enzima durante um minuto, e o resultado foi expresso como nmol min ™ por

mg/proteina.

3.12.5 Determinacao da concentracdo de proteina nas amostras

A determinacdo da concentracdo de proteinas de todos os ensaios foi
feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando o corante Coomassie
blue. A leitura da reacao foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 595 nm. Para quantificacdo das concentracbes de proteinas nas
amostras foi realizada uma curva padrdo para albumina bovina. As

concentracgoes utilizadas foram de 0,5 a 10 pg de albumina.

3.12.6 Determinacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
coracao

A sonda dihidroetidina (DHE) foi utilizada para avaliar in situ a formagao
de ROS, conforme previamente descrito (Miller et al., 1998). A DHE penetra
livremente nas células e, em presenca de ROS, especialmente anion
superoxido (Oy), a dihidroetidina é oxidada a etidio, o qual é capaz de se
intercalar ao DNA das células e emitir fluorescéncia. Os cora¢cfes dos animais

NI e infectados foram embebidos em composto OCT (resina para
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congelamento rapido de tecidos e corte em criostato; Tissue-Tek; Qaigen,
Hilden, Alemanha), e congelados imediatamente em nitrogénio liquido para
posterior seccdo em criostato. Os coracfes congelados foram entdo
seccionados em cortes de 20 um de espessura e aderidos a laminas de vidro,
tratadas com poli L-lisina. A dihidroetidina (10 mol/L) foi aplicada ao corte. As
laminas foram incubadas em camara Uumida, protegida da luz a 37°C, durante
20 minutos. As imagens foram capturadas em microscoépio confocal (Zeiss 510
Meta do Centro de Microscopia Eletrénica - ICB/UFMG), equipado com laser
Kriptdnio/Argbnio. A sonda foi excitada a um comprimento de onda de 488 nm
e fenda de emisséo de 515 nm. A analise quantitativa das imagens foi realizada
através do software IMAGE J (1.45) e expressa como intensidade da

fluorescéncia de dihidroetidina (% de emissao por nacleos).
3.13 Ecocardiograma de alta resolucao

Os animais nao infectados e os animais no terceiro e sexto dia apos a
infeccdo foram submetidos a Ecocardiografia de alta resolucdo utilizando
aparelho Vevo 2100 (Visual Sonics). Apés inducdo anestésica com isoflurano
2,5% (Cristalia®), foi realizada remocdo quimica dos pélos do torax e
abdbémen, utilizando o removedor Nair (Church & Dwight Canada Corp.). A
manutencao da anestesia foi realizada com isoflurano entre 1% e 1.5% (p/v) de
forma que a frequéncia cardiaca ndo teve grandes oscilacdes sendo mantida
em torno de 400 batimentos por minuto. Em todos os experimentos foi utilizado
um transdutor mecanico de 40 mHz. A penetragdo maxima deste transdutor &
1,2 cm com uma resolucéo de 30 um, operando a uma taxa de frame de 32Hz.

Para realizacdo do exame ultrassonografico foi utilizado gel para
transmissdo ultrassbnica. Avaliagdes funcionais e dimensionais foram
realizadas offline com as imagens geradas em modo M e bidimensional com a
gravacao de CINE loops da visdo paraesternal esquerda, eixos curto e longo
do coracéo. Foram realizadas medidas do diametro sistolico final do ventriculo
esquerdo, diametro diastolico final do ventriculo esquerdo, volume sistélico,
volume sistolico final, volume diastodlico final, fracdo de encurtamento, fracao de

ejecdo e débito cardiaco, tempo de relaxamento isovolumétrico e relagdo E/A.
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Todos os exames foram realizados por um Unico operador que nao conhecia a

identidade dos animais.

3.14 Eletrofisiologia celular

Com o objetivo de estudar como estavam as correntes para calcio e o
potencial de acdo de células do muasculo cardiaco, foi feito o estudo
eletrofisiologico. Um amplificador EPC 9.2 (HEKA Instruments, Germany) foi
utilizado para estudar os parametros eletrofisiologicos de células ventriculares
cardiacas isoladas. Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as
configuragbes ‘whole-cell voltage-clamp’, para medir as correntes totais de
membrana, ou ‘whole-cell current-clamp’, para medir potenciais de acao, de
acordo com Hamill e cols. (1981) (Hamill et al.,, 1981). Para todos os
experimentos com eletrofisiologia, apos a obtencdo da configuracdo whole-cell,
foram esperados cerca de 3-5 minutos para permitir o equilibrio entre solucéo
de pipeta e citoplasma. As pipetas utilizadas nos experimentos possuiam
resisténcia entre 1-3 MQ. Todas as correntes foram filtradas passa-baixa com

frequéncia de corte de 2.9 kHz.

3.14.1 Isolamento dos cardiomidcitos

Os cardiomiocitos ventriculares foram isolados pelo método de digestao
enzimatica, tal como descrito previamente (Shioya, 2007), com algumas
adaptacdes. Os coragOes foram montados em um sistema de Langendorff e
foram perfundidos retrogradamente, sob pressdo constante (98 cmH.0) e
temperatura controlada (37°C), por cinco minutos com uma solu¢cdo tampéo
livre de célcio (CIB, cell isolation buffer), contendo os seguintes componentes
(em mmol/L): NaCl 130; KCI 5,4; MgCl, 0,5; NaH,PO4 0,33; glicose 22; HEPES
25 e EGTA 0,4 (pH=7,4 ajustado com NaOH 1,0 mmol/L). Em seguida, os
coracOes foram perfundidos por aproximadamente 5 minutos com o CIB (sem
EGTA) contendo 0,3 mmol/L de CaCl,; 1 mg/mL de colagenase tipo Il; 0,06
mmol/L de protease XXIlII e 0,06 mmol/L de tripsina. Os coragdes foram
removidos da cénula e entdo o ventriculo esquerdo foi separado, cortado em

pequenos pedacos para que logo em seguida fosse submetido por 10 minutos
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a uma segunda etapa digestiva com o CIB suplementado com as enzimas
previamente citadas e com 0,7 mmol/L de CacCl,. Posteriormente, as células
isoladas foram filtradas (mesh de 150 pum), centrifugadas (3.000 rpm; 4°C; 3
minutos) e ressuspendidas em solucao de CIB contendo 1,2 mmol/L de CaCl, e
2,0 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). Apos o intervalo de tempo de 5
minutos, as células foram novamente centrifugadas (3.000 rpm; 4°C; 3 minutos)
e finalmente re-suspensas em solucdo de Tyrode (com BSA, 2mg/mL),
contendo a seguinte composicao (em mmol/L): NaCl 140; KCI 5,4; MgCl, 0,5;
NaH,PO, 0,33; glicose 11; HEPES 5 e CaCl; 1,8 (pH=7,4 ajustado com NaOH
1,0 mmol/L). Foram utilizadas apenas aquelas células tolerantes ao calcio,
quiescentes, com padrdo de estriamento e morfologia da membrana celular

normais.

3.14.2 Estudo do potencial de acdo de cardiomiocitos do ventriculo

esquerdo

Para aquisicdo do potencial de acéao (PA) foi utilizada a mesma solucéo
intra e extracelular (em mmol/L): K-aspartato 130,0; KCL 20,0; HEPES 10,0;
MgCl, 2,0; NaCl 5,0; EGTA 5,0 e pH ajustado para 7,2 com KOH) (Tyrode). Os
potenciais de acéo foram obtidos a partir de um potencial de membrana de -80
mV, sendo este potencial obtido pela injecdo de corrente nos cardiomidcitos da
ordem de -100 a - 700 pA. O pulso para obtencdo do potencial de agédo era
uma onda quadrada de intensidade de 1 nA e duracdo entre 3-5 ms. A
frequéncia de aquisicao foi de 20 kHz e de estimulo de 1 Hz. Foram adquiridos
entre 30-50 potenciais de acdo para cada célula, sendo o ultimo utilizado para
analise. O overshoot, a maxima taxa de despolarizacdo, a amplitude e a
duracéo (a 10, 30, 50, 70 e 90% da repolarizacdo) foram calculados tanto para

0s animais néo infectados, quanto para aqueles infectados a 3 e 6 dias.

3.14.3 Avaliagéo da corrente de célcio no ventriculo esquerdo

Para medir a corrente de calcio do tipo L (Ica1) foi utilizada solucéo
interna (em mM): 120 cloreto de césio (CsCl), 20 cloreto de tetraetilamonio
(TEA-CI), 5 NaCl, 10 Hepes, 5 EGTA, pH 7,2 ajustado com hidroxido de césio
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(CsOH), sendo a solucéo externa Tyrode. lc, foi medida através da aplicacao
de pulsos que variaram de -50 a +50 mV (com incrementos de 10 mV), com
duracdo de 300 ms, partindo-se de um potencial de membrana de -80 mV. Um
pré-pulso de 50 ms de duracédo, partindo do potencial de membrana para -40
mV, foi aplicado para inativar as correntes de sodio e de calcio do tipo T. A
aguisicao dos dados foi realizada com frequéncia entre pulsos de 0,1 Hz, e

frequéncia de aquisicdo a 10 kHz.

3.15 Anédlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao médio (EPM).
As diferencas entre as médias foram analisadas utilizando-se analise de
variancia ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. Diferencas
entre as curvas de sobrevida foram calculadas usando o teste Log rank. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Corporation, versao 5.00,2007). Os resultados foram

considerados estatisticamente diferentes quando p< 0.05.
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Resultados

4.1 Modelo de infeccdo experimental pelo virus da Dengue (DENV-3)
4.1.2 Padronizacao da curva de letalidade pelo virus da Dengue (DENV-3)

Foram utilizados cinco inéculos do virus da Dengue (107, 1, 10" 10% e
10® PFU) para a determinacdo da dose letal para 50% dos animais (DLso).
Quando infectados com 10° PFU, todos os animais sucumbiram a infeccédo em
6 dias. A infeccdo com10? PFU levou & 100% de letalidade em 7 dias (figura 7
a). O indéculo de 1 PFU causou a morte de 50% dos animais infectados no 7°dia
e progressiva perda de peso (figura 7 b). O inéculo de 10" PFU n&o induziu

letalidade nos animais infectados.

