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RESUMO
Por conta de que o ambiente enriquecido (AE) aumenta a atividade de células T e
contribui para imunopatogénese durante as infec¢cdes heterélogas do virus da
dengue (VDEN), noOs hipotetizamos que animais que crescem em AE em
comparagcdo com animais que crescem em ambiente padrao (AP), ao serem
infectados pelo virus da dengue, desenvolveriam formas mais graves da doenca.
Além disso, como os animais velhos apresentam menor declinio funcional em
células T de imunidade adaptativa, testamos a hipotese de que camundongos AE
velhos ao serem infectados pelo virus da dengue apresentariam maior taxa de
mortalidade do que animais AP pareados por idade, e isso estaria associado a maior
hiperplasia dos linfécitos T. Para testar essas hipdteses implantamos regime de
inoculacdes multiplas em animais adultos de 9 e 18 meses de idade. Dois regimes
de inoculacdo foram testados: inocula¢cdes mdultiplas de homogeneizado cerebral
infectado por um Unico sorotipo (IUS) ou inoculacbes alternadas daquele
homogeneizado e de anticorpo heterdlogo (ICAH). Em ambos os casos foram feitas
inoculagcdes mudltiplas intraperitoneais encontrando-se diferencas significativas no
curso temporal da doenca nos animais submetidos a um ou outro regime de
inoculagdo. Comparado ao grupo ICAH para o qual detectou-se diferengas
significativas entre os grupos AE e AP (Kaplan-Meyer log-rank test, p = 0,0025), ndo
foram detectadas diferencas significativas entre os grupos experimentais AP e AE
submetidos ao regime IUS (Kaplan-Meyer log-rank test, p = 0,089). As curvas de
sobrevivéncia dos grupos AE e AP sob o regime ICAH foram estendidas apds a
injecdo de glicocorticoides reduzindo-se os sintomas e o nUmero de mortes e esse
efeito foi maior no grupo AE do que no AP (Kaplan-Meyer log-rank test, p = 0,0162).
No regime ICAH, o grupo AE mostrou sinais clinicos mais intensos do que o AP e
isso incluiu dispneia, tremor, postura encurvada, imobilidade, paralisia pré-terminal,
chogue e eventual morte. Comparado ao grupo AP, o grupo AE independentemente
da idade apresentou maior mortalidade e sinais clinicos mais intensos. Esses sinais
clinicos mais intensos nos animais do ambiente enriquecido submetidos ao regime
ICAH foram associados a maior hiperplasia de linfocitos T no bago e maior infiltracéo
dessas células no figado, pulmdes e rins. Embora a hiperplasia linfocitica e a
infiltracdo tenham se mostrado mais intensas nos animais velhos do que nos jovens,

a imunomarcacao para 0s antigenos virais nos mesmos 0rgaos foi maior nos jovens
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do que nos velhos. A presenca do virus nos diferentes 6rgaos alvo foi confirmada
por PCR em tempo real. Tomados em conjunto os resultados sugerem que o0
ambiente enriquecido exacerba a resposta inflamatoria subsequente a infeccéo por
dengue acentuada por anticorpo heterdlogo, e isso esta associado a sintomas
clinicos mais intensos, maior taxa de mortalidade e ao aumento da expansdo de
células T. Os ensaios comportamentais e histopatologicos do presente trabalho
permitiram testar e validar novo modelo murino imunocompetente para estudos em
dengue permitindo testar numerosas hipéteses oriundas de estudos epidemiologicos

e in vitro.

Palavras-chave: Dengue acentuada por anticorpo heterdlogo, ambiente,

envelhecimento, linfécitos T, modelo murino imunocompetente para dengue
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ABSTRACT
Because the enriched environment (EE) increases the activity of T cells, contribute to
the immunopathogenesis of dengue virus infections (VDEN) we hypothesized that
animals maintained in an enriched environment (AE) compared with animals from
impoverished environment of standard laboratory cages (IE), would develop more
severe forms of the disease. Because older animals have less functional decline in
adaptive immunity T cells, we tested the hypothesis that AE old mice would show
higher number of deaths and more intense clinical signs than age-matched IE
animals, and this would be associated with greater expansion of T lymphocytes. To
test these hypotheses we established scheme of multiple inoculations in adult
animals of 9 and 18 months of age. Two regimens of inoculation were tested:
multiple injections of single serotype (VDEN3 genotype Ill) infected brain
homogenate (SS) or alternatively multiple injections with that infected brain
homogenate followed 24h later by inoculation of heterologous antibody (SSHA). In
both cases multiple i.p. inoculations were done. It was found significant differences in
the temporal progression of the disease in the animals submitted to one or another
scheme of inoculation: SSHA group (Kaplan -Meier log-rank test, p = 0.0025); IUS
(Kaplan -Meier log-rank test, p = 0.089). The survival curves of AE and AP under
SSHA regime were extended after a single injection of glucocorticoids, reducing the
symptoms and the number of deaths, and these effects were greater in the EE group
than in the IE (Kaplan-Meier log-rank test, p = 0.0162). In SSHA scheme, EE group
showed clinical signs more intense than the AP and those included dyspnea, tremor,
hunched posture, immobility, pre-terminal paralysis, shock and eventual death.
Compared to the IE group, the AE group regardless of age showed higher mortality
and more severe clinical signs. These more severe clinical signs in EE animals under
SSHA regime were associated with increased hyperplasia of T lymphocytes in the
spleen and increased infiltration of these cells in the liver, lungs and kidneys.
Although lymphocytic hyperplasia and infiltration have been more intense in older
than in younger animals, immunostaining for viral antigens in target organs was
higher in young than in the aged mice. The presence of the virus in various infected
organs were confirmed by real time PCR. Taken together the results suggest that the

enriched environment life style exacerbates the subsequent inflammatory response
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to infection, and that is associated with more severe clinical symptoms, higher
mortality and increased T cell expansion. Behavioral and histopathological data
validate a new immunocompetent murine model for studies on dengue disease
allowing in vivo tests of a number of hypothesis raised by epidemiological and in vitro

studies.

Keywords: Antibody enhanced dengue disease, environment, aging, T

lymphocytes, immunocompetent murine model for dengue disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue, uma doenca tropical negligenciada.

Crescem em importancia nas agendas dos governos em escala
planetaria, os problemas gerados por doencas infecciosas, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. De fato as doencas infecciosas sé&o
0 motivo da segunda causa de morte mais frequente no tempo presente e a
evolucdo continua de doencas emergentes e reemergentes em paises do
terceiro mundo deverd elevar ainda mais o impacto global das doencas
infecciosas neste século (Fauci, 2001; Morens, Folkers e Fauci, 2004; Morens
e Fauci, 2013). Um exemplo ilustrativo das doencas reemergentes na agenda
dos governantes € o caso da dengue no Brasil, que assume proporgdes
epidémicas, em particular, a partir da introducdo do virus da dengue (VDEN)
sorotipo 3 (VDEN-3) (Nogueira, De Araujo e Schatzmayr, 2007; De Araujo et
al., 2012).

O VDEN é membro de um grande grupo de espécies virais RNA-
positivas da familia Flaviviridae, compreendendo quatro grupos antigénicos
(sorotipos) e cerca de trés a cinco grupos genéticos (genotipos) dentro de cada
sorotipo (Rico-Hesse, 2010). Os sorotipos 2 e 3 sdo 0s mais frequentemente
associados com as alteracdes do sistema nervoso central (SNC), contribuindo
com cerca de 4 a 5% do total dos casos de infeccdo por dengue (Puccioni-
Sohler et al., 2009). O VDEN ¢ do tipo nao citopatico contra o qual a resposta
imunoldgica celular € essencial para sua eliminacdo (Gagnon et al., 1996; St
John et al., 2011).

A dengue é uma arbovirose de alta prevaléncia nos paises tropicais
onde o0 mosquito vetor Aedes aegypti (proveniente da Africa e mais comum nas
regides tropicais e subtropicais) e Aedes albopictus (mais comum no continente
asiatico), esta presente (Figura 1). A doenca humana associada a infecc¢ao viral
em sua forma branda (ndo hemorragica) esta associada a mais de 100 milhdes
de casos por ano que se somam a outros 250.000 a 500.000 da forma
hemorragica, concentrados sobretudo nas regides tropicais do planeta onde
vivem sob risco mais de 3.6 bilhGes de pessoas (Guzman et al., 2010; Wilder-
Smith et al., 2012; Bhatt et al., 2013; St John, Abraham e Gubler, 2013). No



Continente Americano em particular, o VDEN tem gerado hiperendemias que
parecem associadas ao fato de que multiplos sorotipos circulam de forma
simultanea (Laughlin et al., 2012). A dengue é agora considerada uma doenca
tropical negligenciada e isso esta refletido no fato de que apesar de ter se
passado mais de um século de estudos sistematicos muito dos aspectos da
patogénese da doenca permanecem sem solucdo com consequéncias
econdmicas e humanas dramaticas (Guabiraba e Ryffel, 2013; St John,
Abraham e Gubler, 2013).

Figura 1. (A) Aedes albopictus (Culicidae), mosquito tigre asiatico, transmissor da dengue,
fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:CDC-Gathany-Aedes-albopictus-1.jpg; (B) Aedes
aegypiti (Culicidae), mosquito-da-dengue, um exemplar adulto, mas comum nas regides
tropicais e subtropicais, fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Aedes aeqypti CDC-

Gathany.jpg

A ocorréncia da doenca e a probabilidade da dengue se transformar em
pandemia tem aumentado anualmente (Bhatt et al., 2013; Murray, Quam e
Wilder-Smith, 2013). Além disso, a disseminacdo do virus e o aumento do
numero de infecgcbes em proporgcdes epidémicas, com 4 sorotipos amplamente
distribuida, tem sido acompanhado do aumento do niumero de casos graves e
fatais (Ranjit e Kissoon, 2011). Como se pode ver na Figura 2, as regioes
tropical e subtropical sdo de longe as que apresentam o maior numero de
infeccbes anuais e para as quais a infeccdo ja é ubiqua com pequenas
variagbes espaciais no que concerne ao risco, que parece crescer com a
precipitacdo pluviométrica, aumento sazonal da temperatura e grau de
urbanizacdo (Bhatt et al., 2013). Baseado nas evidéncias consensuais (Figura
2a) estimou-se ocorréncia de cerca de 96 milhdes de casos por ano nas
regides tropicais (incluindo-se infeccbes aparentes e subclinicas) com maior
risco estimado para as Américas e a Asia (figura 2b). Esses nimeros foram
obtidos a partir de meta-analise baseada em 2838 artigos publicados e foram

estimados a partir de técnicas cartograficas, relacbes provaveis entre niumero



de notificacbes e percentual relativo de casos subclinicos assim como em
estudos regionais de demografia de 2010. Empregando estatistica multivariada
estabeleceu-se um modelo confiavel que define a probabilidade de ocorréncia
da infeccdo por dengue (sintomatica e subclinica) melhorando a acuidade das
medidas prévias de risco relativo, estimado pela Organizacdo Mundial de
Saude (Bhatt et al., 2013).

1.2. Patogénese das formas severas da dengue: uma historia
inacabada.

Todos os sorotipos do VDEN causam as mesmas manifestagdes clinicas
com padrdes similares de disseminacdo sistémica e com tropismo celular
principalmente voltado para mondécitos, macréfagos e células dendriticas
(Rothman, 2011).

.» Annual infections *
L Elo

37 [ <150,000

. 150,000-275,000
[ 275,000-500,000
[ 0.5-1 million .
1 1-1.5 million ’ . b =
[ 1.5-2.75 million ;
B 2.75-7.5 million
[ 7.5-32.5 million

Figura 2. Evidéncia consensual, probabilidade de ocorréncia e infecgbes anuais por
DENGUE. Fonte: (Bhatt et al., 2013)



Em condi¢cdes habituais apos a infeccao primaria de um hospedeiro humano
suscetivel, adulto ou adolescente, estabelece-se um episédio febril
autolimitado, acompanhado por uma combinacdo de sintomas néo especificos
que incluem cefaléia, dor retro-orbital, mialgia e muito raramente manifestacdes
hemorragicas (Green e Rothman, 2006). Entretanto alguns pacientes, mais
frequentemente idosos e recém-nascidos, desenvolvem a forma mais severa
da doenca: a dengue hemorragica (DHF) cujo evento mais importante € o
extravasamento de plasma e a hemoconcentracdo com reducdo do volume
intravascular e insuficiéncia circulatoria (Green e Rothman, 2006). Pacientes
gue desenvolvem hipotensdo menor do que 20mm de Hg, ou mostram sinais
de choque, com ou sem hemorragia sao classificados como portadores da

forma severa intitulada de choque sindrémico da dengue (SCD).

Linfécitos T, mondcitos, macréfagos, hepatocitos e células endoteliais
contribuem de forma significativa para o0 aumento da expressao de citocinas e
quimiocinas incluindo IFN-a, IFN-y, TNF-a, IL-1j3, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5, CXCL-8, CXCL-10, CXCL-11, MIF e VEGF no plasma de
pacientes, constituindo a tempestade de citocinas associada as formas graves
da doenca (Green e Rothman, 2006; Costa et al., 2013).

Aproximadamente 90% dos casos de DHF/SCD estdo associados com
uma infeccdo secundaria por um sorotipo heterdlogo e os restantes 10% estao
associados com infec¢Bes primarias. Esses numeros ndo podem ser usados,
entretanto para minimizar o fato de que infecgdo priméaria por VDEN também
pode causar doenca severa e um bom exemplo disso foi 0 que se encontrou na
epidemia por VDEN3 no Rio de Janeiro em 2002 onde 54% dos casos letais
decorreram de infecgbes primarias (Nogueira et al., 2005). Entretanto,
pesquisas recentes demonstram que apdés uma infeccdo primaria por um dos
quatro sorotipos do VDEN, a imunidade adquirida pode agravar a doenca e
aumentar o risco relativo de desenvolvimento de dengue severa, apdés uma
infeccdo secundaria com outro sorotipo de VDEN; para maiores detalhes dos
mecanismos imunoldgicos subjacentes ver (Costa et al., 2013). Esta fora do
escopo do presente trabalho rever exaustivamente esses mecanismos, mas é
atil descrevé-lo em linhas gerais, com énfase na resposta linfocitica de

particular interesse para 0s ensaios experimentais realizados.



As células da linhagem fagocitica mononuclear (monécitos, macréfagos
e células dendriticas) representam o alvo primario para o virus da dengue mas
um conjunto de outras células também tem sido implicadas em estudos in vitro
e isso inclui, hepatdcitos, linfocitos B e T, células endoteliais, neurdnios, e

células musculares (Clyde, Kyle e Harris, 2006).

As células B e T desempenham papel fundamental na organizagcédo e
regulacdo da resposta imune adaptativa a patdégenos diversos, inclusive aos
virus. Essas células tem sua distribuicdo em clones e possuem receptores para
antigenos altamente polimorficos o que lhes permite reconhecer classes de
antigenos associados a variados grupos de patégenos. Apds o reconhecimento
antigénico essas células sofrem amplificacdo clonal e progressivamente
adquirem funcbes efetoras que incluem a producdo de fatores soluveis que
ajudam outras células do sistema imune em sua funcdo de eliminar células
infectadas de forma precisa. Um pool de células T reativas a antigenos passa
entdo a um estado quiescente mantendo por longo periodo a memdéria do

antigeno encontrado (St John, Abraham e Gubler, 2013).

As células T uma vez no timo, sofrem um processo de selecéo rigorosa
sobrevivendo aquelas mais adequadas a tarefa de distinguir antigenos
infecciosos estranhos ao organismo, daqueles nao infecciosos e que
pertencem ao préprio organismo (Fabbri, Smart e Pardi, 2003). Uma importante
consequéncia da producdo de células T defeituosas é um aumento da
incidéncia de infecg¢des virais (Fabbri, Smart e Pardi, 2003; Walsh, Gleeson,
Shephard, et al.,, 2011). Os linfécitos B apds sua estimulacdo antigénica
proliferam e se diferenciam em células de memoaria e plasmaécitos que retém a
capacidade de produzir e secretar vastas quantidades de anticorpos
(imunoglobulinas - Ig) especificos para o antigeno que iniciou a resposta. A
ligacdo da imunoglobulina com seu antigeno especifico forma o complexo
antigeno-anticorpo que circula nos fluidos corporais. Esses complexos
antigeno-anticorpo se ligam a receptores de imunoglobulinas (receptores Fc)
especificos na superficie celular de mondcitos e macréfagos (Chen, Maguire e
Marks, 1996).

De forma breve, no contexto da infeccdo secundaria por sorotipo



heterdlogo, linfocitos B gerados para combater a infeccdo primaria, respondem
rapidamente, produzindo titulos altos de anticorpos que potenciam a infeccéo
em curso, em vez de neutralizar o virus. Essa resposta imune inadequada deu
origem ao conceito de infec¢do por dengue acentuada por anticorpo heterdlogo
(Halstead, 2003); ver (Guabiraba e Ryffel, 2013) para revisdo. Esses anticorpos
nao neutralizantes sdo capazes de reconhecer 0s epitopos dos antigenos virais
e acentuar a infectividade do virus através da formacdo de complexos
virus/anticorpo que séo internalizados pelas células alvo. As células alvo
(monécitos e macrofagos) expressam receptores para a por¢cdao Fc dos
anticorpos (neste caso FcyR) que se liga a IgG. Assim os complexos
virus/anticorpo nao neutralizados sdo capturados e internalizados. Esse
processo de internalizacdo de complexos virus anticorpo em macréfagos e
monaocitos é cerca de 3 a 10% mais eficiente do que a infeccdo usual através
do receptor viral toll-like, abundantemente expresso nessas células (Zarember
e Godowski, 2002). De forma intrigante, quando a internalizagdo se da atraves
de complexos virus anticorpo, alteram-se 0s mecanismos intracelulares de
protecdo antiviral e o que era para ser um mecanismo de defesa, passa a
suprimir a producéo de interferon tipo 1 (IFN1), facilitando a replicagéo
intracelular do VDEN (Modhiran, Kalayanarooj e Ubol, 2010). Isso é
particularmente verdadeiro nos pacientes com as formas graves da doenca
(Nielsen, 2009; Ubol e Halstead, 2010; Boonnak et al., 2011; Rothman, 2011).

Os mecanismos fisiopatolégicos das formas severas de dengue estédo
sendo investigadas em detalhe e desse esfor¢co de varios grupos de pesquisa
tem se tornado aparente a desregulacdo e o desequilibrio da resposta imune
celular como elemento principal (Navarro-Sanchez, Després e Cedillo-Barrén,
2005; Clyde, Kyle e Harris, 2006; Green e Rothman, 2006).

O virus inoculado pela picada do mosquito vetor pode encontrar varias
células do sistema imune na camada subcutdnea incluindo as células
dendriticas residentes, macréfagos, células de Langerhans e mastécitos (Wu et
al., 2000; Marovich et al., 2001; St John et al., 2011).



Epidermis

& |Mannose
§ |receptor

L) .
©oce o, ‘. ° Viral RNA
S ‘ '
o, ¢ Infected DC - Cellular
8.0° oY ° Infected cytotoxicity
Activated macrophage

mast cell

Tcell
Dermis @

NK cell
Lymphatic
vessel

Cellular
recruitment

Blood
vessel

Figura 3. Resposta do hospedeiro infectado através da picada do vetor. A maioria das
infeccdes pelo VDEN ocorrem apds a inoculacdo do patégeno na camada subcutanea. As
particulas virais entdo podem infectar células em torno (principalmente células dendriticas ou
mondcitos) e ativar mastocitos residentes. Uma resposta inflamatéria local ao virus
prontamente recruta leucécitos dos vasos sanguineos incluindo célula NK (natural killer) e
células T com o intuito de prover a eliminagéo do virus junto com as células infectadas no sitio
da inoculacdo. Em seguida o virus é transportado para um linfonodo através dos vasos
linfaticos para entdo estabelecer uma infeccdo sistémica. Essa resposta inflamatéria local
ocorre muitos dias antes dos sinais de infeccdo severa aparecerem. Figura extraida de (St
John, Abraham e Gubler, 2013).

A infeccdo de células dendriticas e macrofagos (Figura 3) se da atraves
de receptores para o VDEN existente em ambas as células (Tassaneetrithep et
al., 2003; Miller et al., 2008). No macaco e no camundongo antigenos virais
foram localizados em células cuja morfologia eram consistentes com o0s
fagocitos mononucleares (Marchette et al., 1973). No sitio da inoculacdo na
fase inicial da infecgdo em humanos, as células do sistema imune, alvos da
infeccdo primaria, promovem igualmente clearance viral independente de
anticorpos, de maneira similar ao que ocorre nas infec¢des pelo virus West Nile
onde células Tyd desempenham papel essencial no clearance viral na pele (St
John, Abraham e Gubler, 2013).

No camundongo as células NK e as células T NK (cujo recrutamento é
feito por mastécitos residentes) sdo as responsaveis pelo clearance viral na
pele e em linfonodos regionais (St John et al., 2011). Os mastdcitos apesar de
ndo serem infectados pelo virus detectam a presenca e respondem ao virus
diretamente sem a participagdo de anticorpos, com a liberagdo de citocinas
pro-inflamatérias (St John et al., 2011). As células infectadas pelo virus, iniciam

por sua vez respostas pro-inflamatoérias a replicacéo viral que é iniciada pelo



reconhecimento intracelular do patégeno envolvendo o receptor 3 Toll-like (Tsai
et al., 2009) e outros sensores citosolicos que uma vez ativados levam a vias
de sinalizacdo que levam a producéo de citocinas pré-inflamatérias (TNF, IFN 1,
IFNy e IL-6) (Loo et al., 2008; Tsai et al., 2009). Apés a disseminacao a partir
da pele o VDEN é encontrado primeiro em linfonodos regionais e depois em
linfonodos mais remotos e isso resulta em viremia (Marchette et al., 1973) que
pode ser detectada 24 a 48h antes do aparecimento dos sintomas clinicos. A
partir desse momento mudancas substantivas sao visiveis no padréo celular do
sistema hematopoiético incluindo leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e
ocasionalmente eosinofilia (Halstead, 1989).

Macrofagos ativados que produzem IFNy desempenham papel
importante no clearance viral através da producédo de 6xido nitrico que inibe,
pelo menos in vitro, a replicacdo do virus. A medida que a viremia declina
estabelece-se 0 aumento de permeabilidade do endotélio vascular cujo
mecanismo tem sido atribuido aos niveis plasmaticos elevados das citocinas
pro-inflamatérias (Hober et al., 1993; Rothman, 2011). Nas formas graves da
doenca, entretanto o dano das células endoteliais associadas ao
extravasamento de plasma, € dependente da producdo exagerada de Oxido
nitrico (Lin et al., 2004) e isso € ilustrativo de que a doenca produzida pela
dengue resulta da resposta imune em si mesma (Clyde, Kyle e Harris, 2006).
Assim uma sequéncia de eventos que comeca com uma infeccao localizada na
pele com a ativacdo do sistema imune inato, progride para uma infeccdo
sistémica caracterizada por replicacdo viral em 6érgdos alvo com altos titulos
virais circulantes. As alteracfes patologicas mais severas, entretanto ocorrem
quando os titulos virais circulantes decrescem e a febre declina (Halstead,
2007).

