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RESUMO 

 

 

O vírus Caraparu (CARV) é membro do grupo C do gênero Orthobunyavirus (família 

Bunyaviridae). Os vírus do grupo C foram primeiramente descritos na região da Amazônia 

Brasileira na década de 1950. O CARV foi isolado em 1956 de um macaco sentinela no 

estado do Pará. Nos países da América do Sul, os bunyavírus do grupo C estão entre os 

agentes mais comuns de doença febril em humanos e têm causado notáveis surtos nas últimas 

décadas. Dentre os sintomas da infecção pelo CARV no homem, destacam-se febre, cefaléia, 

mialgia, náuseas e fraqueza. Já em camundongos, o CARV causa hepatite, o que leva a 

acreditar que, algum grau de lesão hepática possa também ocorrer nas infecções humanas. 

Apesar da doença em humanos ser há tanto conhecida, foram poucos os estudos subsequentes 

pautando esse vírus no que diz respeito a sua patogenia. Estudos têm demonstrado que na 

patogênese de algumas doenças virais ocorre um aumento no estresse oxidativo, que 

resumidamente, é um distúrbio no balanço oxidante-antioxidante que pode levar a um 

potencial dano celular. Muitas células podem tolerar um grau de estresse oxidativo, pois elas 

possuem antioxidantes tais como a Glutationa, Superóxido Dismutase (SOD) e Catalase 

(CAT). Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a patogênese hepática do CARV em 

camundongos e o possível envolvimento do estresse oxidativo e defesas antioxidantes nessa 

patologia. Após a infecção subcutânea de camundongos BALB/c, o CARV foi detectado no 

fígado e a histopatologia revelou hepatite aguda. Elevados níveis séricos de aspartato e 

alanina aminotransferases (AST/ALT) e alta expressão hepática da citocina pró-inflamatória 

Fator de Necrose Tumoral Alpha (TNF-α) foram encontrados nos animais infectados. A 

infecção pelo CARV não alterou os biomarcadores de estresse oxidativo, mas aumentou o 

conteúdo de Glutationa e alterou a expressão e atividade das enzimas SOD e CAT. Este 

trabalho é o primeiro que mostra alterações na homeostase oxidativa após infecção pelo 

CARV e, pode, em parte, ajudar a explicar melhor a patogênese hepática deste vírus, assim 

como a patogênese de outros membros da família Bunyaviridae.
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ABSTRACT 

 

Caraparu virus (CARV) is a member of Group C of the Orthobunyavirus genus (Bunyaviridae 

family). Group C viruses were firstly described in the brazilian Amazon region during the 

1950s. The CARV was first isolated in 1956 from a sentinel monkey in state of Pará. In the 

countries of South America, bunyavirus Group C are among the common agents of human 

febrile illness and have caused notable outbreaks in recent decades. Among the symptoms of 

CARV infection in human stand out fever, headache, myalgia, vomiting and weakness. 

Already in mice CARV causes hepatitis, which leads to believe that some degree of liver 

injury may also occur in human infections. Although the disease in humans is already known 

to a time, few subsequent studies basing this virus regarding its pathogenesis. Studies have 

shown that in the pathogenesis of some viral diseases there is an increase in oxidative stress 

that, briefly, is a disturbance in the oxidant-antioxidant balance leading to potential cellular 

damage. Most cells can tolerate a mild degree of oxidative stress because they have 

antioxidant molecules such as glutathione, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). 

Therefore, the purpose of this study was to examine the hepatic pathogenesis of CARV in 

mice and the possible involvement of oxidative stress and antioxidant defenses on this 

pathology. Following subcutaneous infection of BALB/c mice, CARV was detected in the 

liver and histopathology revealed acute hepatitis. Increased serum levels of aspartate and 

alanine aminotransferases (AST/ALT) and greater hepatic expression of the proinflammatory 

cytokine Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) were found in infected animals. The CARV-

infection did not alter the biomarkers of oxidative stress but caused increased GSH content 

and altered expression and activity of SOD and CAT. This is the first report of an alteration of 

oxidative homeostasis upon CARV infection, which may, in part, explain the hepatic 

pathogenesis of this virus, as well as the pathogenesis of other Bunyaviridae members. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

Em todo o mundo, muitas viroses emergentes preocupam as autoridades sanitárias, pois 

surgem como importantes problemas de saúde pública em áreas urbanas e também em áreas 

rurais. Alterações no ecossistema e principalmente no comportamento humano podem 

propiciar essas viroses, que afetam toda a sociedade. Uma virose emergente hoje já 

consolidada na humanidade é a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), causada 

pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), que ocorre praticamente em todo o mundo. 