4.1.3 Determinacado da carga viral no terceiro e sexto dia apos a infeccao
com o in6culo de 01 PFU (DLso do virus)

O titulo viral no figado e baco (figura 9 a e b, respectivamente) dos
animais infectados com 1 PFU no terceiro e sexto dia aumentou
significativamente de acordo com a cinética da infeccdo. Por outro lado, a
viremia (figura 8 c) so foi detectada no sexto dia ap0s a infec¢do com titulo viral

elevado, de aproximadamente 10° PFU por mL de sangue.
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Figura 07. Letalidade e perda de peso apoés infeccdo com DENV-3. A letalidade (a)
foi observada ap6s infeccdo com os indculos de 10, 1, 10*, 10% e 10° PFU do virus da
Dengue. A variacdo do peso corporal (b) foi analisada nos animais NI e nos animais
infectados por via intraperitoneal com 01 PFU (DLs). Os resultados foram expressos
como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, quando comparado a animais nao

infectados.
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Figura 08. Determinacao da carga viral apos infeccdo com a DLsydo virus DENV-

3 adaptado. A carga viral foi analisada no figado (a), bago (b) e sangue (c) apés a

infeccdo pelo virus da Dengue. Os resultados foram expressos como média + EPM (n=

> 6 animais). * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001 quando comparado a animais nao

infectados. ¥ P < 0,01, " P< 0,001 quando comparado a animais 3 dias apos a

infeccao.
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4.1.4 Avaliacao das alteracdes hematoldgicas

Os resultados relacionados as alteragbes hematologicas mostram o
carater progressivo dos sinais associados a gravidade da doenca, sendo
evidenciada uma importante plaquetopenia (figura 09a). Ocorre uma reducéo
significativa de plaquetas circulantes no terceiro dia (614,5 + 18,3, n = 12), que
€ ainda mais acentudada no sexto dia apos a infec¢do (381,2 + 17,7, n = 12),
quando comparados aos animais NI (814,5 + 21,1, n = 12). Os niveis de
hematdcrito, que refletem a hemoconcentracéo por perda de plasma sanguineo
para sitios de inflamacéo e infeccdo, mostraram-se intensamente elevados no
terceiro e sexto dia ap0s infeccdo (figura 09b). Além disso, os animais apos a
infeccdo apresentam hipoalbuminemia no 3° e 6° dia apd6s a infeccao,

sugerindo reducédo de volume plasmatico (figura 09c).
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Figura 09. AlteracGes hematologicas apods infeccdo com DENV-3. Intensa
plaquetopenia (a), aumento nos niveis de hematdcrito (b) e hipoalbuminemia (c). Os
resultados foram expressos como média £ EPM (n= > 6 animais por grupo). * P< 0,05,
** P< 0,01, *** P< 0,001 quando comparado a animais néo infectados. * P < 0,05, **

P< 0,001 quando comparado a animais 3 dias ap0s a infec¢ao.
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4.1.5 Cinética da resposta inflamatoria

O recrutamento de leucécitos para os orgaos alvo da infeccdo pode ser
quantificado por ensaios que medem a atividade de enzimas presentes em
certas populacdes celulares, como mieloperoxidase (MPO), enzima com alta
expressdo em neutrofilos e usada como marcador da presenca dessas células
(Mullane et al., 1985; Cross et al., 2003) e N-Acetil-B-D-Glicosaminidase (NAG),
presente em macrofagos e, da mesma maneira, utilizada como marcador do
acumulo dessas células (Bailey, 1988).

Através da dosagem de MPO, observou-se um aumento no
recrutamento de neutréfilos para os pulmdes e baco de camundongos
infectados com 1 PFU no terceiro dia apds a infeccdo e uma amplificacdo
dessa resposta no sexto dia apds a infeccao (figura 10a e c). No entanto, no
figado os niveis de MPO permaneceram inalterados no 3° dia, aumentando
significativamente apenas no 6° dia apos a infeccao (figura 10b). Os niveis de
NAG nos pulmdes, figado e baco de camundongos no terceiro dia apds a
infeccdo ndo foram diferentes dos observados nos animais NI. Entretanto, no
sexto dia apds a infeccao observou-se um aumento dos niveis dessa enzima
nos pulmdes e figado, sugerindo que ocorre recrutamento de macrofagos para
estes orgaos (figura 10d, e e f).

Apos a infeccdo pelo virus da Dengue, os niveis das enzimas
transaminases hepaticas, AST e ALT no soro foram aumentados somente no
6° dia apos a infeccdao (402,9 + 57,0, n = 6 e 190,7 + 30,3, n = 6,
respectivamente), ndo sendo observado aumento das mesmas no 3° dia apos
a infeccéo (52,5 + 3,6, n =6 e 48,8 + 6,4, n = 6) com relacdo aos animais NI
(51,3+25,n=6¢e38,8+4.8 n=06) (figura 11a e b).

Com relacdo a hemorragia tecidual, observou-se importante aumento
dos niveis de hemoglobina no intestino e pulmao, caracterizando de forma
indireta a ocorréncia de hemorragia tecidual. Esses achados nao foram

observados nos animais NI, conforme demonstrado na figura 11c e d.
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Figura 10. Niveis de Mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-B-D-Glicosaminidase
(NAG) no pulméao, figado e baco de animais NI e infectados com DENV-3. Medida
indireta do recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o pulmao (a, d), figado (b,
e) e baco (c, f), respectivamente. Os resultados foram expressos como média + EPM
(n= > 6 animais). * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001 quando comparado a animais nao
infectados. * P < 0,01, ™ P< 0,001 quando comparado a animais 3 dias apos a

infeccao.
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Figura 11. Avaliacdo de lesdo hepética e hemorragia tecidual induzida pela

infeccdo com DENV-3. Niveis de transaminases hepéaticas AST (a) e ALT (b) no soro

e guantificacdo de hemoglobina no intestino (c) e pulm&o (d). Os resultados foram

expressos como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, ** P< 0,001 quando

animais 3 dias apos a infeccao.

comparado a animais ndo infectados. # P < 0,05, “* p< 0,001 guando comparado a
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Foram feitas andlises histopatologicas das sec¢gBes de pulmdes de
camundongos infectados com o DENV-3 ap6s 3 e 6 dias de infeccdo. Os
pulmdes dos animais ndo infectados apresentaram aspecto histolégico normal
(Fig. 12a). Focos de hemorragia e infiltrados inflamatérios peribronquial,
peribronquiolar e perivascular foram visualizados no terceiro dia de infecgéo
(Fig. 12b). Areas extensas de hemorragia, edema alveolar e actimulos de
linfécitos, plasmacitos foram detectados no sexto dia de infeccéo (Fig. 12c).

Foi feito um escore histopatoldégico para quantificar a hemorragia
pulmonar. Observou-se hemorragia pulmonar moderada a intensa nos 3° e 6°
dias apos a infecgao, respectivamente (Fig.12d).

Na caracterizacdo da resposta inflamatéria em resposta ao virus da
Dengue (DENV-3), foram medidos os niveis soroldgicos de algumas citocinas e
guimiocinas que parecem participar da patogénese da doenca (Yang et al.,
2001; Atrasheuskaya et al., 2003; Dewi et al., 2004; Lin et al., 2005; Lee et al.,
2006; Chen et al., 2007; Restrepo et al., 2008; Yen et al., 2008; Guabiraba et
al., 2010; Levy et al., 2010; Rolph et al., 2011). Foram quantificados os niveis
de IL-1B e IFN-y, das citocina pré-inflamatérias TNF-a e IL-6, além da
CCL2/MCP-1, uma das principais quimiocinas quimioatrativa para mondcitos.

Ap6s a infeccdo, os niveis de IL-13 estavam muito elevados,
apresentando um pico no 3° dia apds a infeccdo, que foi significativamente
reduzido no 6°dia (figura 13a). Com relacdo ao IFN-y, seus niveis ndo foram
alterados no terceiro dia. Entretanto, no sexto dia apos a infeccdo houve um
aumento bastante significativo (figura 13b). As citocinas TNF-a e IL-6
apresentaram aumento acentuado apenas no 6° dia apds a infeccdo, nao
havendo diferenca entre os grupos NI e 3 dias apoés a infeccdo (figura 13c e d).
A guimiocina que participa recrutamento e ativagdo de monocitos, CCL2/MCP-
1, apresentou um aumento bastante significativo apenas no 6° dia apods a

infeccéo (figura 13e).
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Figura 12. Andlise histolégica de pulm@es de animais infectados ou ndo com
DENV-3. Cortes histolégicos representativos de sec¢des de pulmdes de camundongos
nao infectados (A) e de camundongos infectados no terceiro (B) e sexto (C) dias apés
a infeccdo com DENV-3. Escore histopatologico da hemorragia pulmonar (D). A-C:
aumento original: 100x. Os resultados foram expressos como média + EPM (n= > 6

animais). *** P< 0,001 quando comparado a animais nao infectados.
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Figura 13. Niveis de citocinas e quimiocinas no soro de animais infectados ou
nao com DENV-3. Niveis de IL-1B (a), IFN-y (b), TNF-a (c), IL-6 (d) e CXCL2/MIP-2

(e) no soro de animais NI e infectados no terceiro e sexto dia apés a infeccdo com