A infeccao primaria por dengue resulta em imunidade de longo prazo ao
sorotipo infectante e em potencial, em imunidade parcial a infeccdes
subsequentes com outros sorotipos. Nao ha documentacao de reinfeccbes com
0 mesmo sorotipo produzindo sintomas e talvez isso seja decorrente da pré-
existéncia de anticorpos neutralizantes fabricados durante a infecgdo primaria.
Entretanto a infeccdo secundaria com um anticorpo heterélogo pode causar um
amplo espectro de sintomas variando desde uma infeccado subclinica até as

formas severas de dengue hemorragica (Guzman, Alvarez e Halstead, 2013).



Nas formas graves essa sequéncia de eventos que comeca com a
infeccdo de células dendriticas dispara uma cascata de fendmenos que
convergem para a ativacdo imune aberrante de células T CD4+ e CD8+ com
inversao da razao CD4/CDS8 (Liu et al., 2002). De forma coerente observou-se
que linfécitos T CD8+ com reatividade cruzada aos sorotipos de VDEN, quando
estimulados com peptideos homodlogos e heterblogos exibem diferentes
receptores de sinalizacéao (Friberg, Bashyam, et al., 2011; Friberg, Burns, et al.,
2011). Associado a isso ha uma reducéo do potencial citolitico e citotoxico dos
linfécitos T sem prejuizo da producédo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
INF-y (Mongkolsapaya et al., 2003) que diante de uma infec¢cdo secundaria tem
sua magnitude expandida, caracterizando-se o0 que se tem chamado de a
tempestade de citocinas (Pang, Cardosa e Guzman, 2007).

Esse nivel elevado de citocinas pro-inflamatérias circulantes leva a
modificacdo da permeabilidade do endotélio capilar com extravasamento de
plasma, com ou sem hemorragia, instalando-se o choque vascular (Green e
Rothman, 2006). Observa-se ainda contagem de plaguetas diminuida
(<100.000/mm?®) aumentando risco de sangramento e aumento das enzimas
aspartato transaminase e alanina transaminase (AST/ALT) indicando dano
tecidual, mais frequentemente hepatico, tanto nas formas leves quanto graves,
mas com niveis mais elevados nas formas graves (Kalayanarooj et al., 1997;
Green e Rothman, 2006). Além do TNF-a e INF-y, a IL-15 parece desempenhar
papel importante no desenvolvimento, diferenciacdo e sobrevivéncia de células
NK (natural killer) modulando a resposta imune adaptativa celular, regulando a
producao de IL-2 pelas células dendriticas, um importante fator de crescimento
para os linfécitos T (Zhao e French, 2013). Além disso uma interleucina de
acdo classicamente anti-inflamatoéria a IL-10 tem sido apontada como fator
preditivo de Obito na infecgdo por dengue por seu papel imunossupressor
(Chen et al., 2006; Halstead et al., 2010), estando seus niveis anormalmente
elevados na dengue acentuada por anticorpo heterélogo, o que permite que o
virus possa escapar da imunovigilancia aumentando a sua replicacéo
(Chareonsirisuthigul, Kalayanarooj e Ubol, 2007; Tsai et al., 2013).

Apesar da infeccdo por dengue nao ter preferéncia por faixa etéria,
formas mais graves da doenca afetam, sobretudo, as criancas e os velhos, os

quais apresentam maior indice de hospitalizacao e letalidade (Garcia-Rivera e
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Rigau-Perez, 2003). De fato a forma hemorragica da dengue (DHF) e o choque
sindrébmico induzido por dengue (SCD), tém probabilidade muito maior de

ocorrer em criancas e velhos (Guzman et al., 2002).

1.3. Resposta Imune a Infecgbes Virais durante o Envelhecimento.

O envelhecimento pode ser caracterizado para fins didaticos como um
processo envolvendo trés estagios: no primeiro estagio processos decorrentes
das reacbes metabdlicas produzem inevitavelmente substancias toxicas que
estdo associadas as reacfes quimicas que mantém a vida (um exemplo tipico
€ 0 estresse oxidativo induzido por radicais livres); no segundo estagio
estabelece-se algum dano decorrente do fato de que parte dessas substancias
nao pode ser removida, acumulando-se ao longo do tempo; no terceiro estagio
esse dano acumulado aciona mudancas patologicas através de alteracdes
diretas (que interferem com o metabolismo) ou de acdes indiretas decorrentes
da inadaptacdo dos processos de reparo que acabam por permitir danos
colaterais (Zealley e De Grey, 2012).

No que concerne ao sistema imune o conceito de imunossenescéncia
refere-se a mudangas na resposta imune inata e adaptativa relacionadas a
idade, disparadas por patdgenos externos ou antigenos autélogos, que
comprometem tanto as respostas celulares quanto humorais (Castelo-Branco e
Soveral, 2013). A resposta adaptativa parece, entretanto mais comprometida
do que a resposta imune inata. Um exemplo disso € o que acontece com as
células T de memoaria. Células T de memdria em condicdes homeostaticas
desenvolvem uma robusta linha de defesa contra a reinfeccdo por patdgenos
previamente encontrados ou contra a infeccdo por patdgenos semelhantes
(n&o necessariamente idénticos).

Isso sO € possivel por conta do fato de que mudltiplos clones de células
com afinidades ligeiramente diferentes sdo produzidos dando origem a células
T com certo grau de diversidade (Wensveen et al., 2013). Na infeccéo
secundaria por VDEN sorotipo 2 por exemplo encontrou-se 30 diferentes
epitopos em células T, sendo 9 deles em células CD4+, e 21 outros em células
CD8+. Enquanto as células CD8+ tinham como alvo preferencial proteinas nédo

estruturais (NS3 E NS5) os linfocitos CD4+ reconheciam componentes virais do
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envelope, do capsideo e a proteina ndo estruturais NS1. Esses alvos do
linfécito T CD4+ eram partilhados com linfocitos B. Consistente com isso uma
grande proporcdo dos linfocitos CD4+ exibiam caracteristicas de linfocitos
auxiliares (expressando a quimiocina CXCr5, e produzindo IL-21 ou IFN-y)
sugerindo sua interacéo com linfécitos B in vivo.

O envelhecimento esta associado a resposta imune alterada
particularmente no que concerne a defeitos intrinsecos das células T CD8+
tornando-a limitada frente a infec¢des virais (Brien et al., 2009; Jiang, Fisher e
Murasko, 2013). De fato esses autores demonstraram que embora a
proliferacéo de linfécitos T frente a infec¢des virais ndo se distinga daquela de
animais jovens, a percentagem de linfécitos T secretando IFN-y nos
camundongos velhos é significativamente menor do que nos animais jovens.
Como se sabe, interferons do tipo | oferecem resisténcia a infeccéao viral e a
regulacéo da resposta imune e o comprometimento de sua secrecao durante o
envelhecimento compromete a resposta a infeccbes virais (De Veer et al.,
2001; Sadler e Williams, 2008). De fato o VDEN é suscetivel ao tratamento
com interferon in vivo e in vitro e em modelo murino, animais com déficits na
via de sinalizacdo por interferon tem maior mortalidade apds infeccdes
experimentais por VDEN do que camundongos selvagens (Johnson e Roehrig,
1999).

Soma-se a isso o fato de que durante o envelhecimento ha igualmente
uma diminuicdo da resposta do centro germinativo dos foliculos
comprometendo a funcdo de linfocitos foliculares auxiliares (T-folicular help
cells - Tfh). Nessa regido os linfocitos Tfh auxiliares CD4" ajudam na
sobrevivéncia e selecionam sinais para os linfécitos B do centro germinativo
deixarem os foliculos e se tornarem células B de memdéria, que uma vez
circulantes provem protecdo contra reinfeccdes (Linterman, 2013). O
comprometimento da resposta imunolégica humoral por essa e outras
alteracdes moleculares que comprometem a funcao dos linfécitos B durante o
envelhecimento contribui pelo menos em parte para o0 aumento da severidade e
a frequéncia das reinfeccdes (Blomberg e Frasca, 2013)

Além disso, tem sido demonstrada estreita relacdo entre mecanismos
imunologicos e oxidativos sugerindo que a resposta imune alterada pode estar

associada a resposta oxidativa alterada (Valero et al., 2013). De fato esses
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autores demonstraram in vitro que 0s mondcitos obtidos de criancas e velhos
guando infectadas por qualquer sorotipo do VDEN (1 a 4), apresentam
respostas oxidantes (nitrérgica) e antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase e glutationa reduzida) diminuidas, quando comparada a mondocitos
em culturas provenientes de adultos. Coerente com isso é o fato de que a
infecc@o por VDEN sorotipo 2 altera os niveis intracelulares da glutationa e que
sua administragdo exogena inibe a multiplicagéo viral através da modulacédo do
fator nuclear kappa B (NFk-B) revertendo o estresse oxidativo e a leséo
hepética associada a infeccdo (Wang, J. et al., 2013). O NF-kB € um fator de
transcricdo, envolvido no controle da expressao de diversos genes ligados a
resposta inflamatoria, principalmente na resposta linfoide.

Outro aspecto desse conceito relacionado a imunossenescéncia diz
respeito as disfungdes mitocondriais que também séo vulneraveis ao estresse
oxidativo (Wang, X. et al., 2013). Mitocbndrias sdo organelas multifuncionais
com papéis diversos incluindo a producéo e distribuicdo de energia, apoptose e
resposta imune do hospedeiro, 0 que a torna do ponto de vista evolutivo uma
peca essencial para evitar a invasdo de microrganismos, mas ao mesmo tempo
a transforma em alvo preferencial de patdgenos invasores incluindo o VDEN
(Lu e Liao, 2011; Anand e Tikoo, 2013). De fato uma proteina de membrana do
VDEN (proteina M) permeabiliza diretamente as membranas mitocondriais,
disparando a morte da célula hospedeira por apoptose (Brabant et al., 2009).
Além disso, detectou-se apos infeccdo de células de camundongo Hepa 1-6
pelo VDEN, a expressdo de uma familia de proteinas denominada de 1SG12
por ativacdo de um dos genes associados a sintese de IFN 1 (o gene
ISG12b2). Esse gene estimulado por IFN estd localizado na membrana
mitocondrial interna e sua expressao induz a morte celular associada a
infeccdo por virus (Lu e Liao, 2011). Tornou-se aparente a partir de analise
bioquimica e funcional de células infectadas por VDEN, que a proteina
associada ao gene I1SG12b2 é expressa em grande quantidade apds a
infeccdo. Como se trata de uma proteina da membrana mitocondrial que
quando tem uma superexpressao induz a liberagcdo de citocromo C, altera o
potencial de membrana mitocondrial, ativa as caspases 9, 8 e 3 foi sugerido
que a morte da célula hospedeira esta associada a esse evento (Lu e Liao,
2011).
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Por conta do fato de que os linfocitos T tem o seu perfil imunoldgico
alterado durante as formas graves de infeccdo pelo VDEN, e sua maior
mobilizagdo e imunodisponibilidade tem sido associada ao exercicio fisico
(Spielmann et al.,, 2011), resolvemos investigar possiveis alteracdes da
resposta imune a infeccdo por VDEN em animais exercitados e sedentarios.
Para delinear as variaveis envolvidas nessa comparacdo € dutil rever
brevemente como a pratica regular de exercicios influencia a resposta imune

durante o envelhecimento.

1.4. Exercicio Fisico, Ambiente Enriquecido, Envelhecimento e Resposta
Imune.

O exercicio pode promover mudancas no sistema imune de curto e
longo prazo qualquer que seja a idade de quem o0 pratica e isso esta
relacionado a natureza, duracdo, intensidade e regularidade, assim como a
outros fatores que afetam suas interagcfes com o sistema imune, por exemplo,
o status nutricional e o estresse (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011). Apds
exercicio agudo ocorre alteracdo da resposta imune inata e isso inclui a
mobilizagdo de neutrofilos, de mondcitos, de células dendriticas e de células
NK e a magnitude e duracdo desse evento depende da duracdo e da
intensidade do exercicio (Woods et al., 1998; Peake, 2002; Walsh, Gleeson,
Shephard, et al., 2011). A imunidade adquirida é igualmente afetada pelo
exercicio, havendo consenso de que o exercicio agudo também provoca uma
resposta de mobilizagdo bifasica de linfocitos B e T dependente da intensidade
e da duracao do exercicio (Shek et al., 1995; Walsh, Gleeson, Shephard, et al.,
2011).

O ambiente enriquecido do ponto de vista experimental foi desenhado
para mimetizar em modelos animais o estilo humano de vida ativa.
Proporcionado por estimulos decorrentes de interacfes sociais, somato-
motoras e visuo-espaciais, com um forte componente de exercicio voluntario
em rodinhas de correr, tuneis, cordas, pontes e brinquedos que sao renovados
periodicamente. Tem sido demonstrado que animais que crescem nesse
ambiente em comparacdo com aqueles que vivem sedentarios em gaiolas
padrao de laboratério, melhoram a fagocitose e quimiotaxia de macrofagos, a

proliferacdo e quimiotaxia de linfécitos, aumentam a atividade de células NK, e
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modulam os niveis de TNFa e IL-2. Além disso, mostram decréscimo nos niveis
do estresse oxidativo associado a inflamacao reduzindo os niveis de glutationa
oxidada, xantina oxidase assim como da expressao de receptores toll-like 2 e 4
em células CD4" e CD8", e aumentando a atividade da glutationa reduzida,
glutationa peroxidase e catalase (Arranz et al., 2010). Esses efeitos sé&o
observados tanto em animais jovens quanto em idosos mas o impacto dessas
mudancas induzidas pelo ambiente enriquecido € maior no sistema imune
senescente (Arranz et al., 2010).

Ha agora um conjunto de evidéncias inequivocas de alteracOes
importantes no sistema imune senescente. Dentre aquelas, destacam-se as
alteracdes nas subpopulacdes de células T, no padréo de citocinas secretadas,
na capacidade de replicacéo celular e na producédo de anticorpos, criando um
ambiente pro-inflamatorio associado a diminuicdo da capacidade de resposta a
antigenos novos (De Araujo et al., 2013). De fato as células T senescentes se
acumulam com a idade diminuindo o repertério de células T imunodisponiveis
(“naive”) aumentando os riscos de infeccdo, enquanto que o exercicio fisico
contribui para minimizar essa alteracao (Spielmann et al., 2011).

Realmente individuos com estilo de vida sedentario mostram valores
plasmaticos elevados para marcadores inflamatérios como a IL-6 e proteina C
reativa, independente da presenca de obesidade (Fischer et al., 2007). Esses
achados sdo coerentes com 0 conceito de que o comprometimento funcional
do sistema imune (e de outros sistemas) relacionado ao envelhecimento é
decorrente pelo menos em parte do estresse oxidativo e da inflamacéo (De La
Fuente e Miquel, 2009). Nesse sentido individuos que se exercitam
regularmente desenvolvem resposta anti-inflamatéria aumentando os niveis
circulantes de receptores antagonistas de IL-1 e IL-10 (Walsh, Gleeson, Pyne,
et al.,, 2011) reduzindo o impacto inflamatdrio associado ao estilo de vida
sedentario e ao envelhecimento.

A questdo que permanece por ser respondida, entretanto, € a de como
medir as mudancas no sistema imune associadas ao exercicio regular e ao
envelhecimento diante de um processo infeccioso com repetidas infec¢oes
como é o caso da dengue, sem empregar modelos experimentais
imunocompetentes? Tal como previamente mencionado 0S mecanismos

fisiopatoldgicos associados as formas severas da infeccdo pelo VDEN
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constituem uma historia inacabada e isso ocorre em grande parte por conta do
fato de ndo estarem disponiveis modelos experimentais imunocompetentes que
mimetizem tais mecanismos (Bordignon et al., 2007; Williams et al., 2009).
Assim, um dos objetivos do presente trabalho é implantar modelo murino

imunocompetente para o estudo da infeccao por VDEN.

1.5. Modelos Murinos de dengue.

O desenvolvimento de modelos animais de infeccdo pelo virus da
dengue e da doenca relacionada tem sido um desafio intransponivel por conta
de que o VDEN néo infecta naturalmente espécies ndo humanas. Primatas n&ao
humanos sustentam a replicagdo viral em tipos celulares relevantes e
desenvolvem resposta imune robusta, mas nado desenvolvem os sintomas da
doenca (Clark et al., 2013). Em contraste modelos murinos imunodeficientes
infectados com VDEN obtidos de soro humano infectado (Balsitis et al., 2010;
Fagundes et al., 2011; Tan et al., 2011) ou imunocompetentes infectados com
variedades de VDEN adaptados para o camundongo (Costa et al., 2012;
Velandia-Romero, Acosta-Losada e Castellanos, 2012) podem mostrar sinais
de doenca severa. Camundongos com sistema imune experimentalmente
alterado para mimetizar o sistema imune humano denominados de modelos
murinos humanizados, (Mota e Rico-Hesse, 2011) sdo compativeis com a
replicacdo viral sustentada e mostram alguns sinais de doenca. Modelos
murinos imunocompetentes tem se mostrado resistentes a infeccdo por VDEN
por conta da habilidade de sua resposta imune inata promover de forma
eficiente o clearance viral; entretanto dependendo da carga viral e do gendétipo
do sorotipo viral os animais podem desenvolver sinais hemorragicos apos a
infeccdo (Amorim et al., 2012; Gongalves et al., 2012). Ver para revisao (Zompi
e Harris, 2012; Guabiraba e Ryffel, 2013).

Para estudar a influéncia do ambiente e da idade sobre o curso temporal
da infeccéo por VDEN em modelo murino imunocompetente desenhamos dois
experimentos empregando infeccdes multiplas. No primeiro, investigamos o
impacto de dois regimes distintos de multiplas infec¢des sobre o curso temporal
da doenca empregando multiplas infec¢cdes de um unico sorotipo ou multiplas

inoculacdes de um Unico sorotipo alternadas com anticorpo heterélogo. No
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segundo, investigamos a influéncia do envelhecimento sobre o curso temporal
da doenca em animais que cresceram em ambientes distintos. Em ambos os
casos, comparamos a evolugdo da doenca em animais que cresceram em
ambientes diferentes e que parecem associados a diferentes padrdoes de
resposta imune. No segundo experimento, empregamos somente o regime de
multiplas infeccdes de um Unico sorotipo alternadas com inoculagbes por
anticorpo heterélogo.

Esse desenho experimental propiciou a publicacdo de dois artigos
independentes em revistas especializadas de ampla circulacdo que podem ser
encontradas nos anexos 01 e 02 deste documento e 0os motivos para esse
desenho experimental que constam desses manuscritos sao explicitados a

sequir:

Experimento 01.

Influéncias ambientais na evolucdo da doenca por dengue acentuada

por anticorpo heterélogo.

Evidéncias clinicas e patologicas obtidas a partir de infeccbes
secundérias pelo virus da dengue (VDEN) implicam na liberacdo anormal de
citocinas como agente associado ao risco aumentado das formas graves da
infeccdo (Kurane e Ennis, 1992). De fato foram detectados na febre
hemorréagica e no choque sindrébmico (FHD/CSD) niveis elevados do fator de
necrose tumoral (TNF)-a (Vitarana et al., 1991; Hober et al., 1993; Nguyen et
al., 2004) e a producao dessa e de outras citocinas foi correlacionada com
nameros aumentados de macréfagos/mondcitos (De-Oliveira-Pinto et al.,
2012), que séo células fagociticas potentes e alvos primarios para infec¢ao por
VDEN (Kangwanpong, Bhamarapravati e Lucia, 1995; Jessie et al., 2004).
Essas células expressam as trés classes de FCyR tornando-as particularmente
propensas a entrada do VDEN em forma de complexos imunes virus-anticorpo
(Mathew e Rothman, 2008). Além disso, estudos recentes demonstraram que
células T de memdria especificas para o VDEN originarias a partir de uma
infeccdo prévia respondem aos sorotipos heterologos do VDEN com um perfil
de citocinas alterado e que o nivel de expansao e ativacdo dessas células de

memoéria durante uma infeccdo aguda de VDEN correlaciona-se com a
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gravidade da doenca (Rothman, 2010). Soma-se a isso a reatividade cruzada
significativa entre os sorotipos VDEN em células T CD8™ com sinalizac&o
diferencial dos receptores das células T apés estimulagdo com peptideos virais
homologos e heterblogos (Friberg, Bashyam, et al., 2011). A entrada do VDEN
é facilitada pela fagocitose de macrocomplexos imunes através de receptores
Fc dos mondcitos (Daughaday et al.,, 1981). Aléem disso foram detectados
complexos imunes circulantes e a ativacdo do complemento durante o periodo
de febre, com hemorragia ou perda de plasma, e/ou insuficiéncia circulatéria
em pacientes com FHD/CSD (Ruangjirachuporn, Boonpucknavig e Nimmanitya,
1979; Wang et al., 2006).

Em areas endémicas, onde a incidéncia de dengue hemorragica
permanece elevada e mosquitos vetores sdo abundantes, ocorrem multiplas
infeccbes podendo envolver diferentes sorotipos (Gubler e Meltzer, 1999;
Thomas, Strickman e Vaughn, 2003; Suaya et al., 2009). Ao mesmo tempo a
andlise de hospitaliza¢des repetidas motivadas por dengue mostraram que pelo
menos 10% dos pacientes readmitidos por dengue, podem corresponder a uma
terceira ou quarta infeccdo, com todas as admissbes subsequentes devido a
uma infec¢@o secundaria por dengue (Gibbons et al., 2007). Por conta de que a
maioria das infec¢des por dengue sédo assintomaticas, € razoavel supor que um
namero de pacientes provenientes de areas endémicas, hospitalizados com
formas graves da doenca, podem ter sido expostos a varias infec¢des. Assim,
comparamos os resultados de dois modelos diferentes de infec¢cdo por VDEN:
1) inoculacdes seriais induzidas com um unico sorotipo (IUS) e 2) inoculacdes
multiplas de um Unico sorotipo acentuadas por anticorpo heterélogo (ICAH).
Foram utilizados fémeas adultas de camundongos suicos albinos para ambos

os modelos de inoculacao.

A motivacao que nos levou a investigar a possivel influéncia do ambiente
sobre o curso temporal da doenca nesses animais decorreu da constatacdo em
estudo recente em nosso laboratério de que o ambiente enriquecido (AE)
aumenta a mobilizacdo de células T durante infeccdes virais (De Sousa et al.,
2011) e que um maior numero de células T mobilizadas, pode contribuir para o
aumento dos niveis de citocinas associados a formas graves da infeccdo por

dengue (Boonnak et al.,, 2011). Assim testamos a hipdtese de que o



18

enriguecimento ambiental iria exacerbar os sintomas clinicos e a mortalidade

na infeccéo por dengue.
Experimento 02.