Dentre outras, as viroses emergentes que também causam preocupação são aquelas 

transmitidas por vetores artrópodes, uma vez que apresentam grande capacidade de 

disseminação e para muitas não há tratamento específico e/ou vacinas disponíveis (Ministério 

da Saúde, 1998). 

Os arbovírus (vírus transmitidos por picada de um artrópode) são mantidos em equilíbrio 

nas florestas, através de ciclos envolvendo artrópodes e vertebrados silvestres. O avanço da 

civilização para essas áreas resulta em desflorestamentos, uso indevido do subsolo, construção 

de represas e rodovias e crescimento urbano desorganizado e não sustentável, expondo a 

população a um número considerável de agentes infecciosos emergentes. Exemplos de 

arboviroses que emergiram no Brasil devido ao desflorestamento ocorreram no estado do Pará 

na década de 1950. Naquela época, houve um intenso recrutamento de trabalhadores de outros 

estados com o intuito de desmatar a floresta nativa e transformá-la em grandes plantações. 

Durante essas atividades foram reportados inúmeros surtos e epidemias virais à cercania da 

capital, Belém, sendo relevantes os números de casos atribuídos aos arbovírus, dentre eles os 

bunyavírus do Grupo C. O vírus Caraparu (CARV BeAn 3994), um bunyavírus do Grupo C  e 

objeto de estudo deste trabalho, foi isolado em 1956 na floresta de Utinga, do soro de 

macacos Cebus apella, e mais tarde de seres humanos e de artrópodes, sendo denominado 

pelo nome do primeiro paciente do qual foi isolado (Causey et al., 1961). 

Até pouco tempo atrás, acreditava-se que os bunyavírus do Grupo C se limitavam à 

região Amazônica brasileira. No entanto, sabe-se hoje que sua distribuição é subestimada 

tendo em vista o isolamento do CARV fora dos arredores da Amazônia. Desse modo, o 

aparecimento de vírus emergentes do Grupo C não seria surpreendente, uma vez que outras 

arboviroses que romperam a fronteira entre o ambiente silvestre e o urbano já foram 

registradas em nosso meio, como por exemplo, o vírus da dengue, da febre amarela e da febre 
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do oropouche. Uma das preocupações dos virologistas é justamente a emergência de viroses 

ainda não devidamente caracterizadas, para as quais não se sabe exatamente a relevância, a 

patogenia, o tratamento e as formas de controle.  

O CARV foi, diversas vezes, isolado dos seres humanos expostos na Amazônia brasileira, 

causando uma síndrome febril característica. Apesar da doença em humanos ser há tanto 

conhecida, foram poucos os estudos subsequentes pautando esse vírus no que diz respeito a 

sua patogenia. Assim, esse trabalho teve como objetivo dar prosseguimento aos estudos 

envolvendo a patogênese da infecção pelo CARV bem como a resposta do hospedeiro frente à 

infecção.  

Sabendo-se que o estresse oxidativo pode ser fator importante na patologia de diversas 

doenças virais e a fim de melhor entender os vários aspectos relacionados à patogenia do 

CARV, nós estudamos, in vivo, a patogênese hepática após infecção por este vírus e o 

possível envolvimento do estresse oxidativo e das defesas antioxidantes nessa patologia. Para 

tanto, camundongos BALB/c foram infectados com o CARV e eutanasiados diferentes dias 

pós-infecção. Os animais infectados desenvolveram sinais de doença e as alterações 

histopatológicas encontradas no fígado bem como o aumento de AST/ALT foram condizentes 

com hepatite aguda. Alterações nos biomarcadores de estresse oxidativo não foram 

evidenciadas pelas técnicas usadas, mas alterações significativas foram encontradas no 

“status” antioxidante no fígado dos animais infectados. Esse foi o primeiro trabalho 

mostrando a relação entre estresse oxidativo e defesas antioxidantes na patogênese de um 

bunyavírus do Grupo C, bem como o primeiro trabalho nesse sentido com um vírus do gênero 

Orthobunyavirus.  
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 - Arbovírus 

 

O termo “arbovírus” origina-se da expressão inglesa arthropod-borne, acrescida da palavra 

vírus. Eles constituem o maior grupo conhecido de vírus, com mais de 500 membros 

registrados no “International catalogue of arboviruses including certain other viruses of 

vertebrates”. Possuem um genoma constituído por RNA, com exceção do vírus da febre suína 

africana, que possui o genoma com DNA. O genoma de RNA dos arbovírus pode ser 

segmentado ou não e apresentar-se com uma ou mais fitas (Monath, 1988). Os arbovírus com 

genomas não segmentados estão incluídos nas famílias Togaviridae, Flaviviridae e 

Rhabdoviridae, enquanto aqueles com genomas segmentados incluem-se nas famílias 

Bunyaviridae e Reoviridae (Beaty et al., 1988).  