DENV-3. Os resultados foram expressos como média + EPM (n= > 6 animais). ** P<

0,01, *** P< 0,001 quando comparado a animais ndo infectados. ** P< 0,001 quando

comparado a animais 3 dias ap0s a infec¢éo.
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4.1.6 Caracterizacdo dos parametros hemodinamicos ap6és a infeccao pelo
DENV-3 adaptado

Uma vez padronizado o modelo, o proximo passo foi avaliar se existiam
alteracdes hemodindmicas. A pressdo arterial sistdlica (PAS) foi avaliada nos
animais NI e em animais infectados. O gréfico esta representado em forma de
variacdo da PAS dos animais infectados em relacdo aos animais NI. Os valores
basais de PAS dos animais NI foram 106 = 4 mmHg (n = 10). Nota-se que no
3° dia apos a infeccao ocorre reducéao leve, porém significativa da PAS seguida
de um sutil aumento no 4° dia (figura 14a), sugerindo que ocorra ativacao de
mecanismos compensatorios. Estes mecanismos compensatorios se devem a
ativacdo de barorreflexo, uma vez que no terceiro dia ha taquicardia reflexa,
enquanto no quarto dia ha reducdo da frequéncia cardiaca (figura 14b).
Entretanto, nos dias 5 e 6 apds a infeccdo, ocorre reducdo bastante
significativa da PAS, (260 £+ 25 mmHg, n = 6 e 425 + 51
mmHg,respectivamente, n = 6) (figura 14a), acompanhado de intensa
taquicardia, mecanismo classico para tentar compensar a acentuada
hipotensdo e reducdo de pré-carga observada nos animais apés a infeccdo
com o DENV-3 (figura 14b).

A fim de caracterizar os mecanismos associados a reducdo acentuada
da PAS, avaliou-se se havia alteracdo na permeabilidade vascular apés
infeccdo com DENV-3. Os animais infectados apresentaram significativo
aumento de permeabilidade vascular (caracterizado por aumento na
concentracdo do corante Azul de Evans no tecido) em todos os Orgaos
avaliados (pulmdes, figado, coracéo, rins e estbmago) no sexto dia, sugerindo

hemoconcentracdo e hipovolemia (figura 15).
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Figura 14. Avaliagdo do perfil hemodinamico. Variagdo da presséo arterial sistélica
(a) e da frequéncia cardiaca (b) foram avaliadas nos animais NI e durante a infeccao.
Os resultados foram expressos como média £+ EPM (n= 10 animais por grupo). * P<

0,05 quando comparado a animais nao infectados.
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Figura 15. Avaliagcdo da permeabilidade vascular em animais ndo infectados e
infectados com DENV-3. As alteracdes de permeabilidade vascular foram avaliadas
pela mensuracdo do extravasamento do corante azul de Evans. Os resultados foram
expressos como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001
quando comparado a animais ndo infectados. * P < 0,01, " P< 0,001 quando

comparado a animais 3 dias apos a infecgéo.

4.1.7 Caracterizagdo da resposta inflamatéria no coracao

4.1.7.1 Avaliacao da carga viral e migracao de células para o coracao de

animais infectados com DENV-3

Para avaliar se o coracao era alvo do virus da Dengue, a carga viral foi
determinada através da técnica de titulacao por placa de lise. Observa-se que 0
titulo viral no coragédo dos animais infectados com 1 PFU (DLso) de DENV-3
aumentou significativamente de acordo com a cinética da infeccao (figura 16a).
Foi avaliado também o recrutamento celular para o coracdo. Os resultados
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mostram que os niveis de MPO aumentaram significativamente no terceiro e
sexto dia ap0s a infeccdo (figura 16b), confirmando a migracdo de neutrofilos
para o coracdo em ambos o0s periodos estudados. Ja os niveis de NAG
somente foram elevados no sexto dia apos a infeccéo (figura 16c), sugerindo
que a migracao de macrofagos, diferentemente dos neutréfilos, ocorre somente
no sexto dia apds infeccdo. Uma caracteristica interessante é o aumento da

magnitude do infiltrado celular paralelo ao aumento da carga viral no coragao.

4.1.7.2 Andlise de alteracfes histopatoldgicas no coracdo de animais
infectados com DENV-3

Nado foram visualizadas alteracdes histopatoldégicas nos animais nao
infectados (figura 17A e D). As laminas de animais ap6s 3 dias de infeccéo
revelaram pericardite cronica, caracterizada pela infiltracdo de células
mononucleares (figura 17B), inflamacdo do pericardio predominantemente
localizada na regido ventricular e focos inflamatérios contendo linfécitos,
plasmadcitos e macréfagos visualizados ao redor de alguns vasos sanguineos
localizados no miocardio (ventriculos direito e esquerdo) (figura 17E). No sexto
dia apo6s a infeccdo todos os animais apresentaram pericardite crénica mais
extensa e intensa, com maior deposicdo de fibras colagenas nas areas
acometidas (figura 17C). Notou-se ainda miocardite moderada, caracterizada
pela infiltracdo de neutréfilos e macréfagos (figura 17F). Foi feito um escore
histopatolégico para quantificar a inflamacdo no coragdo. Observou-se
inflamacéo leve a moderada nos 3° e 6° dias apoés a infecgéo, respectivamente
(figura 17G).

4.1.7.3 Localizagcdo do virus DENV-3 no coragdo de animais NI e

infectados

A imuno-histoquimica para a NS3 (uma proteina nao estrutural do virus
da Dengue) nas secdes de coracédo dos animais ndo infectados (figura 18A) e
infectados com o DENV-3, no dia 3 (figura 18B) e 6 (figura 18C) apds a

infeccdo, evidenciou a expressdo da NS3 (castanho escuro) em células
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inflamatdrias mononucleares (setas) presentes no miocardio. Ampliacdo

original: 400x.
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Figura 16. Determinacdo da carga viral e niveis de MPO e NAG apds infecgao
com DENV-3. A carga viral (a) e o recrutamento de neutréfilos (b) e macréfagos (c) foi
analisado no coracao dos animais NI e infectados com o DENV-3. Os resultados foram
expressos como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, ** P< 0,01, ** P< 0,001
quando comparado a animais ndo infectados. * P < 0,05, * P < 0,01, " P< 0,001

guando comparado a animais 3 dias ap0s a infeccao.
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Figura 17. Analise histolégica de coracfes de animais infectados ou ndo com
DENV-3. Cortes histolégicos representativos de secc¢des do coragdo de camundongos,
pericardio (A, B e C) e miocérdio (D, E e F), ndo infectados (A e D) e de camundongos
infectados no terceiro (B e E) e sexto (C e F) dia apés a infeccdo com DENV-3.
Aumento final: 100x. Detalhes: 400x. Escore histopatoldgico da inflamacéo no coragéo
(G). Os resultados foram expressos como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, **
P< 0,01 quando comparado a animais nao infectados. * P < 0,05 quando comparado a

animais 3 dias apos a infecgéo.
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Figura 18. Imuno-histoquimica (IHQ) anti-NS3. Cortes representativos da IHQ anti-
NS3 de secdes do coragdo de camundongos néo infectados (A) e de camundongos
infectados no terceiro (B) e sexto (C) dias apos a infecgdo com DENV-3. Aumento
final: 400x.

4.1.7.4 Andlise do perfil de citocinas observadas no coracdo de animais

infectados com DENV-3

Houve um aumento significativo nos niveis de TNF-a no coracdo dos
animais apos 3 (147,6 + 4,8, n = 6) e 6 (304,6 = 27,0 n = 6) dias ap0s a
infeccdo, quando comparado com os animais NI (96,1 + 7,5, n = 6) (figura 19a).
Os niveis de IL-6 no coracdo, apdés a infeccdo pelo DENV-3, foram
intensamente aumentados no 6° dia (50,4 + 7.5, n = 5) quando comparado com
animais 3 dias apo6s a infeccdo e NI, cujo os niveis de IL-6 ndo foram
detectados (figura 19b). As quimiocinas que participam do recrutamento e
ativacdo de neutréfilos e células mononucleares, CXCL1/KC e CCL2/MCP-1,
apresentaram niveis elevados no 3° dia (470,3 + 107,7, n =5 e 346,0 + 52,3, n
= 5, respectivamente) que se tornaram ainda maiores no 6° dia apos a infeccao
(1078,3 + 107,8, n = 5 e 565,3 + 91,7, n = 5, respectivamente), quando
comparado aos animais NI (193,9 £ 29,8, n =5 e 84,6 + 18,2, n = 5) (Figura
19c e d).

Além disso, os animais infectados apresentaram um aumento de IL-17 e
IL-18 nos dias 3 (35,8 + 3,3, n =5 e 28,5 + 3,5, n = 5, respectivamente) e 6
(1210 £+ 7,3, n =5 e 41,2 + 4,0, n = 5, respectivamente) apdés a infeccao,
guando comparados aos animais NI, em que o0s niveis de IL-17 ndo foram

detectados e IL-1B apresentavam-se basais (3,2 + 0,6, n = 5).
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Figura 19. Niveis de citocinas e quimiocinas no coragdo apos infec¢cdo com
DENV-3. TNF-a (a), IL-6 (b), CXCL1/KC (c), CCL2/MCP-1 (d), IL-1p (e) e IL-17 (f) no

coracao de animais NI e infectados no terceiro e sexto dia apés a infeccdo com DENV-

3. Os resultados foram expressos como média £+ EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05, ***

P< 0,001 quando comparado a animais ndo infectados. * P < 0,05, " P< 0,001

quando comparado a animais 3 dias apos a infec¢ao.
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4.1.8 Avaliacdo do status redox cardiaco dos animais ap0s a infeccao
pelo DENV-3

Houve uma reducdo significativa nos niveis de glutationa (GSH) no
coracao dos animais ap6s 3 (28,8 £2,2n=6) e 6 (16,7 £ 0,6 n =5) dias apos a
infeccdo quando comparado com os animais NI (48,3 = 6,1, n = 5) (figura 20a).
Os niveis de peroxidacao lipidica, avaliados indiretamente pela dosagem de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no coracdo foram
acentuadamente aumentados no coracdo dos animais infectados no sexto dia
(205,9 = 8,4 n = 4), quando comparados a animais infectados no terceiro dia
(107,6 + 10,8 n = 5) e NI (115,5 + 15,1 n = 5) (figura 20b). A atividade da
enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) no coragdo ap6s a infecgéo
foi significativamente aumentada no 6° dia (3,52 =+ 0,4, n = 5) quando
comparado com animais 3 dias apos a infeccéo (2,19 + 0,30, n =5) e NI (1,61
+ 0,22, n=5) como mostrado na figura 20c. A atividade da enzima antioxidante
catalase foi significativamente aumentada no 6° dia apds a infec¢édo (732,8 +
83,2, n = 4) quando comparado com animais no 3° dia ap0s a infeccdo (542,2 +
40,3, n =5) e NI (427,8 + 29,5, n=5) como mostrado na figura 20d.