Envelhecimento e enriguecimento ambiental exacerbam a resposta
inflamatoéria na infeccdo por dengue acentuada por anticorpo heterélogo em

modelo murino imunocompetente.

Estudos recentes demonstram que as células T de memoria, especificas
para o virus da dengue (VDEN) associadas a uma infeccdo primaria
respondem com producédo de citocinas alteradas para outros sorotipos do virus
e que o nivel de ativacdo e expansdo dessas células de memadria durante a
infeccdo aguda esta associada a gravidade da doenca (Rothman, 2010). Os
anticorpos heterélogos facilitam a infeccdo pelo VDEN promovendo a entrada
do virus através de receptores Fc, um processo de agravamento reconhecido
como doenca acentuada por anticorpo heterélogo (Halstead, 2003), e a
administracdo passiva de anticorpos heter6logos anti-VDEN é suficiente para
acentuar a infeccdo pelo VDEN e agravar a doenca em camundongos (Balsitis
et al.,, 2010). Assim, a reatividade cruzada e a expansdo de células T
especificas pra o VDEN durante as infec¢des primarias e secundarias agudas
(Friberg, Bashyam, et al., 2011), pode contribuir para maior viremia e niveis

excessivos de citocinas observadas na doenca grave (Boonnak et al., 2011).

Vérios trabalhos tém usado camundongos nos estudos de dengue
empregando linhagens  imunocompetentes, imunocomprometidas e
humanizadas para analisar os varios aspectos da infeccdo, mas o
desenvolvimento de um modelo animal apropriado para infec¢cao por VDEN tem
sido dificultada pelo nivel reduzido ou auséncia de replicagdo de sintomas
clinicos nos camundongos imunocompetentes ou em primatas ndo humanos
(Zompi e Harris, 2012). No experimento 01, descrevemos um desenho
experimental para infeccdo por VDEN acentuada por inoculagcbes com
anticorpo heterdlogo em um modelo de camundongo imunocompetente
submetido ao regime de multiplas infec¢des tentando mimetizar o que ocorre
em areas endémicas onde a incidéncia de dengue hemorragica permanece

elevada, os mosquitos vetores sdo abundantes e multiplas infecgdes envolvem
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diferentes sorotipos (Gubler e Meltzer, 1999; Thomas, Strickman e Vaughn,
2003; Suaya et al., 2009). De fato, pelo menos 10% de admissGes hospitalares
repetidas por dengue correspondem a uma terceira ou quarta infeccdo com
todas as readmissdes resultantes de infeccdo secundaria por dengue (Gibbons
et al., 2007).

No presente ensaio, tomamos como ponto de partida demonstractes
prévias de que idosos fisicamente ativos demonstram menor declinio funcional
da resposta imune adaptativa mediada por linfocitos T e B do que idosos
sedentarios pareados por idade (Simpson e Guy, 2010). Baseados nessa
premissa decidimos testar a hipotese de que a infeccdo por dengue acentuada
por anticorpo heterélogo produziria doengca mais severa em camundongos
velhos mantidos em ambiente enriquecido do que em camundongos pareados
por idade mantidos no ambiente padrédo das gaiolas de laboratorio e que a
aplicacao de glicocorticoides poderia contribuir para reduzir a severidade dos
sintomas e o numero de mortes. Baseado em descri¢cdes prévias de que o
namero de Obitos e a taxa hospitalizagdo apds infecgdo por dengue séo
maiores em pacientes idosos do que em pacientes jovens (Guzman et al.,
2002), predissemos que a mortalidade apos a doenca acentuada por anticorpo
heter6logo seria maior em camundongos velhos (18 meses de idade) do que

em adultos maduros (9 meses de idade).
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

- Estudar os efeitos do ambiente enriquecido e da idade sobre o curso
temporal da infeccdo pelo virus da dengue em modelo murino

imunocompetente.
2.2. Especificos

- Implantar modelo de infec¢gdes multiplas por VDEN3 gendtipo I
acentuadas por anticorpo heterélogo anti-VDEN2 em fémeas adultas de

camundongo da variedade suica albina de 9 e 18 meses de idade.

- Investigar através de ensaios comportamentais e histopatolégicos a
influéncia do ambiente sobre o curso temporal da inoculacdo por dengue
(gendtipo Ill) acentuada por anticorpo heterélogo anti-VDENZ2 decorrente de

multiplas infeccoes.
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3. MATERIAIS E METODOS
Experimento 01.

Utilizamos fémeas adultas de camundongos suicos obtidos a partir de
uma colonia do Centro de Cuidados Animais do Instituto Evandro Chagas; os
animais foram tratados em conformidade com “Principles of Laboratory Animal
Care” (National Institute of Health). Os camundongos foram mantidos em ciclos
de 12h claro-escuro, com temperatura ambiente em torno 23 £ 2°C tendo livre

acesso a alimentacdo e 4gua nos andares.
3.1. Grupos experimentais e inoculacdes.

Realizamos inoculagdes em série por via intraperitoneal (i.p) seguindo
um dos dois protocolos experimentais. De acordo com o primeiro protocolo
(AP: n = 13; AE: n = 15) todos os animais receberam injecdes seriais i.p. de um
anico sorotipo com homogeneizado cerebral infectado contendo 0,014-0,087
copias virais/ml de VDEN3 (gendtipo Ill) (grupo IUS) até o aparecimento dos
sintomas clinicos. De acordo com o segundo protocolo (AP: n = 18; AE: n =
16), todos os sujeitos receberam inoculacdes i.p com o homogeneizado
cerebral infectado contendo o mesmo numero de copias virais de VDEN3
(gendtipo Ill), uma vez por dia durante seis dias; posteriormente o0s
camundongos foram inoculados i.p com o soro hiperimune anti-VDEN2 que
continha os anticorpos anti-VDEN2 (diluicdo 1:32) em dias alternados
mimetizado a doenca acentuada por anticorpo heterdlogo. Os animais foram
sacrificados quando exibiram sinais clinicos de doenca ou quando a atividade
de estocagem de alimento tornou-se menor do que 40% tendo em conta o
periodo pré-inoculagédo, em duas avaliagcbes semanais consecutivas. Individuos
do grupo controle receberam volumes e diluicbes equivalentes de
homogeneizado cerebral ndo infectado e de soro hiperimune 24h em dias
alternados. No dia 38° dia pds-inoculacdo (dpi), os sujeitos do grupo ICAH
receberam uma Unica inoculag&o de glicocorticoide (26 mg/kg, de uma mistura
de 1:1 acetato e fosfato de betamesona) para reduzir a taxa de mortalidade a
partir da diminuicdo da resposta inflamatéria, medindo-se o impacto de

glicocorticoides sobre as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer. Esta
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combinacdo de glicocorticoides torna-se eficaz 30 minutos apos inoculagdo e
permanece ativa durante quatro semanas.

Foram utilizadas fémeas adultas de camundongos da variedade albino
suica alojadas desde o desmame, sob condicbes empobrecidas (gaiolas
padrao) ou enriquecidas. As gaiolas para manutengcdo dos animais (Figura 4)
do ambiente enriquecido foram montadas com vergalhdes de ferro e arame,
tinham dois andares, mediam (100 x 50 x 100 cm) e continham brinquedos
feitos de diferentes formas e tamanhos, construidos de material plastico,
madeira e metal, de cores diferentes que eram substituidos periodicamente em
intervalos de 15 dias. Cada gaiola de ambiente enriquecido alojou de 15-20
camundongos. Agua e comida eram oferecidas em andares diferentes (superior
e inferior), obrigando o deslocamento sistematico para sua obtencdo. Os
animais do ambiente empobrecido foram alojados em gaiolas de plastico (32 x
39 x 100 cm), sem equipamentos ou brinquedos. Cada gaiola empobrecida
alojou de 15-20 camundongos. Todos 0s animais tiveram acesso ad libitum a
alimentacao e agua.

Figura 4. (A) Ambiente enriquecido. (B) Ambiente empobrecido. Seta preta indica a oferta de
agua no andar superior e seta branca indica a oferta de alimento no andar inferior

3.2. Homogeneizados cerebrais infectados.

Animais neonatos (2 dias de idade) foram intracerebralmente infectados
com 10 upl de sobrenadante de cultura células C6-36 infectadas. Esses
sobrenadantes continham 1.33 x 10° ou 7.78 x 10° cp/ml de VDEN3 (genétipo
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lIl) obtidas a partir de amostras de soro humano (casos ROND 2929 e ROND
3115, respectivamente). Ao apresentarem 0s sinais clinicos da infeccéo, os
animais foram sacrificados imediatamente e congelados em freezer -80° C.
Posteriormente, o tecido cerebral (0,2g/animal) foi macerado e misturado com
0,8ml contendo 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. A
suspensao era centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente
(16° C). A carga viral (CV) nos diferentes tecidos de camundongos adultos de
diferentes grupos experimentais foi avaliada pela reacdo de cadeia de
polimerase em tempo real (do inglés “real time-polymerase chain reaction” RT-

PCR) quando os sintomas clinicos se tornaram aparentes.
3.3. Atividade de remocéao de racéo (Burrowing).

A Figura 5 ilustra o aparato onde os camundongos desenvolvem a
atividade de burrowing (remocéo dos pellets de racdo para fora do tubo).
Semanalmente em dias alternados (de 9h as 11h da manha), antes da
inoculacédo e a partir do segundo dia apds a primeira infec¢do (2 d.p.i) até o dia
do sacrificio, cada animal foi colocado em uma gaiola de plastico (32 cm x 39
cm x 16,5 cm) contendo um tubo de Poli Cloreto de Vinila (PVC) (18 cm de
comprimento x 7,5 cm de diametro) contendo 100 g da racdo normal (pellets).
Esse tubo tinha uma das extremidades aberta e elevada a 3 cm do chéo
permitindo que o camundongo em teste removesse a racdo do tubo. Apds o
periodo de teste, a racdo remanescente no tubo foi pesada e o camundongo
devolvido a sua gaiola. A remocao de alimento (burrowing) foi escolhida para
indicador de comportamento doentio por ser uma tarefa etolégica que é