Representando quase 30% de todas as doenças infecciosas emergentes na última década, 

as arboviroses estão distribuídas em todo o mundo (Jones et al., 2008). O que contribui para o 

aparecimento das arboviroses são algumas variáveis comuns, como fatores sócio-econômicos, 

ambiental e ecológico, embora cada vírus tenha suas próprias variáveis que colaboram para 

sua epidemiologia (Morens et al., 2004). 

Os arbovírus são mantidos na natureza em ciclos complexos envolvendo vetores 

artrópodes hematófagos, principalmente mosquitos, carrapatos, flebotomíneos (Phlebotomus, 

Sergentomya e Lutzomya), maruins ou mosquito pólvora (Culicoides), percevejos (Oeciacus) 

e possivelmente ácaros. Esses vetores, depois de serem infectados, transmitem esses micro-

organismos ao se alimentarem do sangue dos hospedeiros vertebrados, especialmente aves e 

mamíferos roedores. O ciclo se fecha quando novos artrópodes são infectados ao se 

alimentarem do sangue de vertebrados que apresentam viremia. A transmissão vertical, 

através da via transovariana, e a transmissão venérea também podem ocorrer (Figura 1) (Who, 

1985; Figueiredo, 2007; Vasconcelos et al., 2009). 
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Figura 1: Ciclo biológico dos arbovírus. A – Ciclo de amplificação em mamíferos, no qual a fêmea 

infectada poderá transmitir o vírus a pequenos mamíferos que desenvolvem uma viremia alta e curta, 

podendo levar à infecção de artrópodes hematófagos. B – Ciclo reservatório, no qual ocorre a 

transmissão transovariana e venérea. C – Infecção humana acidental. Fonte: adaptado de 

http://www.microbeworld.org 

 

De acordo com Weaver (2006), o fato do genoma destes vírus serem quase que 

exclusivamente de RNA pode ser um requisito importante para sua plasticidade em obter 

sucesso em ambientes de hospedeiros dinâmicos. Estima-se que as taxas de erro da RNA 

polimerase RNA dependente (RpRd) variam de 10
-3

 a 10
-5

 erros/nucleotídeo/ciclo de 

replicação (Domingo & Holland, 1994; Drake & Holland, 1999), o que em conjunto com 

níveis rápidos e elevados de replicação viral permitem a estes vírus uma adaptação melhor e 

mais rápida aos diferentes ambientes de hospedeiros. 

Os arbovírus são classificados em grupos antigênicos constituídos por dois ou mais vírus 

que demonstram relações antigênicas um com o outro, de acordo com o critério sorológico 

estabelecido por Casals em 1957 (Cruz & Vasconcelos, 2008). Dessa forma, em relação às 

propriedades físico-químicas, a maioria dos arbovírus se distribui em cinco famílias: 

Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae. No entanto, nem todos 

os membros dessas famílias são necessariamente arbovírus, além disso, reconhece-se ainda a 

existência de outros arbovírus integrantes das famílias Arenaviridae, Herpesviridae, 

Coronaviridae e, de muitos outros vírus que não têm taxonomia definida, pois suas 
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características físico-químicas ainda não são suficientemente conhecidas (Travassos da Rosa 

et al., 1986). 

Mais de 100 espécies de arbovírus possuem capacidade de provocar doença em humanos, 

sendo responsáveis por significativos problemas de saúde pública em todo o mundo. Entre 

estes, a maioria são transmitidos por mosquitos, incluindo flaviviroses, tais como o Dengue 

virus (DENV), Yellow fever virus (YFV), Zika virus (ZIKV) e as viroses do sorogrupo de 

encefalites japonesas como West Nile virus (WNV), St. Louis encephalitis virus (SLEV) e o 

Japonese encephalitis virus (JEV); alphaviroses, que incluem: Eastern equine encephalitis 

virus (EEEV), Western equine encephalitis virus (WEEV) e Venezuelan equine encephalitis 

virus (VEEV), Sindbis virus (SINV), Ross River virus (RRV), e Chikungunya virus (CHIKV); 

e as bunyaviroses incluindo o La Crosse virus (LACV), Rift Valley fever virus (RVFV) e 

California encephalitis virus (CEV). Alguns, tais como Colorado tick fever virus (CTFV), 

Crimean-Congo hemorragic fever virus (CCHV), Louping III virus (LIV), e Tick-borne 

encephalitis virus (TBEV), são essencialmente, se não exclusivamente, transmitidas por 

carrapatos (Kuno & Chang, 2005). 