Para avaliar a producdo de ROS no coracdo dos animais infectados,
seccbes de coracBes foram expostas a dihidroetidina e a producao de ROS
(especialmente anions superéxido) no interior dos cardiomidcitos foi avaliada in
situ. Nas fotos representativas dos grupos experimentais, nota-se que no 3°
(Figura 21B) e 6° (Figura 21C) dia ap0s a infeccdo houve um aumento visivel
de fluorescéncia em comparacdo com o controle NI (figura 21A). A analise
quantitativa das imagens foi realizada através do software IMAGE J. Mostra-se
na figura 21D a representagcdo grafica das médias de fluorescéncia da sonda
DHE obtidas em sec¢Oes de 6 coracgOes distintos por grupo. Nota-se que a
fluorescéncia no coragao dos animais infectados foi significativamente maior no
terceiro (49,6 = 3,1, n = 6) e sexto (81,6 + 4,6, n = 6) dia apods infec¢cdo, do que

nos animais NI (18,2 + 1,6, n = 6).
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Figura 20. Avaliacdo do estresse oxidativo no coragdo dos camundongos apo0s
infeccdo com DENV-3. Os graficos representam: niveis de GSH (a) e TBARS (b),
atividade da SOD (c) e catalase (d). Os resultados foram expressos como média *
EPM (n= > 6 animais). ** P< 0,01, *** P< 0,001 quando comparado a animais nao
infectados. * P < 0,05, * P< 0,01 quando comparado a animais 3 dias apds a
infeccao.
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Figura 21. Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
coracdo de animais NI e infectados com DENV-3. Imagem representativa do grupo
NI (A), 3 dias ap6s a infeccao (B) e 6 dias apos a infec¢do (C). Quantificacdo da
fluorescéncia média dos grupos (D). Os resultados foram expressos como média *
EPM (n= > 6 animais). *** P< 0,001 quando comparado a animais nao infectados. * P<

0,01 quando comparado a animais 3 dias ap0s a infecc¢ao.
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4.1.9 Avaliacdo dos parametros ecocardiograficos apos a infeccdo pelo
DENV-3

Realizou-se o ecocardiograma, uma técnica ndo invasiva muito eficiente
para avaliar a fungdo cardiaca. Observa-se uma reducdo marcante do débito
cardiaco (figura 22a) nos animais 6 dias apos a infeccdo (6,1 = 1,5, n = 6)
guando comparado a animais 3 dias apos a infeccdo (11,6 + 1,0, n = 6) e a
animais NI (12,6 + 0,6, n = 6). O diametro sistolico final do ventriculo esquerdo
(figura 22b) e o diametro diastolico final do ventriculo esquerdo (figura 23c)
foram reduzidos nos animais 6 dias apos a infeccédo (1,4 £+ 0,2, n=6¢€e 2,4 +
0,2, n = 6, respectivamente) quando comparado aos animais 3 dias apls a
infeccdo (2,7 + 0,2, n =6 e 3,7 + 0,1, n = 6, respectivamente) e a animais NI
(2,2+09, n=6¢e 35 + 0,7, n =6, respectivamente). Em contrapartida, no
sexto dia apos a infeccado ocorre aumento da fragcdo de encurtamento (figura
23d) e aumento da fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo (figura 23a) (42,5 +
3,6,n=7e735+42, n=7,respectivamente) quando comparado a animais 3
dias ap6s a infecgéo (28,2 + 3,7, n =6 e 53,9 = 5,3, n = 6, respectivamente) e a
animais NI (354 + 1,8, n=6 e 654 + 24, n = 6, respectivamente). Nota-se
reducdo significativa do volume sistélico (figura 23b) no sexto dia ap6s a
infeccdo (15,1 + 3,5, n = 6) quando comparado a animais 3 dias apds a
infecgao (31,5 + 1,9, n = 6) e a animais NI (34,1 £+ 1,4, n = 6). Esta reducéo de
volume sistélico é precedida de aumento do volume sistdlico final no terceiro
dia apos a infeccdo (28,9 + 4,4, n=6) quando comparado a animais NI (18,6 +
1,8, n = 6) (figura 23c). O volume diastdlico final nos animais 6 dias apds a
infeccéo (30,1 + 8,2, n = 6) foi significativamente menor quando comparado a
animais 3 dias apos a infecgéo (60,5 + 4,2, n = 6) e a animais NI (52,7 £ 2,5, n
= 6) (figura 23d). Houve reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico no
sexto dia apos a infecgéo (7,3 + 0,38 n = 6), entretanto ndo foram obervadas
diferencas entre os animais no terceiro dia apoés a infec¢do e NI (9,6 + 0,51, n =
6 e 9,3 £ 0,31, n = 6, respectivamente) (figura 22e). A relagao existente entre o

enchimento r4pido (onda E) e a contracdo atrial (onda A) mostrou-se reduzida
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no sexto dia apés a infeccao (1,58 + 0,09 n = 6) quando comparado a animais
no terceiro dia apds a infec¢do (2,3 + 0,15, n = 6) e NI (2,5 £ 0,3, n = 6).
Observa-se na figura 24 registros representativos do fluxo mitral e relacdo E/A

de animais ndo infectados (a), 3 (b) e 6 (c) dias ap0s a infecc¢éo.
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Figura 22. Avaliacdo da funcgéo cardiaca por ecocardiograma. Andlise funcional
do coragdo em animais NI e apos a infecgcdo pelo virus da Dengue adaptado. Débito
cardiaco (a), diametro sistdlico  finaldo  ventriculo  esquerdo (b),
diametro diastélico final do ventriculo esquerdo (c), fracdo de encurtamento do
ventriculo esquerdo (d). Os resultados foram expressos como média + EPM (n= > 6
animais). * P< 0,05, *** P< 0,001 quando comparado a animais néo infectados. * P<

0,05, * P< 0,01, " P< 0,001 quando comparado a animais 3 dias apos a infeccao.
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Figura 23. Avaliacao da funcado cardiaca por ecocardiograma. Fracdo de ejecao
do ventriculo esquerdo (a), volume sistdlico (b), volume sistdlico final (c),
volume diastdlico final (d) tempo de relaxamento isovolumétrico (e) e relacdo E/A do
ventriculo esquerdo (f). Os resultados foram expressos como média + EPM (n= > 6
animais). * P< 0,05, *** P< 0,001 quando comparado a animais néo infectados. * P<

0,05, " P< 0,01, " P< 0,001 quando comparado a animais 3 dias apos a infeccao.
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Figura 24. Fluxo mitral. Relacdo E/A. Registro representativo do fluxo mitral. Corte
apical de quatro caAmaras, amostra de volume colocada na extremidade dos folhetos
da valva mitral. E= onda de enchimento ventricular rapido; A= onda de enchimento

tardio (contracao atrial). Animal ndo infectado (a), 3 (b) e 6 (c) dias ap6s a infeccao.
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4.2 Avaliacdo de parametros eletrofisiologicos em cardiomiécitos apos a
infeccao pelo DENV-3

Iniciou-se o estudo com analise do potencial de acdo de cardiomidcitos
do ventriculo esquerdo isolados de animais néo infectados e infectados com o
sorotipo-3 do virus da Dengue, 3 e 6 dias apés a infec¢do, uma vez que este
representa o somatorio dos componentes ibnicos responsaveis pelo controle da
excitabilidade do cardiomidcito.