reduzida frente a inflamacéo sistémica (Cunningham et al., 2009).

~~~~~~~~~~~~~~~~~~

Figura 5. Tubo de PVC para medida de remocao de ragéo (burrowing).
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3.4. Atividade locomotora exploratéria em campo aberto (open field).

A Figura 6 ilustra o equipamento empregado para medida da atividade
locomotora em campo aberto. O aparato consiste de uma caixa de madeira
cinza (aglomerado revestido) (30 cm x 30 cm x 40 cm) com o chéao dividido em
9 quadrados de 10 cm x 10 cm. Depois de uma semana antes da inoculacao e
entre o segundo d.p.i e o dia do sacrificio, cada animal foi colocado no centro
da arena e mantido no aparelho durante 5 minutos, tal como anteriormente
descrito (Kinoshita et al., 2009). O campo aberto (open field) € um teste
sensivel utilizado com sucesso na detec¢cdo de comportamento doentio apés
uma variedade de infecc¢des virais, incluindo a dengue (De Miranda et al.,
2012). Uma camera de video ligada a um computador foi fixada a 2 metros
acima do campo aberto e usado para gravar cada sessdo de treinamento para
posterior analise com o software AnyMaze (Stoelting). Foram analisadas as
seguintes varidveis: distancia percorrida (m), velocidade média (m/s), linhas
cruzadas e tempo imével (s). Depois de cada teste o campo aberto era limpo

com 70% de etanol (ver video no cd).

Figura 6. Equipamento para medida da atividade locomotora em campo aberto. A camera
acoplada ao computador registra e estoca as imagens colhidas durante as sessfes de medida.
O processamento das imagens é feita off-line com auxilio de software (ANYMAZE, Stoelting
Inc.).
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3.5. Caixa Claro/Escuro (CCE).

A Figura 7 ilustra o equipamento utilizado para medir o padrdo de
ocupacdo dos ambientes escuro e iluminado da caixa de teste. Esse teste
explora a aversdo inata de roedores por areas muito iluminadas e o
comportamento exploratério espontaneo dos animais. O modelo € baseado na
observacdo de que mesmo sendo animais noturnos, roedores tendem
naturalmente a explorar o ambiente incomum. Nesse sentido uma alteracdo na
ocupacéo da area iluminada normalmente evitada o comportamento explorador
pode ser util (Hascoét, Bourin e Nic Dhonnchadha, 2001). O aparato foi
formado por uma caixa retangular (46x27x30 cm), dividida em duas areas de
tamanhos diferentes, a menor area é 1/3 da area total da caixa (18x27 cm),
pintada de preto e coberta com uma tampa preta feita com o mesmo material
do aparato; enquanto a area maior (27x27 cm) é pintada de branco e
permanece aberta. Entre as duas areas hd uma porta no centro da diviséria
medindo 7,5x7,5 cm. Realizado uma vez por uma semana antes e apo0s as
inoculacdes até o dia do sacrificio do animal. O teste é feito colocando-se o
animal no centro da area maior (campo aberto), durante 5 minutos, sendo livre
para se mover entre as duas areas (clara/escura), através da porta. A camera
de video, a dois metros acima do aparato, conectada a um computador,
registrou cada sessdo de amostragem para posterior analise pelo software
ANYMAZE (Stoelting). Os seguintes parametros foram analisados: distancia
total percorrida e tempo total imovel no aparato; nimero de entradas, tempo
gasto, distancia percorrida e tempo imovel na zona clara; numero de entradas e

tempo gasto na zona escura.

L

@

Figura 7. Equipamento para medida do tempo de ocupacdo dos espacos claro e

escuro.
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3.6. Histologia e imuno-histoquimica.

ApOs os testes comportamentais todos o0s animais doentes que
mostraram reducdo de mais do que 60% na remocédo de comida por duas
sessdes consecutivas (4 medidas) ou com o aparecimento dos sintomas
clinicos foram sacrificados com sobredose de anestésico i.p. (tribromoetanol a
1% na dose de 0,01ml/g de peso corporal) e perfundidos por via transcardiaca
com solucdo salina heparinizada, seguido por paraformaldeido a 4% em
tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,2 - 7,4). Figado e pulmdes, de trés animais de cada
grupo foram processados para corte em parafina e seccdes de 10um de
espessura foram montadas em lamina, desparafinizadas em xileno e
desidratadas em &lcoois para coloragdo com hematoxilina-eosina ou
imunomarcadas para detectar a proteina NS1 do virus VDEN3 (ab41616,
diluicdo 1:20 ABCAM, USA), e linfocitos T (CD3) e B (CD20). Os achados
histopatoldgicos deste experimento sdo apresentados em conjunto com os do

segundo experimento para tornar o texto menos repetitivo.
3.7. Imuno-histoquimica para Linfocitos T e B.

SeccOes transversais seriadas a 3um de espessura foram obtidas em
micrétomo e montadas em laminas de vidro previamente tratadas com poli-D-
lisina (Sigma Chemical Co, USA). A seguir foram desparafinizadas em xileno e
desidratadas em &alcool em uma série decrescente. A recuperacdo antigénica
foi realizada utilizando uma panela de pressdo (PASCAL®, DakoCytomation,
USA) em tampéo citrato (10 mM, pH 6.0). Depois de lavadas em PBS, as
seccdes foram imersas em 0.3% de perédxido de hidrogénio durante 5 minutos
para bloguear a atividade da peroxidase enddgena e bloqueadas para sitios
inespecificos com caseina durante 10 minutos. As seccdes foram em seguida
incubadas numa camara Umida escura com anticorpos primarios monoclonais
contra CD3 (clone SP7, diluicdo 1:400, DakoCytomation, USA) ou CD20 (clone
L26, diluicdo 1:600, DakoCytomation, USA) durante 30 minutos, em seguida,
as seccOes foram imersas em solucéo de anticorpo secundario biotinilado com
complexo de peroxidase-biotina-estreptavidina, durante 20 minutos em
temperatura ambiente (DakoCytomation, EUA). Os sitios imunomarcados foram

visualizadas com diaminobenzidina e contrastadas com hematoxilina de Harry.



27

Tal como no caso da histopatologia o0s resultados deste ensaio sé&o

apresentados em conjunto com os resultados do experimento 02.
3.8. Imunomarcacao para micréglias.

Seccdes dos cérebros cortadas a 70um de espessura, foram pré-
tratadas com éacido borico 0.2M (pH 9,0) a 65-70°C durante 1 hora flutuando
livremente, com a finalidade de promover a recuperacdo antigénica. As
seccOes foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-IBA-1 para
imunomarcacéo de macrofagos e micréglia (anti-lbal, #019-19741; Wako Pure
Chemical Industries Ltd, Osaka, Japan) na concentracdo de 2 pg/ml em PBS.
Seccbes lavadas foram entdo incubadas durante a noite com anticorpo
secundario (cabra anti-coelho, 1:250 em PBS, Vector Laboratories). A
peroxidase enddgena foi inativada por imersao em 3% H202em PBS. Os cortes
foram lavados em PBS e transferidos para uma solugéo contendo o complexo
de peroxidase-avidina-biotina (Kit VECTASTAIN ABC; Vector Laboratories) por
1h. O protocolo para revelacdo dos sitios imunomarcados empregou
DAB/niquel/glucose oxidase (Shu, Ju e Fan, 1988). A especificidade da reacdo

foi confirmada omitindo-se o anticorpo primario (Saper e Sawchenko, 2003).

3.9. Extracdo de RNA.

O RNA viral foi extraido do sobrenadante de cultura de células C6/36
usando o Kit para extracdo rapida de RNA (Qiagen, Hilden, Germany) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O PCR quantitativo em tempo real RT-
PCR (SYBR - gPCR) - gRT-PCR, foi feito usando o kit comercial (SuperScript
Il Platinum SYBR® Green One-step qRT-PCR, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
A reacao foi executada para um volume final de 25ul contendo 5ul de RNA viral
(1-2 ng/pl), 0,5ul de SuperScript Il RT platinum Taq Mix, 0,2uM de cada primer
de VDEN (dos Santos et al., 2008), 12,5ul de 2X SYBR de corante fluorescente
verde e 1ul de corante ROX. A amplificacao foi realizada como segue: 20 min a
50°C, 5 min a 95°C, 45 ciclos de 95°C por 15s, 55°C por 40s e 72°C por 30s.

A curva de fuséo foi calculada durante o periodo de incubagédo de 60-
90°C com a velocidade de captura de 0.2°C/s. Cada amostra foi analisada em

duplicata. Os resultados obtidos com 0 SYBR-gRT-PCR foram expressos como
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copias do genoma/ml baseado na curva padrdo construida a partir da
amplificacdo do RNA extraido de células C6/36 infectadas com o VDEN3 da
variedade BH692808 (estoque em concentracdo: 3.1 x 10° copias do
genoma/ml) e diluida de 10" a 10°. As estimativas do VL (c6pias do genoma
viral/ml) nas células C6-36 correspondendo aos casos humanos ROND2929 e
ROND 3115 foram utilizadas nas concentracdo 1.33 e 1.77x10°
respectivamente.

Curva Padrao: As curvas padrdo foram geradas a partir de diluicdes
seriais de RNA derivado de aliquotas com titulos virais conhecidos cobrindo
uma faixa de 1 x 10" a 1 x 10, A curva padrdo com oito pontos foi amplificada
em duplicata em paralelo com controles para determinar o valor limiar. Valores
limiares de cada ciclo da amostra de RNA amplificada foram comparados com
curvas padrao externas para determinar a carga viral de cada tecido. A Figura

8 ilustra a sequéncia experimental adotada no experimento 01.
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Figura 8. Linha do tempo experimental. Os animais foram alojados em ambientes enriquecido
ou empobrecido no 30° dia apés o nascimento. Realizamos inoculacdes i.p em série seguindo
um dos dois regimes de inoculacdes. No primeiro regime (EXP 01), AP n = 13 e AE n = 15,
todos os individuos receberam diariamente uma série de inoculacdes i.p de homogeneizado
cerebral infectado (inoculagdes com um Unico sorotipo - IUS) até o dia do sacrificio. No
segundo regime de inoculacdo (EXP 02), AP n = 18, AE n = 16, todos 0s animais receberam
uma série de injecdes i.p de homogeneizado cerebral infectado com numero similar de copias
virais do VDEN3 (gendtipo 1ll) uma vez ao dia, durante seis dias, e em seguida, a cada dois
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dias eram inoculados com soro hiperimune diluido (1:32) contendo anticorpos anti-VDENZ2,
seguido 24h ap6s por homogeneizado cerebral infectado com VDENS (gen6tipo 1) até o dia do
sacrificio (inoculacdes cruzadas com anticorpos heterélogos - ICAH). Os dias de sacrificio eram
diferentes em diferentes animais e coincidiu com a presenca de sinais clinicos, incluindo
dispneia, tremor, postura encurvada, pelo ericado, imobilidade, paralisia pré-terminal e eventual
morte, ou alternativamente, quando a atividade de estocagem de racdo reduzia-se abaixo de
40% durante duas medicBes semanais consecutivas. Individuos do grupo controle receberam
volumes iguais e diluicBes de soros hiperimune VDEN2 seguido 24h ap6s por homogeneizado
cerebral ndo infectado. Note que o niumero de mortes nos grupos AE (IUS = 40%; ICAH = 44%)
foi significativamente maior do que nos grupos de AP (IUS = 23%; ICAH = 17%). CO: grupo
controle.

Experimento 02.

Tendo em conta que os estudos visando medir a influéncia do
envelhecimento e do ambiente sobre o curso temporal da infeccdo por DENV
obrigam a comparacdo com o grupo jovem, é inevitavel que os métodos
empregados nos experimentos 01 e 02 sejam em grande extenséo
superpostos. Por essa razdo, evitamos reproduzir a descricdo dos
procedimentos experimentais ja apresentados recomendando a leitura dos

meétodos do experimento 01 onde aplicavel ao experimento 02.

4. Grupos Experimentais e comité de ética.

Todos os camundongos foram obtidos da mesma colonia de animais
utilizada no experimento 01 a partir do Centro de Cuidados Animais do Instituto
Evandro Chagas e os animais foram manipulados de acordo com as
recomendacdes internacionais para experimentacdo animal (National Institute
of Health) e com as normas brasileiras para experimentacao animal (CONCEA)
ver anexo 03. Um total de oitenta camundongos fémeas, de 9 meses (N=40) e
18 meses (N=40) de idade foram mantidos em ambiente enriquecido (AE,
n=40) ou empobrecido (AP, n=40). Esses animais formaram dois grupos
experimentais denominados jovem e velho, com quatro subgrupos (AEV n= 20,
AEJ n=20, APV n=20, APJ n=20).

4.1. Alojamento e sequéncia experimental.

Inoculag@o: Todos os animais receberam uma série de inoculagfes
contendo numero igual de copias virais de VDEN3 genotipo 1l seguido 24h

apos de anticorpo anti-VDEN2 (diluicdo 1:32). Ver descricdo detalhada do
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regime de infeccbes multiplas acentuada por anticorpo heterdlogo no
experimento 01. Animais jovens e velhos receberam inoculagdes aos 270 e 550
dias de vida respectivamente. Os grupos controle receberam homogeneizado
cerebral ndo infectado, seguido de anticorpo anti-VDEN2 24h apés. Todos os
animais foram sacrificados quando seus sintomas clinicos tornaram-se
aparentes, tal como descrito para o experimento 01l. A aplicacdo de
glicocorticoides seguiu 0 mesmo protocolo previamente descrito no

experimento 01.

Ver descricdo detalhada dos ambientes, ensaios comportamentais,
analise histopatoldgica, imuno-histoquimica e medidas da carga viral por PCR

em tempo real em Métodos no experimento 01.
4.2. Imunofluorescéncia.

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada para deteccéo de antigenos
virais nos pulmdes, rins, figado e baco dos animais infectados. Para tanto,
seccdes de pulmdes, rins, figado e bago foram desparafinizadas com Xilol | e Il
por 20 e 10 minutos, respectivamente. Realizou-se reidratagcdo com bateria de
alcool em concentracdes decrescentes: 100%, 90%, 80% e 70%, seguindo-se
3 lavagens em PBS, 3 minutos cada. A recuperacdo antigénica foi feita na
Camara de Pasteur em tamp&o citrato pH 6 a 95°C por 30 minutos e as
seccOes foram, novamente, lavadas em PBS. A permeabilizacéo foi realizada
com Triton X-100 por 10 minutos a temperatura ambiente, seguida de lavagem
com PBS e bloqueio de sitios aldeidicos inespecificos disponiveis com cloreto
de amonio 50mM por 30 minutos. A seguir, foram novamente lavadas em PBS.
O blogueio de sitios inespecificos remanescentes foi feito com IgG-Blocking por
1h e as secc¢bes foram incubadas em anticorpo primario policlonal contra a
glicoproteina NS1 do VDEN (ab41616, diluicdo 1:20 ABCAM, USA) durante a
noite, seguido de incubacdo em anticorpo secundario biotinilado por 20
minutos. Apds incubacdo com avidina conjugada com fluoresceina (alexa fldor
488, Molecular Probes) por 15 minutos, e lavadas em PBS, realizou-se a
montagem das laminas em ProLong anti-fading Kit (invitrogen). Finalmente, as
seccbes foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Axiophot e
fotografados com camera digital AxioCan. Confirmamos a especificidade da
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reagcdo omitindo o anticorpo primario (Saper e Sawchenko, 2003). Alguma
seccOes imunomarcadas para antigenos virais empregando imunofluorescéncia
indireta foram contracoradas com brometo de etila para marcacdo de DNA. A
Figura 9 ilustra um exemplo da imunomarcacao para a glicoproteina NS1 do
VDEN (em verde) e a contracoloracéo por brometo de etila (em vermelho) em

cortes de pulméo e figado.

Imunofluorescéncia DENV 3

A

Figura 9. Fotomicrografias de pulméo (A, B) e figado (C, D) secbes de camundongos do AE
envelhecidos. Imagens fluorescentes apds imunomarcacao policlonal de antigenos virais da
dengue (verde) contrastadas com iodeto de propidio para a coloracdo do DNA (vermelho). As
setas indicam células infectadas no epitélio bronquiolar no pulméao (B) e hepatdcitos no figado
(D). As cabecas de setas indicam o DNA nuclear da das mesmas células apés coloracdo com
brometo de etila em cortes de figado (C, D). A imunomarcacdo revelada em verde é
consequéncia da escolha do anticorpo secundario biotinilado sobre o qual a avidina marcada
com a fluoresceina se liga.

A Figura 10 ilustra em detalnes a sequéncia experimental do
experimento 02. Todos 0s animais receberam uma série de injecdes
intraperitoneais de homogeneizado cerebral infectado contendo numero de
copias de VDEN3 gendtipo Il (0.014 - 0.87 copias do genoma viral/ml) uma vez
por dia durante 6 dias. A partir de entdo, em dias alternados foram inoculados

com soro hiperimune contendo anticorpos anti-VDEN2 (diluicdo 1:32) seguido
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24h depois de homogeneizado cerebral infectado contendo similar nimero de
copias até o aparecimento dos sintomas clinicos, quando foram sacrificados.
Camundongos velhos e novos receberam a primeira inoculagéo no 550° e 270°
dias de vida respectivamente. Os dias de sacrificio variaram em func¢éo da data
de aparecimento dos sintomas de cada qual e esses sintomas incluiram
dispneia, tremor, postura encurvada, pelos ericados, imobilidade, paralisia pré-
terminal, choque e morte eventual, ou alternativamente quando a atividade
burrowing reduziu-se a 40% do habitual em duas medidas semanais
consecutivas. A primeira morte nos grupos velho e jovem ocorreram
respectivamente aos 11 e 28 dias apds a primeira infec¢cdo respectivamente.

Animais controle (CO) na receberam iguais volumes de homogeneizado

cerebral ndo infectado e n&o ocorreram mortes nesse grupo (Figura 10).
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Figura 10. Sequéncia de inoculagdes e registro dos ébitos em fungdo do tempo e dos grupos
experimentais. Todos os animais foram criados a partir do desmame em um ambiente
enriquecido (AE) ou empobrecido (AP). Os animais velhos e jovens receberam a primeira
inoculacdo nos dias 550 e 270, respectivamente. Os dias de sacrificio eram diferentes em
diferentes animais e coincidiu com a presenca de sinais clinicos ou alternativamente, quando a
atividade de estocagem de alimento caiu abaixo de 40% durante duas medi¢cbes semanais
consecutivas. A primeira morte em camundongos idosos e jovens ocorreu respectivamente no
11° e 28° dias ap0s a primeira inoculagdo. Todos os animais do grupo infectado receberam
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uma série de injecdes i.p. de homogeneizado cerebral infectado, contendo um ndmero similar
de copias virais de DENV3 gendtipo Ill, uma vez por dia durante 6 dias e, depois, a cada dois
dias, eles foram inoculados i.p. com anticorpos anti-VDEN2 (diluicdo 1:32), seguido 24h mais
tarde por homogeneizado de cérebro infectado até o dia do sacrificio (grupos ICAH). Os
animais controles (grupos CO) receberam volumes e diluicdo iguais de soro hiperimune anti-
VDEN2 seguido 24h mais tarde por homogeneizado de cérebro nado infectado e ndo foram
detectadas mortes nesses grupos.
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5. RESULTADOS

5.1 Infeccbes mudltiplas com um Unico sorotipo em comparacdo com

infec¢Bes acentuadas por anticorpo heterdlogo: A escolha do modelo.

Com o intuito de estabelecer um modelo murino que apresentasse sinais
clinicos evidentes da doenca associada a infeccdo por dengue comparamos
dois regimes de inoculacbes mudltiplas: no primeiro empregamos
homogeneizado cerebral infectado com VDEN 3 gendtipo Il e no segundo
alternamos o homogeneizado cerebral infectado com o mesmo sorotipo com
inoculacdes de anticorpo heterdlogo anti-VDEN2. Para essa comparacéo
realizamos ensaios comportamentais e reconstruimos as curvas Kaplan-Meyer

de probabilidade de sobrevivéncia.

5.2. Ensaios comportamentais.

As atividades de burrowing e open field nos camundongos controle e
infectados (Figura 11; ver video no CD) foram realizadas 2 vezes por semana
até que mudancas significativas em ambos os testes se tornassem aparentes e
isso aconteceu na 72 ou 8% semanas pds-inoculagdo dependendo do regime
adotado de infec¢cbes (49-56 dias apds a primeira inoculagéo - DPI).
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Multiplas infecgSes com o mesmo sorotipo (IUS)
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Figura 11. Comportamento doentio. Representacdo grafica das mudangcas comportamentais
com as respectivas barras de erro no modelo de multiplas infeccdes com o mesmo sorotipo (A
e C) ou no modelo de multiplas infeccdes com reacdo cruzada com anticorpos (B e D). Em
comparacdo com o periodo pré-infeccdo, o modelo de mudltiplas infeccdes com um Unico
sorotipo DENV 3, mostrou que a porcentagem da racéo removida teve uma queda significativa
nos animais criados em ambiente enriquecido (A). Em média, os individuos do ambiente
enriquecido (AE, n = 15) submetidos ao modelo de infeccdo acentuada por anticorpo
heterélogo mostraram que em comparagdo com a pré-infeccdo a remogdo da racédo foi
reduzida significativamente na sétima semana pos-infec¢do, enquanto, que os animais do
ambiente empobrecido (AP, n = 13) ndo tiveram alteracdo significativa (B). Nos testes de
campo aberto todos os sujeitos que foram submetidos a multiplas infeccbes com o mesmo
sorotipo (C) ou com multiplas infecgBes cruzadas de anticorpos (D) apresentaram alteracfes
significativas na sétima e oitava semana. Os animais do grupo controle ndo apresentaram
alteracdes significativas. (*) = p < 0,05.

ApoOs multiplas infecgdes com um uUnico sorotipo (IUS) foi detectada
diminuicdo significativa na estocagem de racdo para os animais do AE na
oitava semana poés-inoculacdo (SPI); Figura 11A. As médias e respectivos
erros-padrdo expressos em valores percentuais para cada um dos grupos
testados foram: AE pré-inoculacédo = 96,82% + 8,21% vs AE 8% SPI = 35,04% +
9,31%; (ANOVA um critério, teste de Bonferroni a priori, p < 0,05), AP pré-
inoculagdo = 72,31% + 6,94% vs. AP 8% SPI = 83,75% + 9,9%; p > 0,05. A partir
desses valores torna-se evidente que apenas 0s animais do ambiente

enriquecido submetidos ao regime de multiplas infecgdes por um Unico sorotipo
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reduziram significativamente a atividade de burrowing. Os animais submetidos
ao regime ICAH do ambiente enriquecido revelaram diferenca significativa na
quantidade de comida removida uma semana mais cedo (7% SPI) (AE pré-
inoculagcdo = 100%+2,74% vs AE 7° SPI = 34,23%+16,95%), expressa uma
reducdo de 65,77% entre um momento e outro (ANOVA um critério, teste de
Bonferroni a priori, p < 0,05), enquanto que os camundongos do AP néo

reduziram significativamente essa atividade (Figura 11B).

Nos testes de campo aberto, e sob 0s mesmos regimes de inoculacao
(IUS, Figura 11C e ICAH Figura 11D) camundongos provenientes do AE e do
AP apresentaram um aumento significativo no tempo de imobilidade na 72 SPI.
De fato os grupos infectados sob o regime IUS do AE aumentaram o tempo de
imobilidade em comparacdo a pré-inoculagdo em 57% e os do AP em 28% e
agueles sob o regime ICAH do AE aumentaram o tempo de imobilidade em
45% e os do AP em 25,35% (ANOVA um critério, teste Bonferroni a priori, p <

0,05). Nenhum dos grupos controles mostrou alteracdes significativas.
5.3. Sinais clinicos e sobrevivéncia

Comparado aos animais do regime ICAH, os camundongos que
receberam multiplas infecgdes com um Unico sorotipo (IUS) ndo sO6
sobreviveram periodos mais longos, mas exibiram sinais clinicos muito menos
intensos. Sob o regime ICAH, os animais do AE mostraram sinais clinicos mais
cedo e mais intensos, incluindo: dispneia, tremores, postura encurvada, pelo
ericado, imobilidade, paralisia pré-terminal, choque e eventual morte, sintomas
esses ndo observados nos camundongos do AP. A andlise de Kaplan-Meyer
revelou diferencas significativas nas curvas de sobrevivéncia dos grupos
experimentais sob o regime ICAH (controle, AE e AP, log-rank test, p =
0,0025).

Sob o regime 1US, embora os camundongos do AE tenham apresentado
taxas mais elevadas de mortalidade e sintomas da doenca (40%) em
comparacdo com o AP (23,1%) a analise de Kaplan-Meyer ndo mostrou
diferencas significativas entre as curvas de sobrevivéncia do controle e dos
animais infectados (Kaplan-Meyer, log-rank test p = 0,089). Entretanto o regime

de inoculacdes ICAH mostrou diferencas significativas na anélise de Kaplan-
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Meyer (controle, AE e AP, log-rank test, p = 0,0025); Figura 11B. Nenhum dos
animais controle injetados com homogeneizado de cérebro nado infectado

mostrou quaisquer alteracdes significativas na probabilidade de sobrevivéncia.

Com o intuito de reduzir o numero de mortes e diminuir a intensidade
dos sintomas clinicos sob o regime de mudltiplas infec¢cdes acentuadas por
anticorpo heter6logo, injetamos nesse grupo uma Unica dose de
glicocorticoides aos 38 DPI (Figura 12C). Nos grupos experimentais AE e AP,
0s animais sob o regime ICAH injetados com glicocorticoides mostraram um
aumento na probabilidade de sobrevivéncia (log-rank test, p = 0,016), apesar
dos esforgos continuos para induzir a doenca, mantendo as inoculagdes
durante o periodo. De fato mesmo mantendo o regime de ICAH, apds uma
Unica dose de glicocorticoides, os sinais clinicos e as mortes foram reduzidas e
a curva de probabilidade de sobrevivéncia estabilizou-se 4-6 semanas nos
grupos experimentais AE e AP. Cessado o efeito esperado, 50 dias apds a
inoculacdo de (glicocorticoides estabeleceu o declinio na curva de

sobrevivéncia.
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Figura 12. Evolucdo da probabilidade de sobrevivéncia em funcéo do tempo sob os regimes de
multiplas inoculagBes de um Unico sorotipo - IUS (A) ou sob o regime de muiiltiplas inoculacdes
de um Unico sorotipo alternadas com anticorpo heterdlogo - ICAH (B, C). Note que quando
comparado ao regime ICAH os animais infectados sob o regime IUS sobreviveram por periodos
mais longos sem sinais de doenca e isso esta refletido na analise de Kaplan-Meyer desse
grupo (log rank test, p = 0,27). Como esperado 0s animais controle ndo mostraram nenhuma
mudanca na curva de probabilidade de sobrevivéncia. A probabilidade de sobrevivéncia apo6s o
regime de infeccao ICAH (B) decresceu mais rapidamente de forma significativa (log rank test,
p = 0,0025). Sob esse regime ha um declinio mais rapido da curva de probabilidade dos
sujeitos do ambiente enriquecido (AE) quando comparado aos sujeitos do ambiente
empobrecido (AP). Para reduzir a taxa de mortalidade e diminuir a intensidade dos sintomas
clinicos aplicou-se uma Unica dose de glicocorticoides no momento indicado pela seta (C).
ApO6s a aplicagdo desenvolveu-se um platd na curva de sobrevivéncia dos grupos
experimentais que receberam corticoides sugerindo que a redugdo dos sintomas clinicos e das
mortes durante o platd pode estar associado a um efeito anti-inflamatério (Kaplan-Meyer, log-
rank test, p = 0,016). Nenhuma diferenca significativa foi observada nos individuos inoculados
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com homogeneizado cerebral ndo infectado (NI). Linha tracejada azul = grupo néo infectado;
linha continua verde = grupo infectado do ambiente empobrecido; linha tracejada vermelha =
grupo infectado do ambiente enriquecido.

5.4. A influéncia da idade e do ambiente sobre o curso temporal da

infecc@o por dengue acentuada por anticorpo heterdlogo.

Uma vez estabelecido o modelo de infec¢céo por dengue acentuada por
anticorpo heterdlogo em fémeas adultas de camundongos da variedade albina
suica no experimento 01, analisamos o impacto do envelhecimento e do
ambiente sobre o curso temporal da infeccdo comparando animais de 9
(experimento 01) e 18 meses de idade (experimento 02). Para facilitar a
visualizacdo gréafica dos resultados da analise comparativa com 0s animais
velhos reproduzimos na Figura 13 parte dos achados relacionados as curvas
de sobrevivéncia dos animais jovens sob o regime de infeccbes multiplas

acentuadas por anticorpo heterdlogo previamente apresentado.
5.5. Sinais clinicos e sobrevivéncia.

A Figura 13 reune dados de animais jovens e velhos submetidos ao
regime de infecgBes multiplas de um Unico sorotipo alternadas com inoculacdes
de anticorpo heterélogo (ICAH) previamente descrito. Também compara os
efeitos de uma Unica injecdo de glicocorticoides sobre a curva de probabilidade

de sobrevivéncia dos animais idosos em relagcéo aos jovens.
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Probabilidade de Sobrevivéncia (%)

B C

Figura 13. Curvas de sobrevivéncia sob o regime de multiplas infec¢des por um Unico sorotipo
acentuada por anticorpo heterélogo em fémeas adultas de camundongos suicos albinos. As
linhas pontilhadas vermelhas correspondem a probabilidade de sobrevivéncia do grupo
controle em fungdo do tempo expresso em dias apdés a primeira inoculagdo. As linhas
tracejadas verdes correspondem aos animais infectados provenientes do ambiente
empobrecido: animais velhos (A - C) e jovens (D, E). As linhas continuas azuis correspondem
aos animais infectados do ambiente enriquecido: velhos (B, C) e jovens (D, E). A todos os
animais do ambiente empobrecido (Velhos, n=8; Jovens, n=18) e enriquecido (Velhos, n=8;
Jovens, n=16) foram administrados por via intraperitoneal volumes iguais de homogeneizado
cerebral infectado com VDEN3 (gendétipo 1ll) seguido de soro hiperimune anti-VDEN2 24h mais
tarde. As setas indicam o momento da administracdo de uma Unica dose de glicocorticoides
com o intuito de reduzir a mortalidade. Notar 0 menor impacto dos glicocorticoides nos animais
velhos em comparacédo aos animais jovens (A, B) e a queda mais rapida da probabilidade de
sobrevivéncia dos animais que ndo receberam corticoides (E). As curvas expressando a
probabilidade de sobrevivéncia dos animais velhos independente do ambiente revelaram queda
mais precoce do que a dos animais jovens (A-B). A comparagcdo entre animais velhos de
diferentes ambientes revelou menor taxa de sobrevivéncia nos animais do ambiente
enriquecido em comparac¢éo aos do empobrecido (C).

ApoOs as infeccbes em série sob o regime de ICAH, animais jovens e
velhos do AE apresentaram sinais clinicos comparaveis e de maior intensidade

do que os apresentados pelos animais do AP de mesma idade.
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A Figura 13 ilustra a evolucdo da probabilidade de sobrevivéncia
empregando a analise de Kaplan-Meier, indicando diferencgas significativas nas
comparacdes entre 0os grupos experimentais (A: AP velhos vs AP jovens, log-
rank, p = 0,022; B: AE velhos vs AE jovens, teste log-rank, p = 0,011; C: AE
velhos vs AP velhos, teste log-rank, p = 0,011; D: AE jovens vs AP jovens,
teste log-rank, p = 0,016) apontando ainda o percentual de mortes (100% de
mortes no AE velhos, 75% no AP velhos, 44% no AE jovens e 17% no AP
jovens). Notar que 100% dos animais que nado receberam glicocorticoides (AE
jovens e AP jovens) morreram ou reduziram em 60% sua atividade de
estocagem de ragédo, mais cedo do que todos 0s outros grupos que receberam
corticoides (E). E de interesse realcar que no grupo de animais que n&o
recebeu corticoides as mortes nos camundongos jovens do AE comecaram
mais cedo do que no AP (teste log-rank, p = 0,0025, figura E) e que todos os

animais do grupo nao infectado sobreviveram.

Em comparagdo com 0s animais jovens a injecao de glicocorticoides no
momento indicado pelas setas na Figura 13 néo teve efeitos significativos em
camundongos velhos, independente do ambiente. Por conta do fato de que os
efeitos da infec¢do foram mais precoces nos animais jovens do AE do que nos
jovens do AP e a injecdo dos glicocorticoides foi feita em sincronia com esse
momento, os efeitos aparentes dos glicocorticoides estabilizando a curva de
sobrevivéncia foram mais precoces e mais intensos no AE do que nos animais
do AP (Figura 13 D e E).

5.6. Atividade de Burrowing.

Animais sob o regime de infeccdo ICAH, AE velhos e AE jovens
mostraram diminuicdo similar significativa na estocagem de racdo na 72 SPI
(AE velhos pré-inoculagcédo = 100 £ 10,26 vs AE velhos 72 SPI = 48,07 + 8,66%,
p = 0,014; AE jovens pré-inoculagdo = 100% + 2,75 vs. AE jovens 72 SPI =
38,07 £ 9,46, p = 0,001), com reducdes de 51.93% e 61.93%, respectivamente
(ANOVA 1 critério, Bonferroni a priori teste, p < 0,05) enquanto que os animais
velhos do AP (pré-inoculacdo = 80,64 + 7,16% vs AP velhos 92 SPI = 48,41 +
10,2%, p = 0,05) mostraram menor reducdo na racao removida (32,32%);
animais AP jovens nao alteraram a atividade de estocagem (p > 0,05).



41

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que o envelhecimento
e 0 ambiente enriquecido estdo associados aos sintomas clinicos mais intensos
e a progressao mais rapida da doenca induzida pelo regime de infeccbes ICAH

em modelo murino imunocompetente.
5.7. Alteracdes histopatoldgicas.

A Figura 14 reune fotomicrografias de seccdes representativas do figado
e pulmdes imunomarcadas para a proteina NS1 do VDEN, provenientes de
camundongos velhos e jovens mantidos em ambientes enriquecido e
empobrecido. A andlise sistematica de sua distribuicdo nos diferentes grupos
revelou que os animais AE tem maior grau de imunomarcacao para o antigeno
viral do que os animais do grupo AP e que as secc¢des dos animais velhos dos
animais AP apresentaram o menor grau de imunomarcacdo dentre todos os
grupos experimentais. Nenhuma imunomarcacdo para a proteina NS1 foi

detectada nas seccdes dos grupos controle.
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A Figura 15 reune fotomicrografias de secgbes de baco e rins
imunomarcadas para a proteina NS1 do VDEN. A imunofluorescéncia para
esse antigeno viral é limitada ao citoplasma e aparece na fotomicrografia como
um anel fluorescente verde em torno dos ndcleos das células mononucleares.
A imunofluorescéncia revelando a presenca do antigeno viral pareceu ocorrer
com maior frequéncia nas células do tecido intersticial renal e na regido
glomerular (células semelhantes as endoteliais) do que nas epiteliais dos

tubulos renais.

BACO RIM

AMBIENTE AMBIENTE AMBIENTE AMBIENTE
ENRIQUECIDO EMPOBRECIDO ENRIQUECIDO EMPOBRECIDO

B \

Figura 15. Fotomicrografias de células imunomarcadas para a glicoproteina NS1 de VDEN3
gendtipo Il obtidas de seccdes reagidas por imunofluorescéncia. Baco (A, B, E e F) e rim (C,
D, G e H); seccbes obtidas de animais velhos (fileira superior) e jovens (fileira inferior) que
cresceram em ambientes empobrecido ou enriquecido. A imunomarcacgéo para NS1 de VDEN
3 (setas) € restrita ao citoplasma e aparece como um anel em torno do nucleo da célula
mononuclear. Notar que o nucleo arredondado de células mononucleares, tanto no baco (A, B,
E e F) quanto nos rins (D e H) ndo sdo imunomarcadas para a proteinas viral. Antigenos virais
aparecem ser menos frequentes nas células epiteliais tubulares do que nas células endoteliais
na regido glomerular (C e G), entretanto, sdo mais frequentes nas células inflamatérias do
tecido intersticial renal (D e H).

A Figura 16 ilustra alteracdes histopatologicas associadas a dengue
acentuada por anticorpo heter6logo em regime de mudltiplas infecgdes. As
fotomicrografias de seccdes representativas do pulméo e figado de animais

infectados, coradas por hematoxilina-eosina foram selecionadas de modo a
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realcar as principais mudancas histopatoldégicas em comparagdo com animais
controle do grupo nédo infectado. A comparacdo sistematica dos achados nos
animais AE e AP submetidos ao regime ICAH mostrou maior grau de infiltrados
inflamatorios mononucleares nos primeiros do que nos ultimos, tal como
ilustrado nos pulmdes e no figado na Figura 16. Os infiltrados mononucleares
inflamatorios dos animais velhos do ambiente enriquecido quando comparados
com todos os outros grupos foram de longe, os de maiores dimensodes.

Nenhum infiltrado foi detectado nos animais dos grupos controle.
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Figura 16. Fotomicrografias de secc¢des coradas por hematoxilina-eosina para ilustrar as
alteracbes histopatologicas no pulmdo (A-E) e figado (F-J) apos infeccdo por VDEN3
acentuada por anticorpo heterologo. Seccdes obtidas de pulm&es de camundongos infectados
jovens (A e B), velhos (C e D) e do animal controle (E). Notar infiltrados de células
mononucleares (setas) de dimensdes maiores em animais alojados no ambiente enriquecido
do que no empobrecido. Pulmdes de camundongos velhos continham infiltrados maiores do
gue os animais jovens de ambientes correspondentes. As seccdes do figado mostram
infiltrados mononucleares inflamatérios no espaco subendotelial das veias peri-eferentes
maiores no grupo jovem (F) e velho (H) do ambiente enriquecido em comparacdo com 0s
animais do ambiente empobrecido. Camundongos velhos do ambiente enriquecido (H), quando
comparados com todos os outros grupos tiveram de longe uma maior infiltragdo mononuclear.
N&o detectou infiltragcdo mononuclear nos animais controles nao infectados (J). Barra de escala
(A-E) 250pm e (F-J) 125pm.
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A Figura 17 ilustra as principais alterac6es patologicas nos rins e bago
de animais infectados em regime de ICAH em comparacdo ao controle.
Independente da idade ou ambiente a presenca de infiltrados mononucleares,
foi, tal como no figado e pulmdes, o principal achado nas secg¢fes obtidas dos
rins dos animais infectados. Similarmente a polpa branca do bago apresentou
hiperplasia linfoide independente da idade e do ambiente.
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Figura 17. Fotomicrografias de seccdes de rim (A-E) e baco (F-J), apés a infeccdo com VDEN3
acentuada por anticorpo heterélogo, coradas por hematoxilina/eosina. Notar a presenca de
infiltrados mononucleares nos rins de animais infectados jovens (A e B), velhos (C e D) e a
auséncia deles no grupo controle (E). Hiperplasias mononucleares na polpa branca do bago de

RIM
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animais infectados (F e G) e de animais velhos (H e I), em comparacdo com o controle (J). Nao
foram encontradas correlacdes diretas entre a idade ou ambiente com o grau de infiltracao
mononuclear nos rins, ou com o grau de hiperplasia mononuclear no baco, mas todas as
amostras de tecidos dos camundongos infectados mostraram infiltracdo e hiperplasia
mononuclear respectivamente nos rins e baco. As setas apontam para infiltrados nos rins e
hiperplasia mononuclear no baco de camundongos infectados. Escala 125um.

A Figura 18 ilustra resultados de imuno-histoquimica para detec¢édo de
linfécitos T em animais velhos que cresceram em diferentes ambientes.
Comparado ao grupo AP pareado por idade, nos camundongos velhos do
grupo AE foram encontrados os maiores infiltrados dominados por linfécitos T
imunomarcados para CD3, tanto no figado, proximo a periveia eferente, quanto
nos pulmdes proximo aos espacos peribronquicos. A Figura 18 também ilustra
linfécitos T (imunomarcados para CD3, CD4 e CD8) e B (imunomarcados para
CD20) no bago e nos rins dos camundongos velhos infectados. Esses achados

foram virtualmente ausentes no grupo controle.
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Figura 18. Fotomicrografias de linfécitos T a partir de infiltrados no figado, pulm&o e rim e de
hiperplasias da polpa branca do bago de camundongos velhos infectados. (A-F) imuno-
histoquimica para linfécitos T (CD3"), e hematoxilina de Harry’'s em contra- coloracdo para
ilustrar em figado (A, B) e pulmao (D, E) infiltrados de linfécitos T em sec¢des provenientes de
animais mantidos em ambiente enriquecido (A, D), empobrecido (B, E) e a auséncia deles nos
animais controles (C e F). Animais velhos do ambiente enriquecido tendem a mostrar maior
grau de imunomarcac¢do. Imuno-histoquimica para CD3 (G e K), CD4 (He L), CD8 (I e M) e
CD20 (J e N) contrastadas com hematoxilina de Harry’s. As setas apontam para células
imunomarcadas. Escala do painel superior: 60pum. Insercdo em pequeno aumento no painel
inferior (G-N): 125um; (K-N): 60um.

A presenca do virus 24h apés a ultima inoculacdo de homogeneizado
cerebral infectado por VDENS3 quando os sinais clinicos tornaram-se aparentes

foi indiretamente quantificado por PCR em tempo real (RT-PCR) usando
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primers especificos para o gene E do VDEN3. O PCR foi realizado
empregando o SuperScript Il Platinum SYBR Green One-step qRT-PCR kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Titulos virais baixos foram detectados nessa janela
temporal, mas o maior niumero de copias do genoma viral foi encontrado no
figado dos animais do ambiente enriquecido (10.9 copias/ml) seguido do baco
(0.29 copias/ml), pulmdes (0,02 copias/ml) e cérebro (0,002 copias/ml).

Apesar da carga viral tecidual baixa nessa janela temporal e das nossas
amostras reduzidas em numero, a analise quantitativa por RT-PCR mostrou
que os animais quantificados tiveram nas amostras de figado o maior nimero

de cépias do genoma viral.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho testamos as influéncias do envelhecimento e do
ambiente enriquecido na progressao da doenca causada pelo virus da dengue
acentuada por anticorpo heterélogo, em modelo murino imunocompetente, o
camundongo suico albino. Para isso testamos dois regimes de infec¢bes
multiplas, empregando um anico sorotipo. No primeiro, empregamos uma serie
de inoculacdes de homogeneizado cerebral infectado com VDEN3 genatipo Ili
e no outro alternamos inocula¢des de homogeneizado cerebral infectado com o
mesmo sorotipo com inoculagcées de soro hiperimune, contendo anticorpos
anti-VDENZ2. Embora ndo tenhamos encontrado diferencas significativas entre
0S grupos experimentais sob o regime de infecgcdes multiplas por um Unico
sorotipo, sob o regime de infeccdes mudltiplas acentuadas por anticorpo
heterdlogo, tanto os animais jovens quanto os velhos do ambiente enriquecido
mostraram sintomas clinicos mais intensos e numero de mortes mais elevado
do que os animais do ambiente padréo. Além disso, demonstramos que esses
sinais de infecgdo nos animais do ambiente enriquecido estdo associados a um
maior grau de imunomarcacdo para a proteina NS1 do VDEN, a maior
infiltracdo de linfécitos T no figado, pulmdes e rins e hiperplasia na polpa

branca do baco dominada por linfocitos T.

6.1. Regime de infeccdo, sinais de doenca e resposta inflamatoria

exacerbada.

Nossos resultados relacionados ao regime de infeccdo mdaltipla por um
Gnico sorotipo podem sugerir que tanto a resposta imune inata a infeccéo
primaria por VDEN quanto a resposta adaptativa as infec¢cdes subsequentes
conferiram protecdo contra a doenca. Realmente nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os grupos experimentais sob esse regime de
infeccdo no presente trabalho. A protecdo encontrada contra a infeccdo é
consistente com resultados prévios que apontam que a resisténcia a infec¢édo
por dengue apos uma infeccdo primaria é decorrente da acdo antiviral de
linfécitos efetores que promovem a remocdao (clearance) viral (Ip e Liao, 2010).

De fato a atividade antiviral que promove o clearance em camundongos €
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dependente de células T produtoras de TNFa e INFy e é dirigida de forma
seletiva ao epitopo H-2Db (Friberg, Bashyam, et al., 2011; Friberg, Burns, et
al., 2011).

Entretanto sob o regime de infec¢bes multiplas acentuadas por anticorpo
heter6logo um numero significativo de mortes foi detectado e em maior
proporcao nos animais do ambiente enriquecido. Sob esse regime, entre 28 e
56 dias pos-infeccdo, sintomas clinicos severos se instalaram com intensa
dispneia que eventualmente evoluiram para a paralisia pré-terminal e morte.
Esse intervalo entre a primeira infeccdo e os sintomas € compativel com o
tempo necessario para formacao da resposta imune inata em modelos murinos
de infeccdo sequencial, empregando sorotipos diferentes (Beaumier et al.,
2008; Kyle et al., 2008; Beaumier e Rothman, 2009; Zompi et al., 2012).

Consistente com uma hipotese inflamatéria para o agravamento da
doenca nesses animais encontramos no presente trabalho, importante
coexisténcia entre imunomarcacdo para a proteina viral NS1 e a infiltracéo
linfoide dominada por linfécitos T em torno da periveia eferente hepatica, no
espaco peribrénquico e no intersticio renal e hiperplasia linfoide na polpa
branca do bacgo dos animais infectados. Esses resultados de imunomarcacao e
mobilizagédo de linfocitos T foi maior nos animais do ambiente enriquecido do
gue nos do ambiente padrao pareados por idade.

Esses achados, sugerindo a exacerbacéo da resposta inflamatoria, séo
compativeis com sugestfes anteriores de que qualquer que seja o regime de
infeccdo que conduziu a dengue severa, uma resposta inflamatéria exacerbada
do hospedeiro contribui para a sua patogénese (Basu e Chaturvedi, 2008;
Rothman, 2011; Gil et al., 2012; Da Concei¢cdo et al., 2013). Ver recente
revisdo reunindo elementos que dao consisténcia a hipétese da inflamagéo
exacerbada como elemento determinante para as formas graves de dengue
(Costa et al., 2013). O TNF derivado de mondcitos infectados e de células T
ativadas, € o principal mediador responsavel pela alteracdo das células
endoteliais que leva ao extravasamento de plasma (Halstead, 2007). Além
disso, a infeccao por VDEN detectada pelos mastocitos também contribui para
a ativacdo da célula endotelial (Brown et al., 2011) e para a liberacéo de fator
de crescimento endotelial vascular e de proteases durante o choque sindrémico

da dengue (Furuta et al., 2012). Além disso, foi encontrado numero de
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mastocitos aumentado no espaco peribrébnquico e nas areas adjacentes ao
septo interalveolar e pneumonia intersticial em  camundongos
experimentalmente infectados com VDEN, compativel com os sintomas
respiratorios graves encontrados no presente trabalho (Barreto et al., 2007).

Alinhado com a hipotese de uma resposta inflamatéria exacerbada
encontramos igualmente no presente trabalho uma reducdo do numero de
Obitos e dos sintomas clinicos ap6s a administracdo de uma Unica injecao
tardia de glicocorticoides nos animais jovens, sugerindo que um efeito anti-
inflamatorio pode ter sido responsavel pela diminuicdo da severidade da
doenca. Em linha com esse resultado, o nimero de 6bitos no grupo de animais
gue néo recebeu corticoides foi muito maior e uma vez cessado o efeito dos
glicocorticoides 0 niumero de Obitos e os sintomas clinicos da doenca nos
animais tratados voltou a subir. Por conta do fato de que os glicocorticoides
reduzem a proliferacdo de linfécitos T (Lu et al., 2010) e inibem completamente
a producdao de citocinas (Teeling et al., 2010), nés sugerimos que durante esse
periodo de remissdo dos sintomas e da mortalidade o processo inflamatorio
diminuiu. Evidéncia suplementar é o fato de que a acdo benéfica dos
glicocorticoides ocorre em estagio tardio, mas ndo nos estagios iniciais de
doencas virais com forte componente inflamatério (Sergerie et al., 2007) e que
isso é igualmente valido para infeccdo humana por VDEN em sua forma grave
(Premaratna et al., 2012).

Os glicocorticoides atuam nas células T através de seus receptores
intracelulares e podem regular negativamente a expressao de numerosos
genes associados a sinalizacéo proé-inflamatoéria de citocinas pro-inflamatorias
(Van Laethem et al., 2001). Apesar de néo termos explicagéo para a reducdo
dos efeitos dos glicocorticoides nos camundongos infectados velhos, foi
descrita uma reducgéo dos receptores de glicocorticoides de baixa afinidade em
ratos idosos (Lee et al., 2012) o que pode contribuir para reducéo dos efeitos
anti-inflamatoérios. Mas por conta do fato de que ndo medimos a densidade de
receptores de glicocorticoides no presente trabalho e n&do conhecemos a
distribuicdo sistémica de tais receptores nos animais infectados velhos, esta
guestdo ainda permanece por ser investigada.
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6.2. Ambiente enriquecido, Envelhecimento e dengue.

Outro aspecto a ser considerado é o de que os animais infectados
velhos do ambiente enriquecido em comparagcdo aos jovens mostraram maior
mortalidade sob o regime de infec¢cdes acentuadas por anticorpo heterdlogo.
Esse achado é coerente com resultados prévios em camundongos velhos
submetidos a infeccao viral secundaria (Jiang et al., 2009; Decman et al., 2010)
tanto quanto em humanos idosos (Castle, 2000). De fato tem sido sugerido que
a resposta antiviral em idosos é comprometida por potencial proliferativo
reduzido de células T imunodisponiveis assim como a diferenciacdo alterada
de células T CD8+ (Brien et al., 2009; Brunner et al.,, 2011; Jiang, Fisher e
Murasko, 2013). Da mesma forma, a imunidade inata é também comprometida
durante o envelhecimento e um exemplo disso é a diminuicdo da proliferacdo e
natural citotoxicidade de células NK que esta diminuida no envelhecimento
(Gayoso et al., 2011). As figuras 19 e 20 ilustram em funcéo da idade a curva
temporal da suscetibilidade a patégenos e a reducdo da imunodisponibilidade
durante o envelhecimento. Como se depreende da Figura 19 os valores mais
altos de suscetibilidade ocorrem durante os primeiros anos de vida e a partir
dos 65 anos de idade e esses valores guardam uma relacdo inversa com o
numero total das células T de memoaria no inicio da vida mas uma correlacéo
direta no final da vida (Farber, Yudanin e Restifo, 2014) quando as células T
imunodisponiveis diminuem, com reducéo da diversidade e do numero total de

clones (Figura 20) (Goronzy e Weyand, 2013).
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Figura 19. Frequéncia de células T de memdria, suscetibilidade e taxa de hospitalizagao. As
células T de memoéria passam por trés fases distintas: geracdo de memoria, periodo de
homeostase e periodo de imunosenescéncia. As células T de memoéria sdo geradas em sua
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maioria durante a infancia, adolescéncia e vida adulta cobrindo a faixa etaria de 0 a 20 anos.
Seus niveis subsequentemente se alteram lentamente e depois atingem um plateau entre as
idades de 30 a 65 anos quando atingem finalmente o periodo senescente (65 anos em diante).
Notar que o nimero de células T circulantes no sangue aumenta com a idade (linha vermelha).
Nos tecidos como um todo que inclui o sangue, intestinos, pulmdes, pele, figado, cérebro e
tecidos linfoides, a frequencia de células T (linha preta) elas também aumentam em funcéo da
idade. O decréscimo na suscetibilidade indicada pela linha tracejada guarda uma relagéo
inversa com o acréscimo de células T. Esse indicador foi estabelecido a partir taxa de
hospitalizacbes por 10.000 habitantes no peréiodo de 1998 a 2006 nos Estados Unidos
levando em consideracdo um total de 40 milhdes de hospitalizacdes. Figura adaptada de
(Farber, Yudanin e Restifo, 2014).

20 - 30 Idade 60 - 75 Idade > 75 Idade

irgens
i

Figura 20. Repertério de de células T CD4 positivas em fungcdo da idade. Notar que os
compartimentos de células T imunodisponiveis e de células T de memoria CD4 positivas muda
com a idade. Ao final do periodo de crescimento (20 a 30 anos) um repertorio diversificado de
clones de células T de memoéria é encontrado em associagdo com um conjunto expressivo de
células T imunodisponiveis (a esquerda). Independente da atividade do timo o compartimento
de células imunodisponiveis exibe apenas um declinio moderado nas décadas subsequentes
mantendo um equilibrio com a diversidade de células T de memoéria (ao centro). Entretanto
uma contracao abrupta é observada acima dos 75 anos (a direita). As células T de memaria a
infeccdo latente por citomegalovirus e ao virus da varicela (virus Zoster) estabelecidas no
compartimento de memoéria agem de forma muito diferente durante o envelhecimento. Apesar
de que a frequencia clonal e o tamanho dos clones para o virus da varicela dimnuem com a
idade, (circulos amarelos), os clones de células T especificos para o citomegalovirus (circulos
vermelhos) dominam o repertério de células T de memodria na fase tardia do envelhecimento
contribuindo para a contracdo da diversidade do compartimento de memdria. Adaptada de
(Goronzy e Weyand, 2013)

Em contraste, o exercicio regular tal como o observado nos animais do
ambiente enriquecido estd associado a numeros menores de células T
senescentes (Spielmann et al., 2011), aumento da capacidade proliferativa de
células T (De Araujo et al., 2013), menores niveis de citocinas inflamatorias,
aumento da atividade fagocitica de neutrofilos, maior atividade citolitica de
células NK, indicando que o exercicio habitual pode regular a resposta imune e