Nota-se que os cardiomidcitos dos animais infectados apresentam
reducdo no tempo de repolarizacéo do PA (figura 25b). Em a esta representado
0s tracados representativos para células controle, 3 e 6 dias ap0s a infec¢ao, e
em c o potencial de repouso para diferentes porcentagens da repolarizacdo do
PA. No terceiro dia ap0s a infeccdo ocorre uma reducdo na duragcédo do tempo
de repolarizagéo do PA, entretanto, ndo foram observadas diferengas do PA no
sexto dia apds a infeccdo quando comparado com animais NI (figura 25b). Nao
foram encontradas diferencas entre a dV/dt Max (figura 25d)

A corrente de célcio (Ica L), referente aos canais do tipo L, apresenta um
importante papel na repolarizacdo juntamente com as correntes de sodio,
gerando o PA em cardiomidcitos. Além disso, a corrente de calcio (Ica) tem um
importante papel na regulacdo da capacidade contratil das células musculares
cardiacas. Desta forma, fez-se a avaliacdo da funcionalidade dos canais para
Ca** em cardiomidcitos de animais NI e infectados com DENV-3. Os resultados
mostram uma reducao significativa na densidade de corrente de célcio para as
células provenientes de animais 6 dias apds a infec¢do. Na figura 26a, b e c,
observa-se tracados representativos referente as correntes para calcio
observadas em cardiomiocitos de animais NI e 3 e 6 dias apos infec¢cdo, com
DENV-3, respectivamente. Ja4 na figura 26d esta representada a relacdo da
densidade de corrente de calcio em func¢do da voltagem. A 0 mV a densidade
de corrente (pA/pF) foi de -7,3 + 0,5, -6,9 + 0,9 e -3,6 + 0,3 para as células
controle, aos 3 e 6 dias ap0s a infeccdo, respectivamente. A curva de
condutancia, o tempo para o0 pico da lca. € a constante de tempo para

inativacao nao apresentaram alteragées conforme observado na figura 26e.
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Figura 25. Potencial de acdo (PA) em cardiomiocitos do ventriculo esquerdo
provenientes de animais NI e infectados com DENV-3. A figura representa os
tracados representativos referentes ao potencial de agédo para os cardiomidcitos dos
animais NI, 3 e 6 dias apds a infeccao (a), tempo para repolarizacdo do PA a 10, 50 e
90% (b), potencial de repouso (c) e dV/dt max (d). Os resultados foram expressos
como média + EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05 quando comparado a animais n&do

infectados.
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Figura 26. Corrente de Célcio (Ic,) em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo
de animais NI e infectados com DENV-3. A figura representa os tracados
representativos referentes as correntes de calcio tipo L para os cardiomiocitos dos
animais NI, 3 e 6 dias ap6s a infeccdo (a, b, c). Relacdo da corrente de pico,
normalizada pela capacitancia celular, em funcdo da voltagem (d). Os resultados
foram expressos como média £ EPM (n= > 6 animais). * P< 0,05 quando comparado a

animais nao infectados.
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4.3 Sumario dos resultados

O conjunto de resultados obtidos nesta dissertacao sugere que:

O sorotipo-3 do virus da Dengue adaptado ao hospedeiro murino,
utilizado neste estudo, foi eficaz em induzir a infeccdo e mimetizar as
alteracdes observadas na forma grave da doenca em humanos. Os sinais
clinicos classicos da doenca observados foram: alteragcbes hematoldgicas,
carga viral detectavel em érgaos alvo e no sangue, dano hepético e hemorragia

tecidual nos pulmdes e intestino;

Os camundongos BALB/c infectados com o virus (DENV-3) perdem peso

e sucumbem a infeccdo de maneira in6culo dependente;

Durante a infeccdo ocorre uma resposta inflamatéria sistémica,
caracterizada por aumento de permeabilidade vascular, recrutamento e
ativacdo de leucdcitos, producdo marcante de citocinas e quimiocinas pro-

inflamatorias;

ApGs ter caracterizado o modelo, avaliou-se as alteracbes
hemodindmicas e observou-se importante reducdo da pressdo arterial,
aumento de frequéncia cardiaca e intenso aumento de permeabilidade
vascular. Em conjunto os resultados sugerem que os camundongos apoés a

infecgao apresentam choque hipovolémico;

O coracdo foi caracterizado como alvo do processo inflamatorio
desencadeado pelo virus da Dengue. Foi detectada carga viral no coracdo dos
animais infectados, recrutamento e ativagdo de neutrofilos e macréfagos,
intensa produgédo de citocinas (TNF-o, IL-6, IL-18 e IL-17) e quimiocinas
(CXCL1/KC, CCL2/MCP-1) levando a pericardite, miocardite e estresse

oxidativo;

Os camundongos infectados apresentam disfuncdo cardiaca,

caracterizada por hiperdinamismo, reducdo do deébito cardiaco, reducao
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marcante do volume sistélico e diastélico, além de importantes alteracdes

funcionais nas camaras cardiacas e instabilidade hemodinamica;

As propriedades elétricas dos cardiomiécitos isolados do ventriculo
esquerdo foram alteradas nos animais com 3 e 6 dias apos a infecgdo. As
alteracdes foram dependentes do tempo de infec¢do. Ocorreu reducdo do
tempo da repolarizacdo do potencial de acédo no terceiro dia apés a infeccao e

no sexto dia uma reducéo da corrente de célcio do tipo L.
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A Dengue é a principal arbovirose que acomete o homem na atualidade,
e a virose urbana mais difundida no mundo. Estima-se que aproximadamente
trés bilhGes de pessoas estdo sob risco de contrair a doenca em regides
tropicais e sub-tropicais, representando um grave problema de saude publica.
Ndo obstante, ndo existem tratamentos especificos, tdo pouco vacinas
disponiveis para a prevencédo desta doenca, e todos esses fatores se associam
a uma escassa compreensao de sua patogénese (Halstead, 1990; Guzman e
Kouri, 2002; Whitehead et al., 2007; Guzman et al., 2010).

O insipiente conhecimento a cerca dos mecanismos envolvidos na
patogénese esta estreitamente relacionado a falta de modelos animais que
mimetizem a infeccdo observada em humanos (Bente e Rico-Hesse, 2006;
Shresta et al., 2006; Yauch e Shresta, 2008).

Mais recentemente comecaram a surgir modelos de infeccdo com virus
da Dengue utilizando animais imunocompetentes, predominantemente da
linhagem C57BL/6J. Alguns destes modelos murinos mimetizam os achados
clinicos observados na infecgcdo em humanos, como perda de peso, alteracdes
hematoldgicas, trombocitopenia, resposta inflamatéria sistémica, lesdo
hepatica, hemorragia e extravasamento de liquidos (Chen, 2004; Chen et al.,
2007; Chen et al., 2008; Paes et al., 2009; Souza et al., 2009; Franca et al.,
2010).

O grupo de pesquisa em Imunofarmacologia liderado pelo Prof. Dr.
Mauro Martins Teixeira, nos ultimos anos tem trabalhado no desenvolvimento
de modelos murinos de Dengue. Realizaram, inicialmente, a padronizacao de
um modelo murino com o sorotipo-2 do virus (DENV-2). O modelo em questao
consiste de uma ferramenta interessante para o estudo da fisiopatologia da
infecgdo pelo virus da dengue, uma vez que mimetiza 0s sinais e sintomas
clinicos observados durante a infeccdo em humanos. Além disso, este modelo
tem possibilitado o estudo da participacdo de diferentes moléculas relacionadas
ao processo inflamatoério durante a Dengue, tais como: o Fator de Agregacao
Plaquetéaria (PAF), Fator Inibitério da Migracdo de Macrofagos (MIF), IFN-y e
Oxido Nitrico (NO) (Souza et al., 2009; Assuncao-Miranda et al., 2010;
Guabiraba et al., 2010; Fagundes, Costa et al., 2011; Renneson et al., 2011).
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Mais recentemente, o grupo caracterizou também um modelo murino do
sorotipo-3 do virus (DENV-3) em camundongos C57BL/6J. O modelo é muito
semelhante ao observado com o sorotipo-2. Sendo assim, outra ferramenta
interessante para o estudo dos mecanismos envolvidos na patogénese da
infeccdo pelo dengue virus (DENV), por apresentar similaridade nas
caracteristicas clinicas e laboratoriais observadas durante a infeccdo em
humanos (Costa, 2009).

No presente trabalho avaliou-se se o coracéo seria alvo da infeccéao pelo
virus DENV-3 em camundongos BALB/c adultos e imunocompetentes. O
modelo de infeccdo utilizado no presente estudo visou retratar as
manifestacdes clinicas e laboratoriais observadas em casos graves de Dengue.
Com esse objetivo, foram avaliados, inicialmente, diferentes ind6culos para
andlise das manifestacfes patoldgicas da Dengue e a determinacdo do indculo
gue seria capaz de causar 50% de letalidade nos camundongos. Os resultados
mostraram que o desenvolvimento dos sinais associados a doenca €
progressivo e inéculo-dependente e que o inéculo responsavel por 50% de
letalidade é o de 1 PFU.

Na maior parte das vezes, isolados de Dengue nao replicam bem em
camundongos imunocompetentes. No entanto, trabalhos recentes utilizando
animais imunocompetentes demonstraram susceptibilidade a infec¢cdo pelo
virus (Atrasheuskaya et al., 2003; Souza et al., 2009; Assuncao-Miranda et al.,
2010; Guabiraba et al., 2010; Fagundes, Costa et al., 2011).

Fagundes e cols. (2011) observaram correlacdo entre a carga viral
inoculada e a severidade da doenca, avaliada por pardmetros como perda de
peso, trombocitopenia e titulo viral, em um modelo de infeccdo grave em
camundongos C57BL/6J (Fagundes, Costa et al., 2011).

No presente trabalho, utilizou-se um isolado de DENV-3, adaptado em
cérebro de camundongo, que mostrou-se eficiente na inducdo da doenca. A
carga viral no figado e baco dos animais infectados aumentou de acordo com a
cinética de infeccdo e a viremia foi detectada apenas no sexto dia apés
infeccdo. Esses resultados corroboram relatos encontrados por pesquisadores
em trabalhos anteriores (Atrasheuskaya et al., 2003; Shresta et al., 2006;
Guabiraba et al., 2010).
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A perda abrupta de peso é um dos fatores associados a gravidade da
doenca. Os camundongos infectados com DENV-3 apresentaram perda de
peso significativa apés o 3° dia de infeccdo, perda essa que se tornou mais
evidente ainda no sexto dia apés a infeccdo, onde os animais haviam perdido
aproximadamente 20% do peso corporal. Estes resultados s&o semelhantes
aos descritos por Costa (2009), em infeccdo por DENV-3 em camundongos
C57BL/6J, e por Guabiraba e cols. (2010) e Fagundes e cols. (2011), em
infecgdo por DENV-2 em camundongos C57BL/6J (Costa, 2009; Guabiraba et
al., 2010; Fagundes, Costa et al., 2011).