retardar o inicio da imunossenescéncia (Simpson, 2011; Simpson et al., 2012)

Por conta do fato de que tem sido sugerido que a infec¢do por dengue
acentuada por anticorpo heterdlogo em camundongo imunocompetente é
associada com uma resposta inflamatdria exacerbada com dispneia intensa,

dano alveolar difuso, espessamento intersticial dramatico com infiltrado
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mononuclear e acumulo abundante de secrecdo intra-alveolar, sinais de
necrose hepatica, microesteatose (Falconar e Martinez, 2011) e que o0s
camundongos velhos do ambiente enriqguecido mostraram dispneia intensa
associada a secrecao intra-alveolar abundante e infiltracéo linfocitica de células
T no espaco peribrébnquico em maior propor¢cdo do que 0s camundongos
velhos do ambiente padrdo, nds sugerimos que uma resposta inflamatéria de
maior proporgéo pode ter ocorrido nos animais do ambiente enriquecido. Ainda
que os dados descritivos de imuno e histopatologia do presente trabalho
revelando imunomarcacdo para a proteina NS1 do VDEN em diferentes
orgdos, em correlacdo com a presenca de infiltrados de células T (CD3
positivas), sejam coerentes com essa sugestdo, os mecanismos moleculares
para explicar a resposta inflamatoria diferencial nos diferentes tecidos
permanecem por serem investigados.

Finalmente por conta do fato de que ndo mensuramos mediadores
inflamatorios, permanece por ser investigado se h4 ou ndo ha uma producédo
aumentada de citocinas que possa explicar as diferencas na severidade da
doenca e na taxa de mortalidade mais elevada nos animais do ambiente

enriquecido em comparagédo com os do ambiente padrao.

6.3. Modelos experimentais murinos imunocompetentes em dengue.

Camundongos BALB/c e C57BL6 imunocompetentes sdo normalmente
resistentes a infeccdo por dengue, mas tem sido usados para investigar a
patogenia da doenca. Aumentando a carga viral do inoculo contendo VDEN-2 a
variedade C57BL/6 apds inoculacdo subcutanea de 3 x 10° PFU, mostra sinais
de doenca com hemorragia sistémica e morte apos 3 dias da infeccdo (Chen et
al., 2007). Esses camundongos apresentam trombocitopenia severa, alta
viremia, producdo de TNF-qa, infiltracdo macrofagica, apoptose de células
endoteliais, e dano hepatico mimetizando muitos dos sinais clinicos da dengue
em humanos. Por conta do fato de que a doenca clinica em humanos é gerada
a partir de inéculo com carga viral estimada em 3 a 4 unidades logaritmicas
mais baixas do que a empregada nesse modelo murino e os sinais da doenca

humana quando perceptiveis ocorrem 10 a 15 dias depois da primeira infecc¢éo,
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a adocdo desse modelo para comparacdo com a progressdao da doenca

humana tem limitagbes importantes (Guabiraba e Ryffel, 2013).

A infeccdo de camundongos da linhagem BALB/c com VDEN2 obtida de
pacientes humanos com carga viral compativel com as doses humanas ndo
revelou por sua vez sinais clinicos de doenca embora tenha apresentado
alteracdes hepaticas histopatologicas e enzimaticas compativeis com as da
doenca (Paes et al., 2005). Em contrapartida, a utilizacdo da linhagem JHA1 de
VDEN2 que naturalmente infecta, produz alguns dos sintomas clinicos da
doenca e mata camundongos BALB/c, exige a utilizacdo da via intracraniana
para estabelecer os sinais de meningoencefalite observados em forma grave
da doenca quando o VDEN exibe caracteristicas neurotropicas (Amorim et al.,
2012). Por outro lado, a adogéo da via intraperitoneal empregando o VDEN4
em BALB/c somente afetou camundongos recém-nascidos produzindo
encefalite, extravasamento de plasma e dano severo da barreira hemato-
encefélica limitando as observacdes a um sistema imune imaturo (Velandia-
Romero, Acosta-Losada e Castellanos, 2012). Outros estudos em BALB/c e
C57BL6 empregando VDEN adaptado para produzir doenca em camundongo,
aumentam a suscetibilidade e revelam sintomas clinicos, mas a relevancia
dessas observacdes para a infeccdo em modelos murinos imunocompetentes
deve ser interpretada com cuidado por conta do genotipo e fendtipo viral

possivelmente alterado em sucessivas passagens (Tuiskunen et al., 2011).

No presente trabalho, desenvolvemos um modelo murino de infecgbes
multiplas empregando carga viral por inoculacdo (10° cépias/ml), compativel
com o esperado durante a picada de um mosquito hematéfago (10%-10°
copias/ml) (Styer et al., 2007). Como em zonas onde 0 mosquito € abundante,
0 numero de picadas por individuo € muito maior, nossa escolha pelo modelo
de infec¢cdes multiplas parece mimetizar o que de fato acontece. A opc¢ao por
manter igualmente um regime de inocula¢cdes multiplas do anticorpo heterélogo
parece ter sido adequado para permitir a formacdo de complexos virus-
anticorpo necessarios ao disparo do processo que culminou com a resposta
inflamatdria exacerbada e o0s sintomas clinicos associados. De fato, a
imunomarcacéo seletiva para a proteina viral NS1 em muitos 6rgaos e em

células reconhecidas como alvos da infeccdo apontam nessa direcdo e
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sugerem que houve replicacao viral significativa. Da mesma forma, o quadro
histopatolégico representado por infiltragdes mononucleares dominados por
linfécitos T é compativel com o que se tem descrito na literatura, sugerindo que
essa classe de células contribui de forma importante para a patogenia das
formas severas de dengue.

Até o0 momento a maioria das observacfes relacionadas aos fatores
contribuindo para as formas severas de dengue tem origem em estudos
epidemioldgicos e em analises in vitro. Como a grande maioria das questdes
relacionadas ao sistema imune sao dificeis de replicar in vitro, muitas questdes
relacionadas a resposta imune adaptativa modulando a infec¢do acentuada por
anticorpo  heter6logo permanecem por ser investigadas. Com o
desenvolvimento do modelo para estudar a infeccdo por VDEN descrito neste
trabalho, podemos agora testar in vivo, em um animal de pequeno porte e
imunocompetente, muitas das hipoteses nascidas dos estudos epidemioldgicos

e in vitro.

6.4. Considerac0es finais e perspectivas

- Por conta do fato de que os mediadores humorais da resposta
inflamatéria ndo foram dosados, é Gt em ensaios posteriores avaliar a
concentracdo de citocinas e quimiocinas plasmaticas e aminotransferases em
correlagcdo com o aparecimento dos sintomas clinicos.

- A avaliagdo das respostas imune inata humoral e celular ao longo do
regime de mdultiplas infec¢cdes acentuadas por anticorpo heterdlogo, assim
como a de fixacdo do complemento pode ser (til para investigar suas
contribuicbes para a progressdo da doenca ao longo de diferentes janelas
temporais.

- Como € usual encontrarmos morte celular por apoptose em infec¢des
humanas, é importante investigarmos utilizando caspase 3 e ou TUNEL a
intensidade desse achado histopatolégico apos o regime de infeccéo ter sido
instalado e os sintomas se tornarem aparentes.

- Seria igualmente importante imunomarcar as células alvo da infeccéo
viral incluindo os adipdcitos e localizar a presenca do virus por microscopia

eletrbnica de transmissao nessas células.
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- Medir o grau de extravasamento do plasma empregando azul de Evans

pode ser importante para caracterizar a infecgcdo em sua forma severa.
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7. CONCLUSOES

- Os ensaios comportamentais e histopatolégicos do presente trabalho
permitiram testar e validar novo modelo murino imunocompetente para estudos
em dengue baseado em um regime de multiplas infeccbes acentuadas por
anticorpo heterologo.

- A partir da comparacao dos grupos de animais mantidos em ambiente
enriquecido e ambiente padrdo foi possivel confirmar que a estimulagéo
somatomotoras, visuo-espacial e cognitiva do ambiente enriquecido afeta o
sistema imune, reproduzindo no caso da infec¢cdo por dengue uma resposta
inflamatoéria mais intensa.

- A analise imuno-histoquimica com marcador seletivo para linfécitos T
permitiu confirmar a participacdo dominante dessas células nos infiltrados em
figado, pulmdo e rins e hiperplasia no baco, 6rgdos alvos frequentes da
infeccéo por dengue.

- Os ensaios comparativos entre camundongos jovens e idosos
permitiram concluir que o envelhecimento afeta a resposta imune na infec¢éo
por dengue, agravando os sintomas clinicos e aumentando o numero de
mortes.

- A utilizagdo de glicocorticoides, diminuindo o namero de mortes e
reduzindo os sintomas da doenga nos animais jovens, permitiu sugerir o
componente inflamatorio exacerbado na infeccdo por dengue e que a resposta

anti-inflamatdria a essa drogas € menor nos animais velhos.
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Environmental influences on
antibody-enhanced dengue disease outcomes
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Because an enriched environment (EE) enhances T-cell activity and T-lymphocytes contribute to immunopatho-
genesis during heterologous dengue virus (DENV) infections, we hypothesised that an EE increases dengue severity.
To compare single serotype (SS) and antibody-enhanced disease (AED) infections regimens, serial intraperitoneal
were performed with DENV3 (genotype 111) infected brain homogenate or anti-DENV2 hyperimmune serum
followed 24 h later by DENV3 (genotype 111) infected brain homogenate. Compared AED for which significant
differences were detected between the EE and impoverished environmental (IE) groups (Kaplan-Meyer log-rank
test, p = 0.0025), no significant differences were detected between the SS experimental groups (Kaplan-Meyer 1og-
rank test, p = 0.089). Survival curves from EE and IE animals infected with the AED regimen were extended after
corticoid injection and this effect was greater in the EE than in the IE group (Kaplan-Meyer log- rank test, p =
0.0162). Under the AED regimen the EE group showed more intense clinical signs than the IE group. Dyspnoea,
tremor, hunched posture, ruffled fur, immobility, pre-terminal paralysis, shock and death were associated with
dominant T-lympho-cytic hyperplasia and presence of viral antigens in the liver and lungs. We propose that the
increased expansion of these memory T-cells and serotype cross-reactive antibodies facilitates the infection of these
cells by DENV and that these events correlate with disease severity in an EE.

Key words: experimental dengue infection - enrichadironment -
antibody-enhanced dengue disease - serial denfgatiam - T-lymphocytes

Clinical and pathological evidence implicating DENV entry in the form of virus-antibody immune cplexes
abnor-mal cytokine release as the main mediatodisdéase (Mathew & Rothman 2008). In addition, recent stsdimve
and an increased risk of severe dengue diseasebleavede- demonstrated that DENV-specific memory T-cells fram
scribed during secondary dengue virus (DENV) infext prior infection respond to heterologous DENV sepety with
(Kurane & Ennis 1992). Indeed elevated levels ahdur an altered cytokine profile and that the level ativaation and
necrosis factor (TNF) have been detected in dengueexpansion of these memory cells during acute DEMN®Ction
haemorrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS$prrelates with the disease severity
patients (Vitarana et al. 1991, Hober et al. 1983yen et al. (Rothman 2010). In addition, significant cross taéty
2004) and the production of this cytokine was céated with  between DENV serotypes was shown in CD8(+) T-cafler
increased numbers of macrophages/monocytes (deif@liv a naturally acquired primary infection with diffential T-cell
Pinto et al. 2012), which are potent phagocyt-ilscand receptor signalling after stimulation with ho-motag and

primary targets for DENV infection (Kang- heterologous peptides (Friberg et al. 2011). DEN¥heis
facilitated by the phagocytosis of immune complexis Fc
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(01.04.0043.00), PROPESP-UFPA-FADESP complexes and complement activation during ther

SMMC, EVPS, JAPD, MRTN, CWPD and PFCV are supported by defervescence period in which haem-orrhage, pldeakage

INCT-FHV/CNPg. CWPD is supported by IBNnet/FINEP. and/or circulatory failure occur in patients wittHB and/or
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In endemic areas, where DHF incidence remains high,
mosquito vectors are abundant and multiple in-
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DENV3 (genotype Ill) once per day for six days. The

fections are often thought to involve different cigpes amma}ls Were 1.p. moculate.d. with ghluted anU-DEBI\(
(Gubler & Meltzer 1999, Thomas et al. 2003, Sudyal.e hypenm_mu_ne serum containing ant|-DEI\_IV_2 a_nt|bod|es
2009). In addition, an analysis of repeated hopitd1:32 dilution) every other day. Each injec-tion swa
admissions for dengue showed that at least 10%-peat followed 24 h later by injection with DENV{gienotype I1l)
dengue admission patients may correspond to a drird mfected bra_ln homogenate until the_ day of saifito
fourth infection with all secondary admissions dige Simulate antibody- enhanced DENV dis-ease (AED gyou
secondary dengue infection (Gibbons et al. 2008LaBse Animals were sac_nflced when they exhibited seweieical
most DENV infections are asymptomatic, it is reagde SYMPtoms including dyspnoea, tremor, hunched pestur
to assume that a number of patients from endengasar 'Uffled fur, immobility, pre-terminal paralysis, &tk and
hospitalised with severe dengue disease may haga bdi€ath or when burrowing activity was below 40% fao
exposed to multiple infections. Thus, we have caegpa COnSecutive weekly mea-surements. Control subjectsived
the outcomes of two different models of DENV infent equal volumes and dilution of gntl-DENVZ.hypenmmun
one induced by serial infections with a single sgye (SS) serum followed 24 h Ia_ter by gn'nfeCte.d bral_n home'
and one induced by multiple sero-types of DENV toon the 38th day_s post-l_noculgtlon @dpi), th_ejgub_ln the
enhance the disease through antibody cross regctixi AED group _recelved a single mtra_muscular (l.mjgation of
this report, we used albino Swiss mice to modebadiy- glucocorticoid (26. mg/kg, 1:1 mixiure of acetatedahe-
enhanced dengue disease after multiple infectiam atamethasone sodium phosphate) to reduce T-lymp&ocyt

tested the influence of enhanced T-cell mobilisatian proliferation and function and to determine the &eip of
dengue disease severit glucocorticoids on the Kaplan-Meyer survival curv@sis
g ich . - h fi hcombination of glucocorticoids becomes effective Bn
'An enriched (j:‘nv'lronmer.\t (EE)_ as been dt.ellnedans Natter injection and remains active for four weeks.
which offers social interactions with con-specifasd the All animals from the two experiments were nine niont
stimulation of exploratory and motor behaviour witholol temale albino Swiss mice housed from wean-in
periodic changes in the variety of toys, laddemsinels, o . . . " g
ropes, bridges and running wheels available founiry under either impoverished or enriched conditions

physical exercise. In contrast, an impov-erished uN fm',':”';
environment offers standard cages with reducedosiahs

motor and cognitive stimulation (van Praag et @0@). M/,-‘;ﬁ" - (7144%) n= 16
Recent studies have demonstrated that an EE erthadnce A A g nets
cell mobilisation during viral infections (de Sousa al. oo ]
2011) and a greater number of infected target TE-CBRY  (postrataiceys ochn

contribute to higher viraemia and the ex-cess dywk & _ s+~ Zo e o s wehalo o e s
levels observed in severe dengue disease (Boorinak e b il —
2011). Therefore, we hypothesised that environnhenta o

enrichment would exacerbate the clinical symptomd a o > @muns1e

© - Deaths

mortality of DENV infection.
MATERIALSAND METHODS

We used adult female albino Swiss mice obtaineelg_ 1: experimental time line. Animals were houssther in en-riched or
from an outbred colony at the Animal Care Facibfy impoverished environments on the 30th postnatal ¥y performed serial
the Evandro Chagas Institute and the mice werelbdnd intraperitoneal (i.p.) injections following one of two experimental
in accordance with the Principles of Laboratory Aal protocols. In the 1st experiment (EXP 01) [impover-ished environmental

. . . (IE) = 13; enriched environment (EE) = 15] silibjects received a series of
Care (Natlonal_ Ins;_tltu_te of He.alth)' Al StUdIeS. r&&p- every other day i.p. injections of infected brain homogenate [single
proved by the institutional animal care committé¢he serotype (SS) group] until the day of sacri-fice. In the EXP 02 (IE n = 18;
Evandro Chagas Institute, protocol 0061/2009. Thee n = 16), all subjects received a se-ries of i.p. injections of infected
mice were maintained with 12-h dark and light cggle brain homogenate containing similar number of viral copies of dengue virus

at a room temperature of 22 + 2°C and had freesgaccdPENV)3 (genotype Ill) once a day, during six daywd then every other day
to water and food they were i.p. inocu-lated with anti-DENV2 hyperimne diluted serum

containing anti-DENV2 antibodies (1:32), followed! 4 later by DENV3

Experimental groups and inoculation - Fig. 1 showsthe  (genotypelll) infected brain homogenate until the day of sacrifice

experimental time line. We performed serial inteaifoneal [antibody-enhanced DENV disease (AED) group]. The days ofifize
(i.p.) injections following one of two experi-mehfaotocols. were different in different animals and they coited with the presence of
Under the first protocol [impoverished environmér{t&): n  clinical signs including dyspnoea, tremor, hunclpedture, ruffled fur,
= 13; EE: n = 15] all subjects re-ceived i.p. itij@ss every immobility, pre-terminal paralysis, shock and death alterna-tively when

other day with infected brain homogenate contairfr@l4- burrowing activity reduced below 40% during two es@tutive weekly
0.087 viral copies/mL of measurements. Control subjects received equal vol-umes and

. dilution of anti -DENV2 hyperimmune serum followez#t h later by
DENV3 (genotype Ill) (SS group) until the day ofcsa
@ yp ) ( 9 P) y uninfected brain homogenate. Note that the numbéeaths in EE groups

rifice. U_nder the S_econ(_j pl’O_t(_)COl_ (lE: n : 18; B 16)’ (SS = 40%; AED = 44%) was significantly higher tharlE the groups
all subjects recelv_egl i.p. !njgctlons with mf_ect_edaln (SS = 23% AED = 17%). UN: uninfected group.
homogenate containing a similar number of viraliespf

(0/0%)n=5
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(Fig. 2, movie S1). Enriched conditions comprisédwm-
level wire cages (100 x 50 x 100 cm) with toys maéle
different forms of plastic, wood and metal of diffat
colours, that were changed periodically. Each EBeca
housed 15 -20 young mice. Water and food were et/
to the top and bottom levels, respectively. Impmrerd
conditions consisted of plastic cages (32 x 39 8 &)

(Kinoshita et al. 2009). The open field test issasitive

test for detecting sickness behaviour following aaiv

ety of viral infections, including dengue (de Midanet

al. 2012). A video camera connected to a compuss w
located 1 m above the open field and used to record
each training session for later analysis with thay-A
Maze software (Stéelting). The following parameters

without equipment or toys. Each IE cage housed a5-2vere analysed: distance travelled (m), mean speed

young mice. All mice had free access to water aod f

Infected brain homogenates - Neonatal (2 day oldice
were intracerebrally infected with 10 pL of su-psant from
C6/36 cells infected with either 1.33 x “10r 7.78 x 10
cp/mL of DENV3 (genotype lll) ob-tained from humaerum
samples (cases ROND 2929 and ROND 3115, respeagtivel
Upon presenting clini-cal signs of infection, th@naals were
sacrificed and immediately stored at -70°C. Latee brain
tissue (0.2 g/animal) was macerated and mixed QBmmL of
phosphate -buffered saline (PBS) containing 100 LU/m
penicillin and 100 pg/mL streptomycin. The suspemsivas
centrifuged at 10,00@ for 15 min at room tempera-ture
(16°C). The viral load (VL) in different tissues tife adult
mice from the different experimental groups wasnestied by
real time-polymerase chain reaction (RT-PCR) whimicel
symptoms became apparent.

Behavioural analysis - Burrowing - For 2 h per day
(from 09:00 am-11:00 am) on two non- consecutivesda
the week before inoculation and two non-consecudisgs
between 2 d.p.i. and the day of sacrifice, eachhaliwas

placed in a plastic cage (32 cm x 39 cm x 16.5 cnf
containing a PVC tube (20 cm long, 7.2 cm diamjeter

filled with 100 g of normal diet food pellets withe open
end supported 3 cm above the floor. After the nesti
period, the remaining food in the cylinder was vbeid and
the mouse was returned to its collective cage.d®wirrg is
an ethological
inflammation (Cunningham et al. 2009).

Open field - The apparatus consisted of a grey woo
box (chipboard coated) (30 cm x 30 cm x 40 cm) \tid
floor divided into 10-cm squares. Once a week fefo
inoculation and between d.p.i. 2 and the day ofifiee,
each animal was placed in the centre of the areda a

Fig. 2: environmental enrichment. Enriched envirenin(A) has been
defined as social interactions with con -specifingl a stimulation of
exploratory and motor behaviour with a variety @j<, ladders, tun-
nels, rope, bridges and running wheels for volynpdnysical exercise
changed periodically, as opposed to an impoverigmettonment (B)
with reduced social interactions.

kept in the apparatus for 5 min, as previously diesd

r

(m/s), crossed lines and immobility time (s). Aftach
test, the open field was cleaned with 70% ethanol.
Online Supplementary data is provided in video for-
mat to illustrate some aspects of the methodology a
the main effects of the environmental influences on
AED in our murine model (videos 1, 2).
After the behavioural tests, all diseased animalat t
showed a reduction of more than 60% in burrowingiaty
for two consecutive measurements (4 sessionsialidisease
signs (see Results) or clinical symptoms were Seed with
i.p. 1% 2,2,2-tribromoethanol (0.01 mL/g of body igh).
Three animals from each group were processed for
histopathology.

Histology and immunohistochemistry - Mice were
transcardially perfused with heparinised salinéofeéd
by 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH
7.2-7.4). Livers and lungs, from five animals inclea
group were embedded in paraffin and sections (3 pum
thick) were dewaxed in xylene, rehydrated with htis
and stained with haematoxylin-eosin or immunoladzkl|
9 detect DENV3, CD-3, CD-15 and CD-20 antigens.

T and B lymphocytes - The specimens were fixed 4%
paraformaldehyde and embedded in paraffin. Serjam3
cross-sections were made and the fragments weocedla
on glass slides previously treated with poly-D-fesi
(Sigma Chemical Co, USA) and deparaffinised in ngle

task highly sensitive to systemi@nd descending ethanol series. Antigen retrievab wa

performed using pressure cooker heating (PAS-%AL
akoCytomation, USA) in citrate buffer (10 mM, pkDB
fter washing in PBS, the sections were im-mersed i
0.3% hydrogen peroxide for 5 min to block endogenou
peroxidase activity and blocked with pro-tein fdr din.
The sections were then incubated in a dark wet beam
with primary monoclonal antibodies against CD3 (SP7
clone, dilution 1:400, DakoCytoma-tion, USA) or QD2
(L26 clone, dilution 1:600, Dako-Cytomation, USAy f30
min then a secondary antibody followed by a stnagia-
biotin-peroxidase complex, each for 20 min at room
temperature (DakoCytomation,
USA). The slides were visualised with diaminobemgdand

counterstained with Harry’s haematoxylin.

Microglia immunolabelling - Free-floating vibratome
(70 um thick) brain sections were pre-treated With M
boric acid (pH 9) at 65-70°C for 60 min to improaeti-
gen retrieval. The sections were incubated withoby-p
clonal antibody against ionised calcium binding mda
molecule 1 (2 pg/mL in PBS) to detect microglia /and
macrophages (anti-Ilbal, #019-19741; Wako Pure Ghemi
cal Industries Ltd, Osaka, Japan). Washed sectimre
then incubated overnight with a secondary antibody
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(goat anti-rabbit, 1:250 in PBS, Vector LaboratsyieEn- curve was calculated during the incubation periochf60-
dogenous peroxidases were inactivated by immerisidd?%  90°C with a capture speed of 0.2°C/s. Each sampke w
H, O, in PBS. The PBS washed sections were trans-féored analysed in duplicate wells. The SYBR- qRT-PCR ltssu

a soluton of avidin-biotin-peroxidase  complexwere expressed as genome copies/mL based on the
(VECTASTAIN ABC kit; Vector Laboratories) for 1 fthe  Standard curve constructed from the amplificatibRNA
DAB/Nickel/Glucose Oxidase protocol was used toemdv €xtracted from C6/36 cells infected with the DENV-3
immunolabelled antigenic sites (Shu et al. 1988). strain BH 692808 (stock in concentration: 3.1

We confirmed the specificity of the immunohistocliem 10° genome copies/mL) and diluted from 1 10°.

cal pattern by omitting the primary antibody (Sager Estimations of the VL (genome copies/mL) in the C6-
Sawchenko 2003). 36 cell culture supernatants corresponding to 1B&IR 2929 and

RNA extraction - Viral RNA was extracted from the ROND 3115 human cases were 1.30 3183
supernatant of infected C6/36 cells using a QlAkjuic x 10° and 7.77 x 157.82 x 16’ respectively.
RNA extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) accord ~ andard curve - External standard curves were
ing to the manufacturer’s instructions. ggnerated_ from sena_l d||l_Jt|ons of RNA derived from
o aliquots with known viral titres covering a rangerf 1
SYBR green quantitative RT-PCR (SYBR-GPCR) - dRT- 511,138 A standard curve with eight points was
PCR was performed using a commercial kit (SupeipSdt

_ o _ amplified in duplicate along with non-template cofg
Platinum SYBR' Green One -step qRT-PCR, Invitrogen,iq determine the threshold value. Cycle threshaldas

Carlsbad, CA, USA) and the ABI Prism 7500 Real TR@R  from each RNA sample were compared with external

System (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA). Thestandard curves to determine the correspondings viru
reaction were performed in a final vol-ume of 25 pljpads in each tissue.

containing 5 pL of viral RNA (1-2 ng/ pL), 0.5 pLfo RESULTS

SuperScript Ill RT Platinum Tag Mix, 0.2 uM of eabENV

primer (dos Santos et al. 2008), 12.5 pL of 2 x 8YBreen Clinical signs and survival - Burrowing and opefield
fluorescent dye and 1 pL of ROX dye. The amplifimatwas tests (movie S3) were performed in control animais
performed as fol-lows: 50°C for 20 min, 95°C fomfn, 45  significant changes in both tests became apparebb a
cycles of 95°C for 15 s, 55°C for 40 s and 72°C3fois. The d.p.i. (Fig. 3A-D). After serial DENV3 single-setgpe
melting inoculations, these changes were detected at eight

Single serotype multiple infections

A Burrowing Cc Open field
100 o - =B---q 100
= 90 i i G 20
€ a0 > o— g —28 = 180 s ®
g 70 - - 70 S
o 60 e 2 60 e o
5 50 i O 5 % P _—a—
- e : 4] ¥ .
% 30 E 30
@ 20 20
3 10 10
0+ T T T T J 0+
Baseline 2nd 4th 6th 8th Baseline 2nd 4th 6th 8th
WPI WPI
-® EE Infected —B-1E Infected —® EE Infected ~@-E Infected

Antibody-enhanced multiple infections
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O

Weight burrowed (%)
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o
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10 10
0+ 0
Baseline 1st 3th Sth 7th Baseline st 3rd 5th 7th
WPI WPI
-0 EE Infected —@-1EInfected =-<4-EEControl --a-1E Control -® EE Infected ~O@-1EInfected -<e-EEControl -+a-IE Control

Fig. 3: sickness behaviour. Graphic representatiothe behavioural changes with respective erras lra the albino Swiss mouse model of
multiple single serotype multiple infections [A, €ingle serotype (SS) group; B, D: antibody-enhdrdengue disease group (AED)]. As com-
pared to baseline measurements, dengue virus (DES®)multiple infections induced significant dese& borrowed food only in enriched
environment (EE) subjects (A). On average, theestbjfrom EE (n = 15) submitted to AED showed, @apared with base line, significant less
burrowed food at seven weeks post-inoculation (wgiereas the subjects with impoverished environadgiE) (n = 13) did not change

significantly (B). Open-field tests from all subjecsubmitted to serial SS infections (C) or to dBDA(D) appeared significantly altered at 8
wpy. Control animals did not show any significant hanges. Asterisks mean p < 0.05.
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weeks post-inoculation (wpi) with a significant degse lowing the AED protocol (Fig. 4B), the EE mice shenv
in burrowed food for the EE animals (EE baseline = earlier and more intense clinical signs, includidgs-
96.82 + 8.21% VsEE 8 wpi = 35.04 + 9.31%; one-way pnoea, tremor, hunched posture, ruffled fur, imritpj
ANOVA, Bonferronia priori test, p < 0.05), but not for the pre-terminal paralysis, shock and deaths compartdtie
IE animals (IE baseline = 72.31 + 6.94% 88.75 + 9.9%; mice in the IE (Supplementary data, video 2). Kapla
p > 0.05) (Fig. 3A). In the antibody- enhanced dem- Meyer analysis revealed significant differences tire
disease group at 7 wpi, the EE mice showed a $icant  survival probability curves of the AED experi-ménta

decrease in burrowed food (EE baseline = 100% groups (uninfected, EE and IE; log-rank test, p.60@5)
+2.74% vs. EE 8 wpi = 34.23 + 16.95), with a reibrcof ~ (Fig. 4B).
65.77% (one-way ANOVA, Bonferrora priori test, p < To prevent death and reduce clinical symptoms @& th

0.05) whereas the IE mice did not change burrow-in§ED subjects, we injected the mice in this groughwi
activity (Fig. 3B). In the open field tests at th@me time glucocorticoids at 38 d.p.i. After a single dose of
points, all multiple single-serotype infected (F&C) and glucocorticoids (arrow in Fig. 4C), clinical sigrend
multiply infected, antibody- enhanced (Fig. 3D) gps deaths were reduced and the survival probabilityveeu
showed a significant increase in immobility timeheT stabilized four- six weeks in the IE and EE experital
multiple single-serotype infected groups housed an groups despite continued efforts to induce AED miyithis
EE (57%) and IE (28%) as well as multiple infecaggD ~ Period by maintaining the regime of multiple indetions.
housed in EE (45%) and IE (25.35%) showed incremses/APProximately 50 days after the glucocorticoidsetjon,
immobility time compared with base line (one-wayhowever, a progressive decline in the survival pholity
ANOVA, Bonferronia priori test, p < 0.05). None of the Was observed. In the EE and IE groups, the
control groups showed any significant changes.haligh AED animals injected with corticoids showed inceshs
these clinical signs could be associated with can-t Survival probabilities (log-rank test, p = 0.016). _
nervous system (CNS) changes, we did not obserye an The.rg were no significant differences in .the sualiv
microglial morphological changes that could be inProbability curves between the control and infecsed-
terpreted as CNS inflammation (Supplementary data).  16CtS treated with the SS protocol (p = 0.089),that

Fig. 4A illustrates the survival curves after mplei AED_protocol did produce significant differences p
infections with a SS of DENV3. Although the EE mice?:0025). In addition, a significant difference wasserved
presented higher rates of mortality and diseasepsypms between the AED regimen involving |nfe_ct|on .W'th
(40%) compared with the IE (23.1%) after multipiegse- mult!ple serotypes and the a_mlmals that were itefitavith
serotype infections, the Kaplan-Meyer survival mat not multiple doses of a SS (S5 = 68.13 £2.93 vs.

show any significant differences between the suaiviv AED =54.37 £5.96 d.p.i.; two-tail T-test p = 09)2
o X _ None of the control animals injected with uninfetcte
curves in this experiment (Kaplan-Meyer log ranst e =

0.089). Compared with the mice subjected to the AEBrain homogenate showed any significant changes in

protocol, the mice that received multiple in-feasowith a survival propability. _ _ _
SS not only survived for longer periods post-chajk, but Pathological changes after AED infection - The his-

exhibited fewer clinical signs. Fol- tological analysis of livers and lungs used a seaidj-
inal infecti B Antibody-enhanced c Corticoids effects on
— Single seratype/infections multiple infections without corticoids antibody-enhanced multiple infections
o\° 100 - oo v 100 T 100 p— x
foimin : i —

E sot i1 80 _ 80 ' |
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Fig. 4A: survival probability after serial singlerstype (SS) dengue virus (DENV)3 multiple infen8o Kaplan-Meier survivals plot after SS
DENV multiple infections. Note that as comparedtiie serial antibody-enhanced dengue disease (ABR)animals infected with a SS
[DENV3 (genotype IIl)] survived for longer periogmst-challenge without disease signs. Kaplan- Meymlysis of the survival probabilities
did not reveal significant results (log rank test p.27). Control animals did not show any chamgéhe survival plot; B: survival probability
after AED with no corticoids injection. Kaplan-Meisurvival plot after AED infection (log rank tegt= 0.0025). Note faster decrease of sur-
vival probability in the subjects from enriched @omment as compared with subjects from impovedsievironment (IE). To stop deaths and
reduce the intensity of clinical symptoms we sthigicocorticoid treatment (C). A plateau in thevatal probability of experimental groups
following glucocorticoid injection (arrow) suggestmt the reduction of clinical symptoms and dedlitnsng the plateau may be associated with
an anti-inflammatory effect. Kaplan-Meier surviydbt after AED infection (log rank test p = 0.018lopte faster decrease of survival probability
in the subjects from enriched environment (EE) @spmared with subjects from IE. Control animals dat show any significant differences.
UN: uninfected group.
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tative protocol to assess lesion severity. Afteatment with
the antibody-enhanced regimen involving multipleeations,
the tissue samples showed frequent inflam-matdflrates,
dominated by T-lymphocytes (++++) and
lymphocytes (CD20), macrophages (CD&Band neutrophils
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hyperplasia of T lymphocytes in the liver (Fig. 5B),
whereas this was moderate (++) in the IE mice (Bi@s
5A) and rare (+) in the uninfected subjects (Fibl).5In

rare (+) B-addition, discrete tumefaction, microvesicular &isi&s and

Kupffer cell hypertrophy were detected in varioised

(CD15"). The subjects housed in the enriched environmentgbules with the previously mentioned T lympho-cyti

showed intense (++++)

Lymphocytes Haematoxylin-eosin

Fig. 5: liver pathology after antibody-enhanced giendisease. Pho-
tomicrographics from immunolabelled (A-B) or haematin-eosin
(C-H) stained sections to illustrate pathologidamges in the liver of
impoverished environment (IE) (n = 4), enrichedimnment (EE) (n
= 4) and control uninfected (n = 4) subjects. AjrBmunohistochem-istry for T
(cD3") lymphocytes counterstained by Harry's haematox-yNote that the
inflammatory mononuclear infiltration in the subdethelial space of peri-
efferent veins was less intense (++) in IE (A, €)campared with EE (++++)
(B, D). Intense vascular congestion was found in (EE Steatosis, vascular
congestion and mononuclear infiltration was rare #&ss intense (+) in the
uninfected control sub-jects (G, H). [Bars = higbwer (25 um); low power
(125 pm)].

Lymphocytes

Control

CER g

3
At e

Fig. 6: lung pathology after antibody-enhanced denglisease
(AED). Photomicrographics from immunolabelled (A, €) and

haematoxylin-eosin (H&E) (B, D, F) stained sectidosillustrate

pathological changes in the lungs of control urdtdd (n = 4), im-

poverished environment (IE) (n = 4) and enrichedrenment (EE)

(n = 4) subjects, after AED infection. A, C, E: imnohistochemistry for
T (CD3") lymphocytes counterstained by Harry’s haematoxylote that

the inflammatory T (CD3) lymphocytic hyperplasiathe peribronchical
space was less intense in IE (C) than in EE (En-€istent with this,

mononuclear infiltration in the peribronchical spaeas revealed by H&E
staining, was less intense in IE (D) as compareBEAF). Mononuclear
infiltration was not significant in the lungs of infected control subjects
(A, B).

hyperplasia around the efferent veins. Liver vdscu-
congestion was mainly found in EE mice (Fig. 5Me3e

pathological features were rare and less intensé¢hén
uninfected subjects (Fig. 5G, H).

Similar inflammatory infiltrates with dominant T-
lymphocytic hyperplasia were also presented inghe-
bronchial space (Fig. 6). Animals housed in the(Hg.
6C, D) showed a lesser degree of T-lymphocytic hype
plasia compared with those housed in the EE (Fg.F.
These changes were less intense and rarely detected
lungs of the uninfected control subjects (Fig. &3,

To illustrate the presence of viral infection ireth
parenchyma we selected photomicrographs of sections
from lungs (Fig. 7) and livers (Fig. 8) of infected
animals under the AED multiple infections regime
immunola-belled for viral antigens.

Fig. 7: photomicrography of lung immunolabelled tget from
antibody-enhanced dengue disease individual olatabye indi-rect
immunofluorescence to illustrate the presence ofgde virus
(DENV)3 fluorescein labelled viral antigens (greeopunterstained
by 4’-6-diamidino -2-phenylindole fluorescence @NA (blue) in the
peribronchical space. Arrows indicate immunopositicells for
DENV3 antigens.

Fig. 8: photomicrography of liver immunolabelledcsen from
antibody-enhanced dengue disease individual olatabye indi-rect
immunofluorescence to illustrate the presence ofgde virus
(DENV)3 fluorescein labelled viral antigens (green)the paren-
chyma near the peri-efferent vein. Arrows indicatenunopositive
cells for DENV3 antigens.
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gRT-PCR to detect DENV3 - Low viral titres were of another serotype of DENV was sufficient to erdean

detected 24 h after the last DENV3 inoculationwaich DENYV infection and disease in AG129 mice. This wes
time clinical signs became apparent. The highest- cofirst model of AED lethal in vivo (Balsitis et é2010).
centrations of viral DNA were found in the liver§ o  Because we did not assess any inflammatory mediaito
subjects housed in the EE (3.03 copies/mL). This wdemains to be investigated whether increased dyok
significantly different from the concentrations ebged in  Production in subjects housed in EE may contritsute the
the spleen (0.26 copies/mL) and lungs (0.003 copigs dlffe_rences in d_lsgase severity ar!d mortality rafesm
of the same animals, but no significant differenvese  SUPIects housed in impoverished environments.

. In line with this hypothesis, the anti-inflammatogffects
observed between the number of viral genome cdpiles S E ' .
) . glucocorticoids injection stabilized the survivairees of both
in the EE and IE subjects.

experimental groups for 50 days (see plateau feifayv
DI SCUSSION corticoid injection in Fig. 4C) which not occur ithe

In this study we tested the effects of environmentdndividuals that did not received corticosteroidsg( 4B).
enrichment on dengue disease progression in a nobadED ~ Because corticosteroids reduce T-lymphocyte pmakit®n
in adult female mice, in which serial inoculations anti- (LU et al. 2010), we suggest that a relative dewea the
DENV2 antibodies were followed 24 h later by inatign number of T-lymphocytes following glucocorti-coidjection
with DENV3 (genotype IIl) infected brain homogenate —May explain the reduction in mortality and disesgmptoms.
found that subjects housed in EE with A previous report demonstrated that dexamethasone
AED presented more intense clinical symptoms agtidri completely ir_1hibit_s cytokine prqduc-tion _after aripaeral
mortality than subjects housed in impoverishe&ha”enge with Ilpopolysaccha_rlde_ (Teeling et al01@).
environment and clinical signs were associated fith Delayed but not early glucocorti-coid treatment hbs® been
lymphocytic hyperplasia in the liver and lungs wéeve shown to protects the host, increase survival aadredse
found cells expressing DENV antigens. cerebral damage during experimental herpes simpiais

Under the of antibody-enhanced response regin@r'1cephe1litis in mice (Sergerie et al. 2007). Beeadslayed
multiple inoculations with anti-DENV2 antibodies ee administration of glucocorticoids reduced death aigkase
followed 24 h later by inoculation with DENV3 getype sever_ity after serial AED it is reasonaple to swyghat the
Ill. This regimen was associated with a higher namaf  CYtokiné storm previously observed in secondary MEN
deaths in the EE group than in the IE group. Ong héter 'nfection _
virus infection under this regime a num-ber of teD (Rothman 2009, Guabiraba et al. 2010, Tan et 4020

and AED (Balsitis et al. 2010) may be inhibited by

animals developed intense clinical signs with exabe L .
\corti-coids (Sergerie et al. 2007).

dyspnoea followed by death. TNF de-rived from DEN > ) ) )
infected monocytes and activated T-cells has been A Previous report showed a single intracerebratino
proposed as a major mediator responsible for tHfation with DENV-3 (genotype I) induced neurolagic
deregulation of endothelial cells, which lead t@agpha d!sease and dgath in mice, whereas _DENV'3 (gendtt,)pe
leakage (Halstead 2007). In addition, DENV in-fenti did not (Ferreira et al. 2010). Consistent withsthésult,
causes mast-cell to trigger endothelial cell aation we showed that neither neurological clinical signsh as
(Brown et al. 2011) and the release of vasculaptiefial Pre-terminal paralysis nor behavioural changeshaga

: 60% reduction in burrowing activity were accompahniyy
growth factor and proteases during dengue shoakregme . .
(Furuta et al. 2012); mast-cell numbers are alsoeased evi-dent pathology in the CNS (Supplementary data).

in peribronchiolar spaces and areas adjacent tantee- 'However, the results obtaineql Wit.h the singly-sigyme
alveolar septa (Barreto et al. 2007). regimen suggest that the adaptive immune resporsge m

Taken together these data suggest that, duringl €D, have _lnduced efficient _pro_tgctlon qgalnst primark N/
infection. Indeed no significant differences wewurid

environmental influences on disease progression himi - .
. : . : prog Ypetween the experimental groups under the SS raultip
contribute to the disease severity by inducing xecerbated . : . .
. infections protocol. The resistance to dengue tidaafter
inflammatory response. Indeed an EE has been shown . ; - . : h
g : Co : primary infection may be consistent with previoesults

enhances T- cell activity during viral infec-tiofde Sousa et . : .
al. 2011) and DENYV is associated with increasimg|fiencies showing that the resistance was not due to a defettte

) g recruitment of effectors lymphocytes, but rather the

Of. interfgron _(IFN)y_and TNFe-producing T-cells atfter antiviral activity of those cells, which promotedral
primary infection with all DENV serotypes; Secorlar o joarance (Ip & Liao 2010). Consistent with this
|nfec_t|on enhances these responses (Beaum|er2§lm.). Ina hypothesis, antiviral activity that promotes vickarance
previous report, T-cell re-sponses to sequentfattions were in a manner that depends on IFNand TNFe-producing
measured after mice were immunized with differe®NY  1_cq|5 directed at H-2Db-restricted epitopes (Eripet al.
serotypes and the frequency of peptide-specifie@llsa@fter  5011) may be responsible for the resistance of riice
infection was determined (Beaumier et al. 2008)teAf primary infection by dengue virus. We suggested tha
heterologous secondary infection in BALB/c mice #@ite ggrial SS infection may mimic a se-vere primary gien
response was enhanced compared with the acutensesplier  jnfection in which others have de-scribed a cytekatorm
primary infection (Beaumier et al. 2008). Howevéhe associated with a T-lymphocyte response, that istiyo
passive administration of anti-DENV antibodies agaione responsible for the development of disease rathan t
DENV serotype followed 24 h later by inoculation protec[ion against severe infection

(Rothman 2009, Guabiraba et al. 2010).
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We report for the first time that after a regimén OFriberg H, Burns L, Woda M, Kalayanarooj S, Endy, BRephens HA,

multiple infections associated with and AED model,
ani-mals maintained in an EE showed more intense

Green S, Rothman AL, Mathew A 2011. Memory ¢DBcells from
naturally acquired primary dengue virus infectioe &ighly cross-
reactive.Immunol Cell Biol 89: 122-129.

clinical symptoms and behavioural changes with lowe

disease resolution compared with animals maintaime
impov-erished housing.
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We previously demonstrated in young mice that in co mparison with animals raised in an
impoverished environment (IE), animals from an enri  ched environment (EE) show more severe
dengue disease, associated with an increased expans ion of memory T target cells. Because active
older adults show less functional decline in T-cell adaptive immunity, we hypothesized that aged
mice from EE would show higher mortality and T-lymp hocyte expansion than mice from IE. To test
this hypothesis, we administered serial i.p. inject ions of anti-DENV2 hyperimmune serum, followed
24 h later by DENV3 (genotype lll)-infected brain h  omogenate. Control mice received equal volumes
of serum but received uninfected brain homogenate. The presence of virus or viral antigens was
indirectly detected by real-time quantitative RT-PC R and immunohistochemistry. Compared to
infected IE animals, EE mice, independent of age, s howed higher mortality and more intense clinical

signs. Compared to young mice, the higher mortality of aged mice was associated with a higher
degree of T lymphocytic hyperplasia in the spleen a  nd infiltration in kidneys, liver, and lungs, but
less viral antigen immunolabeling. We propose that a higher expansion of T cells and serotype

cross-reactive antibodies are associated with disea  se severity in aged mice.

Recent studies demonstrated that memory T cells specific for dengue virus (DENV) from a prior
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infection respond with altered cytokine production to
heterologous DENV serotypes and that the level of
activation and expansion of these memory cells during
acute DENV infection correlates with disease severity
(1). On the other hand, serotype cross-reactive
antibodies facilitate dengue virus infection of myeloid
cells by promoting virus entry via Fc receptors, a
process known as antibody-dependent enhancement
(2), and passive administration of anti-DENV
antibodies is sufficient to enhance dengue virus
infection and disease in mice (3). Thus, cross-
reactivity and expansion of dengue-specific T cells
during acute primary and secondary infections (4) may
contribute to the higher viremia and excess cytokine
levels observed in severe disease (5).

Several studies  using immunocompetent,
immunocompromised and humanized mice have been
developed to analyze various aspects of dengue
disease, but the development of a suitable animal
model for DENV infection has been hampered by the
low level or lack of replication of DENV clinical isolates
in wild-type mice and the lack of clinical disease in
non-human primates (6). In a previous report, we
described development of antibody-enhanced dengue
disease in an immunocompetent mouse model
submitted to a regimen of serial infections as can
occur in-endemic areas where dengue hemorrhagic
fever incidence remains high, mosquito vectors are
abundant, and multiple infections involve different
serotypes (7-9). Indeed, at least 10% of repeated
dengue-related hospital admissions may correspond
to a third or fourth infection with all secondary
admissions arising from secondary dengue infection
(20). In our model, we demonstrated that after DENV
antibody-enhanced multiple infections, mice raised in
an enriched environment (EE) showed earlier and
more intense clinical signs than animals raised in an
impoverished  environment (IE). All infected
symptomatic EE animals showed a higher degree of T
lymphoid hyperplasia in liver and lungs than did IE
mice (11).

In addition, it has been previously demonstrated
that glucocorticoids reduce mortality rate after
DENV infection (11) and inflammatory response
after LPS-induced sickness behavior (12).

Based on previous demonstrations that physically
active older adults show less functional decline in T

and B cell-mediated adaptive immunity than age-

matched adults with a sedentary life style (13), we
decided to test the hypothesis that antibody-enhanced
dengue disease would be more severe in older adult
mice maintained in EE than in age-matched IE
individuals and that glucocorticoids may contribute to
reduce deaths and clinical signs in aged mice. Based
on previous descriptions that case fatality and
hospitalization rates after dengue infection are higher
in elderly compared to younger patients (14), we
predicted that
dengue disease would be higher in aged (18 months
old) than in young (9 months old) mice.

mortality after antibody-enhanced

MATERIALS AND METHODS

Experimental groups and inoculation

All studies were approved by the institutional animal
care committee of the Evandro Chagas Institute, under
protocol No. 0061/2009. All mice were obtained from an
outbred colony at the Animal Care Facility of the Evandro
Chagas Institute, and mice were handled in accordance
with the Principles of Laboratory Animal Care (National
Institute of Health). Seventy adult female albino Swiss
mice, 9 months old (young, n = 44) and 18 months old
(aged, n = 26) were housed from weaning in an enriched
(EE, n = 34) or impoverished environment (IE, n = 36).
These animals formed two experimental groups, aged
and young, with four subgroups each: aged enriched
(uninfected, UN, n = 5; infected, AED, n = 8) and aged
impoverished (UN, n = 5 and AED, n = 8), and young
enriched (UN, n = 5, and AED, n = 16), and young
impoverished (UN, n =5 and AED, n = 18).

Housing conditions and experimental time line

Enriched conditions comprised 2-level wire cages
(100 x 50 x 100 cm) equipped with ropes, rod bridges,
tunnels, running wheels, and toys (Fig. S2A).
Impoverished conditions comprised plastic cages (32
x 39 x 100 cm) without equipment or toys (Fig. S2B).
Each cage housed 15-20 young or aged mice.

Fig. 1 illustrates the experimental timeline for all groups.
All animals received a series of i.p. injections of infected
brain homogenate containing a similar number of viral copies
(0.014-0.087 viral copies/ml) of DENV3 genotype IIl, once a
day for 6 days. Then every other day, they were i.p.
inoculated with anti-DENV2 hyperimmune diluted serum
containing anti-DENV2 antibodies (1:32), followed 24 h later
by infected brain homogenate containing a similar number of
viral copies of DENV3 (genotype IIl) until the day of sacrifice
(AED groups in the timeline). Aged and young groups
received the first
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Fig. 1. Experimental timeline for all groups. Animals were raised from weaning in an enriched or impoverished
environment. Aged and young groups received the first inoculation on the 550th and 270th days, respectively. The days
of sacrifice were different in different animals and coincided with the presence of clinical signs or alternatively when
burrowing activity fell below 40% during two consecutive weekly measurements. First death occurred respectively at 11
and 28 days after first inoculation of aged and young mice. All animals from infected groups received a series of i.p.
injections of infected brain homogenate containing a similar number of viral copies of DENV3 genotype Ill once a day for
6 days; then every other day, they were i.p. inoculated with anti-DENV2 antibodies (1:32), followed 24 h later by infected
brain homogenate until the day of sacrifice (AED groups in the timeline). Control animals (UN groups in timeline)
received equal volumes and dilution of anti-DENV2 hyperimmune serum followed 24 h later by uninfected brain