No modelo em estudo, foram encontradas intensas alteragOes
hematolégicas como plaquetopenia, hemoconcentracdo e hipoalbuminemia.
Tém-se muito bem estabelecido que a infeccdo pelo virus da Dengue causa
importantes alteracdes hematoldgicas. Dentre essas alteracfes, as mais
frequentes sado: trombocitopenia, disfuncdo plaquetaria, hemoconcentracao,
alteracbes nas vias extrinseca e intrinseca da coagulacdo, coagulopatia e
sindrome da coagulacéo intravascular disseminada (Huang et al., 2001; Chen,
2004; Schexneider e Reedy, 2005; Sosothikul et al., 2007). Além disso, alguns
trabalhos correlacionam a intensidade dessas alterac6es hemostaticas com a
gravidade da doenca (Wills et al., 2002; Mourao et al., 2007; Wills et al., 2009).
Baseado no fato de que os animais utilizados no presente estudo mimetizaram
as alteracdes hematoldgicas observadas na infec¢cdo por Dengue virus e por
estas alteragcbes serem bastante exacerbadas, pode-se sugerir que estes
animais desenvolveram a forma grave da doenca.

Outro fator que parece contribuir para a gravidade da doenca é a lesdo
hepatica. J4 foi demonstrado que pacientes com FHD/SCD apresentam
inflamacgéo e elevados niveis de transaminases hepaticas no soro (Mohan et
al., 2000; De Souza et al., 2002; De Souza et al., 2007; Valero et al., 2007).
Além disso, € proposta uma correlacdo entre a gravidade da doenca e niveis
de ALT e AST, tanto na infeccdo em humanos quanto em modelos murinos
(Paes et al., 2005; Paes et al., 2009; Guabiraba et al., 2010; Mahmuduzzaman
et al., 2011). Os resultados referentes a quantificagcdo das enzimas ALT e AST
apresentados neste trabalho sdo sugestivos de dano hepatico, pois ambas
estavam elevadas no sexto dia apés a infeccdo. Estes resultados também
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confirmam o desenvolvimento da doenca e estdo de acordo com os relatos da
literatura anteriormente apresentados.

Foi verificado um aumento dos niveis da enzima NAG no pulméo e
figado de animais infectados com DENV-3 subsequentemente ao aumento nos
niveis de MPO. Esses resultados sugerem que os macréfagos séo recrutados
posteriormente aos neutréfilos e provavelmente exercem uma amplificacdo da
resposta inflamatoria neste modelo de infec¢cdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Guabiraba e cols. (2010) em camundongos C57BI/6J apods a
infeccdo por DENV-2 (Guabiraba et al., 2010).

Trabalhos recentes sugerem que a infeccdo pelo virus da Dengue
ocasiona uma resposta inflamatéria sistémica, caracterizada pelo aumento de
permeabilidade vascular, recrutamento de células para 6rgaos alvo, producéo
de mediadores pro-inflamatoérios, aumento na sintese de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e inducdo de apoptose celular (Chen et al., 2008; Souza
et al., 2009; Assuncao-Miranda et al., 2010; Guabiraba et al., 2010; Cheung et
al., 2011; Fagundes, Costa et al., 2011; Rothman, 2011).

Inimeras citocinas e quimiocinas participam da patogénese do Dengue,
entre elas o TNF-a, que foi uma das primeiras citocinas descrita como
importante na patogénese da forma grave da doenca (Chaturvedi, 2006). Ja foi
demonstrado que o soro de pacientes com Dengue apresenta niveis elevados
dessa citocina, desempenhando um importante papel na lesdo da
microvasculatura e inducdo de apoptose de células do endotélio vascular
(Cardier et al., 2005). Além disso, o TNF-a pode alterar a produgédo de outros
mediadores celulares, induzir a expressdo de moléculas de adesao
contribuindo para o recrutamento celular e ter participacdo na hemorragia
tecidual observada. O TNF-a pode ainda estar relacionado aos altos niveis de
viremia, aumento de permeabilidade vascular e choque, tendo, portanto, uma
direta relacdo com a gravidade da doencga tanto em humanos quanto em
modelos animais (Hober et al., 1993; Bethell et al., 1998; Atrasheuskaya et al.,
2003; Dewi et al., 2004; Chen et al., 2007; Bozza et al., 2008; Yen et al., 2008;
Assuncao-Miranda et al., 2010; Cheung et al., 2011).

Atrasheuskaya e cols. (2003) desenvolveram um modelo murino de
infeccdo pelo DENV-2 e demonstraram que o tratamento com anticorpos anti-
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TNF resulta em manifestacbes mais brandas da doenca e reduz
significativamente a letalidade nos camundongos, reafirmando a participagéo
desta citocina proé-inflamatéria no desenvolvimento e progressdo da doenca
(Atrasheuskaya et al., 2003). No presente trabalho foram encontrados elevados
niveis de TNF-a nos camundongos apds a infecgao, corroborando os
resultados descritos acima.

O IFN-y é uma importante citocina imunomodulatoria que desempenha
um importante papel na ativacdo das funcbes microbicidas efetoras de
macrofagos, células dendriticas e neutrofilos (Boehm et al., 1997; Schroder et
al., 2004). De fato, a participacdo da citocina na resposta a infec¢éo € evidente.
Niveis elevados de IFN-y sdo encontrados em pacientes com Febre do Dengue
ou febre hemorragica do Dengue/sindrome do choque do Dengue (FHD/SCD)
(Nguyen et al., 2004; Chakravarti e Kumaria, 2006; Bozza et al.,, 2008;
Restrepo et al., 2008).

Shresta e cols. (2004) demonstraram que camundongos deficientes para
IFN-y apresentam extrema susceptibilidade a infecgdo (Shresta, Kyle, Snider et
al., 2004). Recentemente, Fagundes e cols. (2011) verificaram a importancia
dessas citocina em um modelo murino de infeccdo pelo DENV-2. Esses
autores verificaram que a expressao de IFN-y aumentou gradualmente apos a
infeccédo, e sua producao foi precedida do aumento dos niveis de IL-12 e IL-18.
Animais deficientes em IFN-y apresentaram uma doenca mais severa e
letalidade aumentada. Os autores sugerem fortemente que IFN-y induz a
producéo de IL-12 e IL-18, além de induzir a ativacdo da isoforma induzida da
oxido nitrico sintase (iINOS), sendo esse mecanismo importante para a
resisténcia do hospedeiro durante a infecgdo pelo Dengue virus (Fagundes,
Costa et al., 2011). Corroborando com os resultados descritos acima, foram
encontrados elevados niveis de IFN-y nos camundongos apos a infecgéo.

Jé& foi descrito que apds a infecgdo pelo virus da Dengue, em humanos
ou em modelos experimentais, ocorre um aumento dos niveis de IL-1B,
especialmente na forma grave da doenca (Bozza et al., 2008; Jaiyen et al.,
2009; Castro et al., 2011). Outra citocina proé-inflamatéria que parece participar
da patogénese da Dengue é a IL-6. Sabe-se que proteinas NS1 virais séo

capazes de estimular a producdo de IL-6 por células dendriticas (Chua et al.,
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2005). A IL-6 desempenha um papel importante na producao local e sistémica
de anticorpos com reatividade cruzada com plaquetas e células endoteliais
(Rachman e Rinaldi, 2006) e, além disso, além disso, induz aumento de
permeabilidade de células endoteliais, contribuindo para a hemoconcentracao e
hipovolemia (Dewi et al., 2004). Foram encontrados elevados niveis dessa
citocina durante a infeccdo em humanos (Chen et al., 2006; Bozza et al., 2008;
Restrepo et al., 2008; Priyadarshini et al., 2010) e em modelos murinos da
infeccdo (Atrasheuskaya et al., 2003; Assuncao-Miranda et al., 2010;
Guabiraba et al., 2010). Foram encontrados niveis significativamente elevados
de IL-1B e IL-6 nos camundongos apoés a infeccdo, corroborando os resultados
descritos acima.

Os resultados referentes ao presente trabalhos mostram que a
quimiocina CCL2/MCP-1 esta aumentada no soro dos camundongos apos a
infeccdo com DENV-3. Esses resultados estdo de acordo com trabalhos
anteriores, uma vez que ja foi demostrado que essa citocina € encontrada em
elevadas concentracdes no soro de pacientes com dengue e febre hemorragica
do dengue, bem como em modelos in vitro de infeccdo por DENV, podendo
causar alteracbes nas juncdes intercelulares e, consequente, aumento de
permeabilidade vascular (Lee et al., 2006; Bozza et al., 2008; Guabiraba et al.,
2010; Sierra et al., 2010).

Uma das caracteristicas da forma grave da infeccdo pelo virus da
dengue é a fragilidade vascular e hemorragia tecidual (Chen et al., 2008;
Chhina et al., 2009; Srikiatkhachorn, 2009; Srikiatkhachorn e Green, 2010). Os
camundongos BALB/c infectados com DENV-3, apresentaram intensos focos
de hemorragia tecidual nos pulmdes e intestino, corroborando os resultados
descritos acima.

Pouco se sabe sobre as alteracbes hemodinamicas apoés a infeccao por
Dengue virus. Parametros que avaliam essas varidveis nunca foram
mensurados em modelos murinos. Na literatura existe apenas um trabalho que
sugere as principais alteracbes hemodinamicas ocasionadas pela infeccao por
Dengue virus (Pongpanich e Kumponpant, 1973), porém, € de extrema

importancia a compreensao desses eventos.
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No presente trabalho foram encontrados alguns achados inéditos com
relacdo as alteragdes hemodinamicas. Pela primeira vez foi constatado que
camundongos apos a infeccdo experimental com DENV-3 apresentam reducéo
intensa da pressdo arterial sistdlica e aumento marcante da frequéncia
cardiaca. Além disso, foi verificado também a ocorréncia de aumento da
permeabilidade vascular nos animais infectados com DENV-3.