homogenate, and no deaths were detected in these groups.

inoculation on the 550th and 270th days, respectively. The
days of sacrifice were different in different animals and
coincided with the presence of clinical signs including
dyspnea, tremor, hunched posture, ruffled fur, immobility,
pre-terminal paralysis, shock, and death or alternatively
when burrowing activity fell below 40% in two consecutive
weekly measurements. First death in the aged and young
groups occurred 11 and 28 days after the first inoculation,
respectively. Control animals (UN groups in the timeline)
received equal volumes and dilution of anti-DENV2
hyperimmune serum followed 24 h later by uninfected brain
homogenate, and no deaths occurred in these groups.

Infected brain homogenates
Neonate (2 days old) mice were intracerebrally infected

with 10 pl of supernatants of infected C6/36 cells with 1.33

x 10° or 7.78 x 10° cp/ml of DENV3 (genotype IIl) obtained
from human serum samples from cases ROND 2929 and
ROND 3115, respectively. Upon presenting clinical signs of
infection, the animals were sacrificed and immediately stored
at -70°C. Later, the brain tissue (0.2 g/animal) was
macerated and mixed with 0.8 ml PBS containing 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin. The suspension was
cleared by centrifugation at 10,000 xg for 15 min at room
temperature (16°C). Viral load in different tissues of adult
mice from distinct experimental groups were estimated by
RT-PCR when clinical symptoms became apparent.

Behavioral analysis
Mice were kept from postnatal day 30 until age 9 or 18

months in impoverished or enriched housing and then
submitted to the burrowing and open field tests. Open
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field results were inconclusive, but burrowing tests proved to
be very sensitive for detecting sickness behavior, as
previously described after peripheral systemic challenges to
simulate (15) or induce real acute viral infections (16).
Burrowing evaluation was carried out, 2 h daily

(from 09:00 to 11:00 h) for three alternating days
during one week before inoculation and three alternate
days from post-inoculation day 2 to the day of
sacrifice. See supplementary video images from a
previous publication for mice burrowing activity (21).

After behavioral tests, all diseased animals that showed
a reduction of more than 60% in burrowing activity for two
consecutive measurements (four sessions) or clinical
disease signs such as dyspnea, tremor, hunched posture,
ruffled fur, immobility, or preterminal paralysis, were
sacrificed with intraperitoneal 2,2,2-tribromoethanol 1% (0.01
ml/g of body weight). Four animals of each group were
processed for histopathological analysis.

Histology and immunohistochemistry

Mice were transcardially perfused with heparinized saline
followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer
(pH 7.2-7.4). Liver, lung, kidney, and spleen from five
animals of each group were paraffin embedded, and
sections (3 um thick) were dewaxed in xylene, rehydrated
through alcohols, and stained with hematoxylin—eosin or
immunolabeled. Selected sections for immunolabeling were
incubated in a dark wet chamber with primary monoclonal
antibody CD3 (SP7 clone, dilution 1:400, Dako Cytomation,
USA), CD4 (clone 4B12, Dako Cytomation, USA); CDS8
(clone CB8/144B, dilution 1:400, Dako Cytomation, USA)
CD20 (L26 clone, dilution 1:600, DakoCytomation, USA) or
polyclonal antibody against DENV NS1 glycoprotein
(ab41616, dilution 1:20. ABCAM, USA) for 30 min and biotin
or fluorescein labeled secondary antibodies, followed by
streptavidin—biotin—peroxidase or indirect
immunofluorescence to reveal DENV3 fluorescein labeled
viral antigens (green). Some immunofluorescent labeled
sections were counterstained by ethidium bromide for DNA
(red). Sections were exposed to the 2" antibodies for 20 min
at room temperature. We confirmed the specificity of the
immunohistochemical pattern by omitting the primary
antibody (Saper and Sawchenko, 2003).

RNA extraction

Viral RNA was extracted from supernatant of
infected C6/36 cells using the QIAquick RNA
extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) following
the manufacturer’s instructions.

SYBR quantitative real-time PCR (SYBRQPCR)
Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) was

performed using a commercial kit (SuperScript Il
Platinum SYBR® Green On-step qRTPCR, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and the ABI Prism 7500 Real-
time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). The reaction was performed in a final volume of
25 ul containing 5 pl of viral RNA (1-2 ng/ul), 0.5 pl of
SuperScript Il RT Platinum Tag Mix, 0.2 uM of each
DENVprimer (Dos Santos et al., 2008), 12.5 ul of 2x
SYBR Green fluorescent molecule, and 1 pl of ROX
dye. The amplification was run as follows: 50°C for 20
min; 95°C for 5 min; and 45 cycles of 95°C for 15 s,
55°C for 40 s, and 72°C for 30 s. The melting curve
was calculated during the incubation period from 60°C
to 90°C with a capture speed of 0.2°C /s. Each sample
was run in duplicate wells. Quantification by the SYBR
gRT-PCR was expressed in genome copies/ml based
on the standard curve constructed from amplification
values of RNA extracted from C6/36 cells infected with
DENV-3 strain BH 692808 (stock in 3.1 x 10° genome
copies/ ml) diluted from 10" to 10°°. Estimations of
the viral load (genome copies/ml) in the C6-36 cell
culture supernatants correspondent to ROND 2929
and ROND 3115 human cases were 1.30 x 10°~1.33

x 10° and 7.77 x 10°~7.82 — 10°, respectively.

Standard curve

External standard curves were generated by serial
dilutions of RNA, derived from aliquots with known
input virus titers, covering a range from 1 x 10t to 1 x
108, Eight points for the standard curve were run in
duplicate along with non-template controls to set the
threshold value. Cycle threshold (Ct) values from each
RNA sample were compared with external standard
curves to determine related virus loads in each tissue.
RT-PCR primers and respective sequences used to
quantify DENV in the present report were as follow:
RNC5-S: 5" AGT TGT TAG TCT ACG TGG ACC GA
3’ RNC5-C: 5" CGC GTT TCA GCA TAT TGA AAG 3.

Photomicrographic documentation and processing
Digital photomicrographs were taken with a digital

camera (Microfire, Optronics, CA, USA) coupled to a Nikon
microscope (Optiphot-2, NY, USA). Digital photomicrographs
were processed with Adobe Photoshop 7.0.1 C.S.2 software
(San Jose, CA, USA) for scaling and adjusting the levels of
brightness and contrast applied to the whole image. The
selected micrographs display representative sections from
each experimental group.

RESULTS

Clinical signs and survival
Following serial infections under the regimen of
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Fig. 2. Survival probability after multiple infections under the regimen of antibody-enhanced dengue disease in albino
Swiss mice. Kaplan—Meier survival plots for' control or infected aged (18 months, M) and young (9M) mice raised in
enriched or impoverished environments. All animals from impoverished (1A, n = 8; 1Y, n = 18) and enriched (EA, n = §;
EY, n = 16) environments were administered equal volumes of serial i.p. inoculations of DENV3 (genotype Ill)-infected
brain homogenate followed by DENV2 hyperimmune serum 24 h later. Note faster decrease of survival probability in the
EE animals compared with IE mice and a higher mortality rate or disease signs in aged mice. A) IA vs IY, log-rank test, p
=0.022; B) EA vs EY, p = 0.011; C) EA vs IA, p = 0.011; D) A plateau in the survival probability following glucocorticoid
injection (arrows) is apparent in all young but not aged experimental groups. All young animals that received
glucocorticoids, EY vs 1Y, p = 0.016 (D) survived for a longer period than age-matched mice that did not receive them EY
vs IY, p = 0.002 (E), and this effect was more intense in EE than in IE animals.

EA: enriched aged; EY: enriched young; 1Y: impoverished young. UN: uninfected.

serial AED infections, EE young (EY) and aged and 100% of deaths in EA, 75% in |A, 44% in EY, and
(EA) animals showed earlier and more intense 17% in 1Y. Note that 100% of young animals (EY and
clinical signs including dyspnea, tremor, hunched 1Y) that did not receive glucocorticoids died or reduced
posture, ruffled fur, immobility, preterminal burrowing to below 40%, earlier than all other groups
paralysis, shock, and death compared to IE young with corticoids (Fig. 2E). Deaths in EY started earlier
(yY) and aged (IA) animals (see previously than in 1Y in the mice with no corticoids (EY vs 1Y log-
published video records of mice clinical signs after rank test, p = 0.0025, Fig. 2E), and all animals of the

antibody-enhanced DENV multiple infections (11). uninfected group survived.

Fig. 2 illustrates a Kaplan—Meier analysis As compared to young animals from both enriched
indicating significant differences in the survival and impoverished environments, glucocorticoid
probability curves of the experimental groups (Fig. injection (arrows in Fig. 2) had no significant effects in
2A: 1A vs 1Y, log-rank test, p = 0.022; 2B: EA vs EY, aged mice independent of the environment. Indeed
log-rank test, p = 0.011; 2C: EA vs IA; log-rank test, the glucocorticoids appeared to stabilize the survival

p = 0.011; 2D: EY vs IY log-rank test, p = 0.016) probability curve of young mice with earlier and



91

740 D.G. DINIZ ET AL.

more intense effects in EE than IE mice (Fig. 2D, E).
Burrowing activity was followed until the 15" week
post-injection (WPI). Compared to baseline, only aged
IE mice showed significant changes in the amount of
burrowed food after 9 WPI. (IA, t-test, p = 0.05; Fig.
S1A). Infected EE animals, independent of age,
reduced burrowed food earlier (7 WPI) than the aged
IE animals (9 WPI). After AED serial infection, at this
time point, EA and EY mice showed a similar
significant decrease in burrowed food (EA baseline =
100 £10.26 vs EA 7 WPI = 48.07 £ 8.66%, p = 0.014;
EY baseline = 100% + 2.75 vs EY 7 WPI = 38.07
x 9.46, p = 0.001), with reductions of 51.93% and
61.93%, respectively (one-way ANOVA, Bonferroni
a priori test, p < 0.05) whereas IA (baseline = 80.64
x 7.16% vs IA 9 WPl = 48.41 + 10.2%, p = 0.05)
showed less reduction in burrowed food (32.23%); 1Y
did not change burrowing activity (p > 0.05). These
results indicate that aging and EE are associated with

ENRICHED ENVIRONMENT

more intense outcomes induced by the AED
regimen of multiple infections in a murine model.

Pathological changes after antibody-enhanced
DENV infection

Fig. 3 shows photomicrographs from
representative DENV3 antigen immunolabeling to
illustrate the distribution in the liver and lungs of
aged and young mice from EE and IE.
Systematic analysis of its distribution in different
groups revealed that EE mice had a higher
degree of viral antigen immunolabeling than IE
animals, and sections from aged IE mice were
less immunolabeled for viral antigens than all
other groups. No viral antigenic imunnolabeling
was detected in the sections from control groups.

Fig. 4 illustrates viral antigen immunofluorescence
in spleen and kidney. Less apparent differences

between EE and |IE animals were detected in these

IMPOVERISHED ENVIRONMENT

LIVER

LUNG

Fig. 3. DENV3 viral antigen immunolabeling in liver (A-G) and lung (I-O) sections from aged (2nd and 4th
rows) and young (1st and 3rd rows) mice raised in enriched (left columns) and in impoverished (right
columns) environments. Young and aged EE mice showed a higher degree of viral antigen immunolabeling
than IE animals. The control uninfected groups (H and P) did not show viral antigen immunolabeling. Arrows
point to immunopositive cells for DENV3 viral antigens.



92

European Journal of Inflammation 741

SPLEEN KIDNEY

ENRICHED IMPOVERISHED ENRICHED IMPOVERISHED
ENVIRONMENT ENVIRONMENT ENVIRONMENT  ENVIRONMENT

AGED

Fig. 4. DENV3 viral antigens immunofluorescence in spleen (A, B, E, F, left panel) and kidney (C, D, G, H, right panel)
sections from aged and young mice raised in impoverished or enriched environments. Positive immunofluorescence for
DENGUE virus antigens (arrows) is restricted to the cytoplasm and appears as a ring-around the mononuclear cell
nucleus. Note that the rounded nucleus of mononuclear cells both in spleen (A, B, E, F) and kidney (D, H) are not labeled
for viral proteins. Viral antigens appear to be less frequent in the tubular epithelial cells than in endothelial-like cells of
glomerular region (C, G) but more frequent in the inflammatory cells in renal interstitial tissue (D, H).
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Fig. 5. Lung (A—-E) and liver (F-J) pathology after antibody-enhanced dengue disease. Photomicrographs of hematoxylin—
eosin-stained sections to illustrate pathological changes in the lungs of infected young (A, B) and aged (C, D) and control
uninfected (E) mice. Note larger infiltrates of mononuclear cells (arrows) dominated by lymphocytes in mice from enriched
environment. Aged mice also had larger infiltrates than young mice raised in the correspondent environments. Note in liver
sections that the inflammatory mononuclear infiltration in the subendothelial space of peri-efferent veins was more intense in EE
mice (F) compared to IE animals (G). Aged EE mice (H) when compared with all other groups had by far the largest
mononuclear infiltration. Mononuclear infiltration was virtually absent in the uninfected control animals

(J). Scale bar for all images: 125 um.
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Fig. 6. Kidney (A-E) and spleen (F-J) pathology after antibody-enhanced dengue disease. Photomicrographs of hematoxylin—
eosin-stained sections to illustrate mononuclear infiltrates in the kidneys of infected young (A, B) and aged (C, D) but not in
control uninfected (E) mice. Photomicrographs of hematoxylin-eosin-stained sections to illustrate mononuclear hyperplasia in

the spleen white pulp of infected young (F, G) and aged (H, 1) but not in the control uninfected (J) mice. Although no
correlations were found between age or environment with mononuclear infiltration in kidneys, or
mononuclear hyperplasia in spleen, all kidney and spleen samples of infected mice showed mononuclear
infiltration or hyperplasia respectively. Arrows point to mononuclear infiltrates in the kidney or mononuclear
hyperplasia in the spleen white pulp of infected mice. Scale bar for all images: 125 pum.

organs after immunofluorescence labeling.
Viral antigen immunofluorescence is limited to
the cytoplasm and appears as a ring around
mononuclear cell nucleus. Immunofluorescent
viral antigens seemed to be more frequent in
the inflammatory cells in renal interstitial tissue
and glomerular region (endothelial-like cells)
than in the tubular epithelial cells.

Fig. 5 illustrates pathological features associated
with antibody-enhanced dengue disease.
Photomicrographs from lung and liver hematoxylin-
eosin stained sections from infected animals were
selected to show major pathological changes in

comparison with the control uninfected group. After
AED infection, a systematic comparison between
EE and IE aged and young animals showed a
higher degree of inflammatory mononuclear
infiltrates in the former than in the latter, as
illustrated in lungs and liver. No infiltrates were
detected in control groups.

Fig. 6 illustrates major pathological changes in
kidneys and spleen of infected animals in comparison
Inflammatory
mononuclear infiltrates were the major pathological
finding in kidney sections from AED infected
individuals, independent of age or environment

with the uninfected control group.
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Fig. 7. T-lymphocyte photomicrographs from infiltrates in the liver, lung, and kidney and from hyperplasia in the spleen
white pulp taken from infected aged mice. A—F) Immunohistochemistry for T (CD3+) lymphocytes counterstained by
Harry’s hematoxylin in liver and lung sections. T-lymphocyte infiltration was detected in both livers (A, B) and lungs (D, E)
from infected mice from enriched (A, D) and impoverished (B, E) environments but not in uninfected mice (C, F). Aged
EE mice tended to show a higher degree of infiltration. G—-N) A sample of immunolabeled reacted sections from infected
aged mice after CD3 (G, K), CD4 (H, L), CD8 (I, M), and CD20 (J, N) immunoreaction, counterstained with Harry’s
hematoxylin. Arrows point to immunolabeled cells. Top panels scale bar: 60 um. Bottom panels, scale bars: low-power
images, scale bar = 125 um; high-power images, scale bar = 60 um.

where mice were raised. Similarly, splenic white pulp
lymphoid hyperplasia was detected in the AED
infected group ,independent of age and environment.
Fig. 7 illustrates immunohistochemistry results
for detection of T lymphocytes in aged mice from
different environments. Compared to the IE groups,
larger infiltrates with dominant T-lymphoid (CD-3
positive) cells were detected in liver, near the
efferent perivein and in lungs, near the peribronchial
spaces in EE animals. Fig. 7 also illustrates
immunopositive T (CD-3, CD4, CD-8) and B (CD-
20) lymphocytes in spleen and kidneys of aged
infected mice. These pathological changes were
virtually absent in the uninfected control group.

The presence of virus 24 h after the last DENV3
inoculation when clinical signs became apparent
was indirectly detected and identified by RT-PCR
using specific primers for the envelope (E) gene of
DENV-3. PCR was performed using the
SuperScript 11l Platinum SYBR Green One-step
gRT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Low viral titers were detected at this time
window, but the highest value for viral genome
copies/ml was found in the liver of EA animals (10.9
copies/ml) compared with spleen (0.29 copies/ml),
lungs (0.02 copies/ml), or brain (0.002 copies/ml).
Although viral load at this time window was low and
our sample reduced, quantitative analysis by RT-PCR
showed that EA animals presented in both liver and
lungs a higher number of viral genome copies/
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ml than EY or 1Y animals.
DISCUSSION

In the present study, we tested the influences
of aging and EE on dengue disease progression
in a murine model of AED serial infections in
adult female albino Swiss mice. We found that
both young and aged EE infected mice showed
more intense clinical symptoms and deaths than
IE animals. In addition, these signs were
associated with a higher degree of viral antigen
immunolabeling and T lymphoid infiltration in
liver, lungs, and kidneys and splenic white pulp
hyperplasia dominated by T lymphocytes.

Under the regime of serial AED infection, a higher
number of deaths occurred in EA animals compared
with 1A, EY, and IY mice. These results are in line with
a previous report on elderly patients with secondary
DENV infection (17). Taken together, our data suggest
that after serial AED infections, environment and aging
influences on disease progression might contribute to
disease severity through an exacerbated inflammatory
response. Indeed, EE enhances T-cell activity during
viral infections (26), and dengue virus is associated
with increasing frequencies of IFN-y— and TNF-o—
producing T cells after primary infection with all DENV
serotypes and secondary infection enhancing these
responses (18). In an earlier report (19), T-cell
responses to sequential infections were measured
after mouse immunization with different sequences of
dengue virus serotypes and measurement of the
frequency of peptide-specific T cells after infection.
After heterologous secondary infection in BALB/c
mice, the acute response was enhanced as compared
with the acute response after primary infection (28).
On the other hand, passive administration of anti-
DENV antibodies against one dengue virus serotype
followed 24 h later by inoculation of another serotype
of dengue virus was sufficient to enhance dengue
virus infection and disease in AG129 mice,
representing the first in vivo model of antibody-
enhanced lethal dengue disease (3).

Based on these previous findings, it is reasonable
to suggest that an increased cytokine release in EE
animals where we detected higher T-lymphocyte
infiltration or hyperplasia compared with IE animals,

might be responsible for the differences in symptom
severity and mortality. However, because we did not
assess inflammatory mediators, it remains to be
investigated whether increased cytokine production in
EE animals contributes to differences in disease
severity and mortality rates compared to IE animals.
However, because we did not assess inflammatory
mediators, it remains to be investigated whether
increased cytokine production in EE animals
contributes to differences in disease severity and
mortality rates compared to IE animals.

Consistent with an inflammatory hypothesis,
we also found in the current study an important
coexistence of viral antigen immunolabeling and
T-lymphoid infiltration around hepatic efferent
veins, mononuclear infiltration with dominant T
lymphocytes .in the peri-bronchical space, in the
interstitial -renal tissue, and important lymphoid
hyperplasia of spleen white pulp.

In addition, our results are in line with previous
reports of DENV infection in other murine models
(6) suggesting that the liver, lungs, kidneys and
spleen are important targets for secondary
DENYV infection induced by the combination of
anti-DENV2 antibody and the serotype 3
(genotype 1ll) dengue virus.

Antibody-enhanced dengue disease and corticoids

In the present study, delayed glucocorticoid
injection stabilized survival curves of young but not
aged infected mice. Indeed, aggravated outcomes
were reduced after a single corticoid injection,
suggesting that an anti-inflammatory effect may be
responsible, as previously described in young mice
(11), humans (20-22), and in vitro (23). Because
corticosteroids reduce T-lymphocyte proliferation
(24), a relative decrease in the number of T
lymphocytes during this remission period following
glucocorticoid injection could explain the reduction
in the percentage of deaths and disease symptoms
in young animals. A previous report demonstrated
that dexamethasone induces complete inhibition of
cytokine production after a peripheral challenge
with LPS, reducing the inflammatory response (12).
Further supportive evidence is that delayed but not
early glucocorticoid treatment protects the host,
increases survival, and decreases cerebral damage
during experimental herpes simplex virus
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encephalitis in mice (25).

Glucocorticoids act via the T-cell intracellular
glucocorticoid receptor and may negatively regulate
the expression of numerous genes associated with
pro-inflammatory cytokine signaling (26). Although
we have no explanation for reduced glucocorticoid
effects in aged infected mice, a reduction of low-
affinity glucocorticoid receptors has been described
in aged rats (27), which may reduce glucocorticoid
anti-inflammatory effects under the chronic stress
condition experienced by infected animals. Because
we did not assess glucocorticoid receptors in the
present work and do not know the systemic
distribution of those receptors in aged mice, this
question deserves further investigation.

Environmental enrichment and dengue disease

Another aspect to be considered is that aged EE
mice compared to young EE animals showed higher
mortality after antibody-enhanced dengue disease.
These results mimic previous descriptions  of
secondary infections in aged mice (28, 29) and
humans (30). A poor proliferative potential of memory
T cells and altered memory CD8 T-cell differentiation
have been suggested to explain age-related defects in
antiviral immunity. However, in the present report,
stronger inflammatory hyperplasia was detected in the
lungs of aged EE animals compared with young EE
mice. Liver and kidney pathological changes similarly
revealed that T-lymphocyte infiltration appeared more
intense in old EE than young EE mice but was
significantly reduced in young IE animals.

On the other hand, our findings suggest striking
differences between infected and control animals in
the spleen white pulp, independent of age and
environment, with a significant lymphoid hyperplasia in
infected animals. Aging and a sedentary lifestyle have
been associated with a decline in the normal
functioning of the immune system that may contribute
to the increased outcomes of infection seen in the
elderly. Regular exercise, as observed in EE mice, has
been associated with lower numbers of exhausted/
senescent T cells, increased T-cell proliferative
capacity, lower circulatory levels of inflammatory
cytokines, increased neutrophil phagocytic activity,
lowered inflammatory response to bacterial challenge,
and greater NK-cell cytotoxic activity, indicating that
habitual exercise can regulate the immune

system and delay the onset of immunosenescence;
for a recent review, see (31). Because it has been
suggested that antibody-enhanced dengue disease
is associated with an enhanced inflammatory host
response in outbred mice (32), and exercised aged
EE mice in the current work showed more intense
clinical outcomes and T-lymphocyte infiltration than
age-matched IE animals, we suggest that a higher
degree of inflammatory response occurs in EE.
Although our descriptive immunopathology data in
outbred mice in a previous study (11) and in the
present report are coherent with this hypothesis,
the molecular mechanisms to explain differential
pathological inflammatory response in  different
tissues in mice after antibody-enhanced DENV3
disease remain to be‘investigated.

The results add evidence to the idea of a T-
cell-mediated exacerbated inflammatory
response and antibody-enhanced dengue
disease in correlation with disease severity.
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