Modificagbes na permeabilidade vascular sdo bastante comuns na
infeccdo pelo virus da Dengue, sendo mais frequentes na febre hemorragica do
Dengue/sindrome do choque do Dengue (FHD/SCD). O virus da Dengue é
capaz de infectar células endoteliais levando a producdo de citocinas e
qguimiocinas como TNF-a, IL-6 e MCP-1 (Avirutnan et al., 1998; Huang et al.,
2000), também aumentadas no modelo usado neste trabalho. Estas citocinas e
quimiocina s&do potenciais mediadores envolvidos no aumento da
permeabilidade vascular (Huang et al., 2000; Dewi et al., 2004; Chen et al.,
2007; Chen et al., 2008).

O aumento da permeabilidade vascular pode levar a hemoconcentracao,
uma vez que esta é um indicativo de perda de volume intravascular, podendo
ocasionar choque hipovolémico (Chen et al.,, 2008; Cheung et al., 2011). Os
animais infectados com DENV-3 utilizados neste estudo apresentaram intensa
hemoconcentracdo. Desta forma, esse conjunto de resultados descreve, pela
primeira vez, que camundongos adultos e imunocompetentes infectados
experimentalmente com DENV-3 apresentam choque hipovolémico associado
a hemoconcentracdo, hemorragia tecidual, intenso aumento de permeabilidade
vascular, hipotensao e taquicardia.

Nos ultimos anos tém sido descritas manifestacdes atipicas das
classicamente observadas na Dengue, febre hemorragica do Dengue e/ou
sindrome do choque do Dengue durante a infeccdo em humanos e em modelos
experimentais, incluindo hepatite, alteragbes no sistema nervoso central e
alteracOes cardiacas (Wali et al., 1998; Mohan et al., 2000; Angibaud et al.,
2001; De Souza et al., 2002; Gulati e Maheshwari, 2007; Paes et al., 2009;
Murthy, 2010; Salgado et al., 2010; Varatharaj, 2010).

Apesar de ter sido descrito que existem alteragBes cardiacas apos a

infeccdo em humanos, o conhecimento acerca da intensidade dessas
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alteracOes, da repercusséo sistémica, dos mecanismos e moléculas envolvidos
ainda é bastante escasso. Nesse sentido, nunca foram avaliados os
mecanismos envolvidos nas alteracdes cardiacas em modelos animais que
mimetizam a doenca em humanos. Desta forma, este trabalho teve como um
de seus objetivos investigar se camundongos BALB/c, adultos e
imunocompetentes, infectados com o DENV-3 apresentam alteragbes
cardiacas, bem como descrever a intensidade dessas alteracdes, a
repercussao sistémica e os mecanismos envolvidos.

Estudos recentes tém sugerido que o coragcdo parece ser alvo da
infeccdo por DENV (Salgado et al., 2010; Weerakoon et al., 2011). O modelo
animal descrito neste trabalho confirma esses resultados, demonstrando que o
coracdo € um dos alvos do virus, uma vez que foi detectado um aumento da
carga viral no terceiro e sexto dia apés a infec¢ao.

Apbs a deteccado do virus no coracdo foi analisado se existiria um
aumento do recrutamento de neutréfilos e macrofagos para este 6rgdo, uma
vez que a ativacdo e migracdo de leucdcitos para areas de inflamacao sao
fatores importantes relacionados a hipotese de que respostas imunoldgicas e
inflamatérias podem desempenhar papel critico no desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca. Conforme esperado, foi observado um aumento
significativo do recrutamento de neutréfilos no terceiro dia e amplificacdo dessa
resposta no sexto dia apos a infeccdo. Entretanto, 0 aumento do recrutamento
de macrofagos sé foi observado no sexto dia apds a infeccdo. Em
concordancia com esses resultados, foi observado também um aumento na
concentracdo das quimiocinas CXL1/KC, importante para o recrutamento de
neutréfilos e CCL2/MCP-1, potente quimioatrativo de mondcitos e linfocitos, no
coracdo de animais infectados. Aukrust e cols. (1998) demostraram que
pacientes com insufuciéncia cardiaca apresentavam elevados niveis
plasmaticos de MCP-1 (Aukrust et al., 1998). Baseado nestes achados, a
seguinte hipotese pode ser estabelecida: durante a infeccdo pelo virus da
Dengue existe intensa inflamagdo no coracdo, podendo desencadear um
quadro de insuficiéncia cardiaca.

Ainda investigando o processo inflamatorio cardiaco, analises

histopatolégicas corroboraram com as observacdes iniciais da ocorréncia de
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inflamacgé@o cardiaca, uma vez que ap6s 3 dias de infeccdo ha pericardite,
caracterizada pela infiltrado de células inflamatérias predominante localizada
na regido ventricular. Apos 6 dias de infeccdo todos os animais apresentaram
pericardite crbnica mais extensa e intensa, e notou-se ainda miocardite
moderada. Estes achados séo similares aos relatados por outros autores apos
infeccdo pelo virus da Dengue em humanos (Nagaratnam et al., 1973; Lee et
al., 2010; Sangle et al., 2010; Weerakoon et al., 2011).

Apoés ter sido demonstrado aumento da carga viral no coracdo, a
proxima pergunta foi se o virus tem a capacidade de infectar cardiomidcitos.
Para responder esta pergunta foi feito uma imuno-histoquimica para uma
proteina ndo estrutural do virus da Dengue (NS3) com o intuito de avaliar os
tipos celulares infectados pelo virus no coracdo. Os resultados mostraram
haver predominantemente marcacdo para NS3 em células inflamatorias
mononucleares e ndo em cardiomidcitos. Baseado nestes resultados, pode-se
sugerir que o virus DENV-3 ndo tem a capacidade de infectar cardiomiécitos
até o sexto dia ap0s a infeccéo.

Com o objetivo de confirmar a hipétese de que durante a infeccédo pelo
virus da Dengue existe intensa inflamacéo no coracdo, podendo desencadear
um quadro de insuficiéncia cardiaca, avaliou-se o perfil de citocinas e
guimiocinas produzidas no coracdo dos camundongos apés a infeccdo pelo
DENV-3.

Os niveis de TNF-a e IL-6 no coracao dos animais infectados estavam
muito aumentados quando comparados aos animais NI. Diversos estudos
correlacionam essas citocinas pro-inflamatérias com disfuncdo cardiaca
(Niebauer, 2000; Kell et al., 2002; Petersen e Felker, 2006; Oikonomou et al.,
2011).

Levine e cols. (1990) foram os primeiros a demonstrar que existe uma
correlagdo entre o aumento dos niveis de TNF-a e a severidade da
insuficiéncia cardiaca (Levine et al.,, 1990). Trabalhos mais recentes
demonstram que niveis elevados de TNF-a e IL-6 estdo associados com
reducdo da funcédo atrial esquerda e disfuncdo sistolica e diastdlica no
ventriculo esquerdo de pacientes com IC (Chrysohoou et al., 2009). Vasan e

cols. (2003) verificaram que existe uma correlacdo entre 0 aumento dos niveis
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de IL-6 e o desenvolvimento e progresséo da insuficiéncia cardiaca. Hudzick e
cols. (2011) sugerem que h& uma forte correlacao entre IL-6 e a extensdo da
disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo em pacientes com doenca arterial
coronariana. Além disso, elevadas concentracfes de IL-6 estdo associadas a
manifestacdes precoces da insuficiéncia cardiaca (Hudzik et al., 2011).

Ja foi descrito que a quimiocina MCP-1 (proteina quimioatraente de
monaocitos-1) desempenha um papel critico no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Niu e Kolattukudy, 2009). Ha fortes evidéncias de que a
MCP-1 desempenha um papel importante em miocardite (Dewald et al., 2005).
A infiltracdo de mondcitos/macrofagos € fundamental para o inicio e progressao
da pericardite e miocardite (Kawai, 1999; Yajima e Knowlton, 2009). Além
disso, a interacdo de MCP-1 com o seu receptor CCR2 ocasiona uma série de
eventos sinalizadores que gera a migracao quimiotatica de mondcitos e leva a
mudancas na expressao génica desse tipo celular, levando a producédo de
moléculas biologicamente ativas que afetam as células do coracao.

Sabendo que a infiltracdo de mondcitos e células T é conhecida por ser
um gatilho essencial para a progressao de miocardite auto-imune experimental
(EAM) em ratos, Kobayashi e cols. (2002) avaliaram os niveis de MCP-1 no
miocardio destes animais. Estes autores sugerem que elevados niveis de
MCP-1 no coracdo podem associar-se a migracdo e proliferacdo de
monaocitos/macréfagos, desempenhando um papel importante da patogénese
da miocardite auto-imune experimental (Kobayashi et al., 2002). No modelo
animal de Dengue utilizado no presente trabalho foi observado aumento
marcante dos niveis de MCP-1 no soro e no coragdo. Além da quimiocina
MCP-1, a CXCL1/KC também é importante para o recrutamento e ativacdo de
leucdcitos uma vez que, ao interagir com o0 seu receptor CXCR-2 participa
principalmente do recrutamento e ativacao neutrofilos(Kobayashi, 2006; 2008).

Estudos recentes vém sugerindo que outra citocina esta envolvida na
miocardite e insuficiéncia cardiaca, € a IL-1B (Horio, 2006). Shioi e cols. (1996)
demonstraram que camundongos com miocardite viral apresentavam niveis de
IL-1B significativamente elevados (Shioi et al., 1996). Além disso, IL-1B é
descrita como uma importante citocina envolvida na disfun¢cdo miocéardica

observada no choque séptico (Schulz et al., 1995).
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Outra citocina que parece ter importante papel na miocardite e
insuficiéncia cardiaca é IL-17. J& foi demonstrado que a neutralizacdo de IL-17
reduziu a miocardite, o dano miocardico e respostas do coracdo a auto-
anticorpos na miocardite auto-imune experimental em ratos (Sonderegger et
al., 2006) Além disso, o aumento dos niveis de IL-17 contribui para a fibrose
miocardica na insuficiéncia cardiaca induzida por isoproterenol, e o tratamento
dos animais com anti-IL-17 reduziu significativamente a fibrose e a severidade
da insuficiéncia cardiaca (Feng et al.,, 2009). Foram encontrados niveis
significativamente elevados de IL-1p e IL-17 no coracdo dos camundongos
apos a infeccdo com DENV-3 corroborando o0s resultados descritos
anteriormente.

A partir dos resultados obtidos sobre recrutamento celular para 6rgaos
alvos, permeabilidade vascular, alteracdes laboratoriais e perfil de mediadores
pro-inflamatérios produzidos no soro e no coracdo dos camundongos apés a
infeccdo experimental pelo DENV-3 adaptado, pode-se afirmar que o modelo
murino de Dengue mimetiza os achados observados na forma grave da
doenca, Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome do Choque do Dengue, em
humanos. Pdde-se também confirmar parte da hipotese levantada uma vez que
ficou evidenciado que durante a infec¢cédo pelo virus da Dengue existe intensa
inflamacéo cardiaca, além da resposta inflamatéria sistémica exacerbada que
contribui ativamente para o desenvolvimento e progressao da doenca.

Existe uma importante relagdo entre inflamacéo e estresse oxidativo.
Nas ultimas décadas tornou-se cada vez mais claro que espécies reativas de
oxigénio (ROS) estdo envolvidas em doencas cardiovasculares. Em uma série
de condicdes fisiopatologicas o delicado equilibrio entre producéo de radicais
livres e a capacidade antioxidante pode ser alterada, levando ao estresse
oxidativo e lesédo tecidual (Lakshmi et al., 2009). Estudos experimentais e
clinicos tém sugerido que o estresse oxidativo contribui para a insuficiéncia
cardiaca e que a geracdo de ROS estd aumentada na miocardite e
insuficiéncia cardiaca (Belch et al., 1991; Hill e Singal, 1996; Tsutsui et al.,
2006; Tsutsui et al., 2009).

Radicais livres sdo moléculas que possuem elétrons desemparelhados

na sua ultima camada de valéncia, caracteristica esta responsavel por sua alta
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reatividade. Os radicais livres mais conhecidos sdo as espécies reativas de
oxigénio, incluindo anion superoxido (O;), radical hidroxila ((OH) e peroxinitrito
(ONOQ) (Cuzzocrea et al., 2001; Esposito e Cuzzocrea, 2009).

O anion superoxido €é enzimaticamente reduzido a peréxido de
hidrogénio na presenca de superoxido dismutase (SOD), que o0 mantém assim
em niveis controlaveis. Todavia, em muitas doencas, a exemplo do choque
endotoxico, hd um desequilibrio entre a concentracdo de anion superoxido
formado e a habilidade da SOD em remové-lo, caracterizando o estresse
oxidativo (Esposito e Cuzzocrea, 2009). Gil e cols. (2004) demonstraram que
pacientes com Dengue, Febre Hemorragica do Dengue e sindrome do choque
do Dengue apresentavam aumento da atividade da SOD (Gil et al., 2004).

Das espécies reativas de oxigénio, o anion superéxido tem recebido uma
atencdo especial, pois € um mediador pro-inflamatoério, cujas propriedades
incluem o recrutamento de neutrofilos ao local da inflamacgéo, formacédo de
fatores quimiotaxicos, danos ao DNA e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a e IL-1B, via ativagdo do fator nuclear (NF)-kB (Cuzzocrea et al.,
2001). Com o intuito de avaliar a producao de anion superéxido no coracéao dos
camundongos infectados com DENV-3 foi utilizada uma sonda fluorescente
(DHE), que apresenta bons niveis de seletividade para o anion superoxido. Os
resultados mostraram haver aumento da fluorescéncia de forma tempo de
infeccdo-dependente, sugerindo aumento de estresse oxidativo em funcéo da
cinética de infeccao.

Trabalhos recentes sugerem que o estresse oxidativo € importante na
patogénese do Dengue (Rajendiran et al., 2008; Soundravally et al., 2008; Seet
et al., 2009). Soundravally e cols. (2008b) avaliaram o status oxidativo de
pacientes com Dengue, febre hemorragica do dengue e/ou sindrome do
choque do Dengue, e os resultados sugerem que a gravidade da doenca esta
relacionada com o nivel de estresse oxidativo. Além disso, observaram que a
trombocitopenia observada apos a infeccao foi associada com elevado grau de
peroxidacao lipidica.

Glutationa peroxidase (GPx), importante enzima antioxidante, pode ser
usada como um marcador de estresse oxidativo em doencas infecciosas. Rojas

e cols. (2007) demostraram que ocorre uma reducao dos niveis séricos de GPX
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em pacientes infectados com Dengue. Além disso, h4 uma relagdo entre a
reducdo da GPx e a severidade das manifestacdes da doenca, sugerindo que o
estresse oxidativo desempenha um papel na patogénese da doenca (Rojas et
al., 2007).

Neste trabalho avaliou-se o status redox cardiaco dos camundongos
infectados com o virus da Dengue. Os resultados apresentados sugerem que
ocorre estresse oxidativo no coracdo dos animais apos a infeccdo com o virus
da Dengue, caracterizado por reducdo dos niveis de GPx, aumento da
peroxidacgdo lipidica, aumento da atividade da SOD e catalase e aumento da
fluorescéncia do DHE de acordo com a cinética de infeccdo. Estes achados
sugerem que a alteracdo no estado redox do coracdo dos camundongos
infectados com virus da Dengue resulta em estresse oxidativo, podendo
desempenhar um papel importante na patogénese da doenga sobre o coragao.

Pericardite, miocardite e estresse oxidativo podem levar a disfungcao
cardiaca. Para avaliar a funcdo cardiaca utilizou-se ecocardiograma. Os
animais apresentaram drastica reducao de volume circulante, que resultou em
intensa reducéo do débito cardiaco, volume sistdlico e volume diastdlico final. A
analise desses parametros, em conjunto, permite sugerir que 0s animais apos
a infeccdo com DENV-3 apresentam choque hipovolémico. Resultados
semelhantes sdo encontrados em animais com sepse, que apresentam
resposta inflamatdria sistémica associada a hipovolemia, disfuncdo cardiaca e
choque séptico (Zanotti-Cavazzoni et al., 2009; Feng et al., 2011). Além disso,
houve reducdo do didmetro sistolico e diastdlico final do ventriculo esquerdo,
que resultou em aumento da fracdo de encurtamento e fracdo de ejecédo do
ventriculo esquerdo, possivelmente por ativacdo de mecanismos
compensatorios (hiperatividade simpatica).

No sexto dia ap6s a infeccdo ocorreu uma reducdo do tempo de
relaxamento isovolumétrico e reducdo da relacdo E/A sugestivo de disfuncéo
diastolica. Alguns destes achados ecocardiograficos também foram
encontrados em pacientes diagnosticados com febre hemorragica do
Dengue/Sindrome do choque do Dengue (Wali et al, 1998;
Khongphatthanayothin et al., 2003; Khongphatthanayothin et al., 2007; Singhi e
Jayashree, 2007; Lee et al., 2009).
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A insuficiéncia cardiaca pode estar associada a problemas
eletrofisioldgicos, tais como alteracdes no potencial de acdo (Kaprielian et al.,
2002; Tomaselli e Zipes, 2004) e alteracbes na corrente de calcio dos
cardiomiocitos (Kaprielian et al., 2002; Amin et al., 2010). Sendo confirmada a
hip6tese de que durante a infeccdo com DENV-3 ocorre intensa inflamacéao,
estresse oxidativo e insuficiéncia cardiaca, objetivou-se verificar se também
estava ocorrendo alteracdes eletrofisiologicas nos cardiomidécitos dos animais
infectados.

Ao avaliar as alteracbes eletrofisiolégicas, nota-se uma reducdo da
duragdo do potencial de acdo em células do ventriculo esquerdo. Estes
resultados estdo de acordo com resultados similares encontrados em animais
infectados com Tripanossoma cruzi e apdés sepse, doengas que apresentam
disfuncéo cardiaca (Chen et al., 2000; Roman-Campos et al., 2009; Aoki et al.,
2011).

Diferentes componentes ibnicos estdo envolvidos no controle da
repolarizacdo do potencial de acéo cardiaco. No presente estudo avaliou-se a
corrente de calcio de canais do tipo L (IcaL), que apresenta uma importante
funcdo na ativacdo e contracdo celular. Nos cardiomiocitos dos animais
infectados com DENV-3 verificou-se intensa reducdo da lc,.. Resultados
semelhantes foram encontrados em animais ap0s sepse (Zhong et al., 1997,
Zhang et al., 2007).
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Baseando-se no conjunto de resultados obtidos nesta dissertacao, pode-
se afirmar que o coragédo € um 6rgado afetado durante a infec¢do pelo virus da
Dengue. Ocorre intenso processo inflamatorio cardiaco caracterizado por
aumento de permeabilidade vascular, recrutamento e ativacado de leucadcitos,
producdo de citocinas e quimiocinas, pericardite e miocardite. Além disso, ha
um desequilibrio do status redox cardiaco, resultando em estresse oxidativo,
ocorrem importantes alteracdes eletrofisioldgicas e disfuncdo cardiaca. Desta
forma, pode-se sugerir, pela primeira vez, que animais infectados com o virus
da Dengue apresentam importante disfuncdo cardiaca, alteracbes
hemodinamicas e choque.
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