Os arbovírus apresentam uma ampla distribuição geográfica, tanto em regiões temperadas 

como, principalmente, nas tropicais, por oferecerem condições ecológicas mais favoráveis. 

Nos trópicos, os vetores coexistem com os hospedeiros vertebrados em todas as estações do 

ano. Nos países de clima temperado, o ciclo de transmissão é interrompido durante o inverno, 

reiniciando-se na primavera ou verão (Travassos da Rosa et al., 1997). No Brasil, há uma 

maior concentração de estudos sobre arboviroses na região do estado do Pará, o que leva a 

uma maior quantidade de arbovírus isolados, não indicando necessariamente uma maior 

prevalência desses vírus nessa região (Cruz & Vasconcelos, 2008; Vasconcelos, 2009).  

A Amazônia brasileira é uma das maiores reservas de arbovírus do mundo, não só devido 

às condições climáticas favoráveis, mas também à grande diversidade da fauna e flora. Nessa 

região, durante os anos de 1954 a 2006, foram isolados pelo menos 196 diferentes tipos de 

arbovírus, distribuídos em diversas famílias, sendo a maioria de patogenicidade desconhecida 

ao homem (Travassos da Rosa et al., 1997; Cruz & Vasconcelos, 2008; Vasconcelos, 2009). 

Devido a esse desconhecimento sobre a patogênese dos arbovírus, eles constituem sério 

problema de saúde pública. Como exemplos têm-se o YFV, DENV, vírus Oropouche 

(OROV), vírus Mayaro (MAYV) e diversos outros agentes responsáveis por doenças em 
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humanos. O DENV e OROV estão associados à doença humana epidêmica em áreas urbanas 

e o MAYV e YFV em áreas rurais (Vasconcelos et al., 1998).  

Em seus habitats naturais, os arbovírus são mantidos em equilíbrio em seu ciclo 

biológico, porém mudanças ambientais como queimadas, desflorestamentos, urbanização 

descontrolada, construções de rodovias, entre outras, causam um desequilíbrio nesse 

ecossistema e expõem a população a emergentes agentes infecciosos. Durante a infecção de 

múltiplos e distintos organismos, o vírus pode ser selecionado e produzir uma linhagem mais 

virulenta ou, melhor adaptada (Figueiredo, 2007), contribuindo assim para uma maior 

probabilidade de epidemias e doenças virais mais frequentes e mais importantes em humanos.  

A figura abaixo (Figura 2) mostra algumas importantes epidemias por arbovírus que 

acometeram a população mundial ao longo dos anos. 

 

Vírus West Nile infectou 

9.800 pessoas e causou 

264 mortes nos EUA 

durante um surto em 2003 

Vírus Chikungunya infectou 1,3 milhões 

de pessoas na Índia entre 2005-2006 

Vírus Ross River infectou 

60.000 pessoas no Oeste do 

pacífico entre 1979-1980 

Vírus Chikungunya infectou 236.000 

pessoas em Reunion Island durante 

2005-2006 e causou 181 mortes 

Vírus Rift Valley 

infectou 200.000 pessoas 

e causou 600 mortes no 

Egito durante um surto 

em 1977 

Em New Delhi, Índia, 1/5 da 

população adquiriu a febre do 

dengue, em um surto em 1982 

Vírus da Dengue infectou 

344.000 pessoas em Cuba, 1981 

Vírus da dengue infecta >50 milhões de 

pessoas por ano no mundo (1 a 2 milhões 

com sintomas severos), e causa >20.000 

mortes/ano 

Vírus da encefalite Japonesa infecta >45.000 

pessoas por ano na Ásia e causa >15.000 

mortes/ano 

 
Figura 2: Exemplos de importantes surtos causados por arbovírus no mundo. O diagrama ilustra 

vários surtos de arbovírus ocorridos em diversas regiões. É provável que nos próximos anos outras 

partes do mundo sejam afetadas, incluindo as regiões que se encontram fora da zona tropical. Fonte: 

adaptado de Devaux, 2012. 

 

 O homem é hospedeiro acidental e, normalmente, não importante na manutenção dos 

arbovírus na natureza. O hospedeiro vertebrado silvestre geralmente não fica doente, uma vez 

que as infecções costumam ser inaparentes. As formas clínicas produzidas em humanos 

variam conforme o tipo de arbovírus responsável pela infecção e também das condições 

biológicas do hospedeiro. A maioria apresenta uma evolução benigna, porém alguns podem 
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causar sérios quadros clínicos que podem culminar na morte ou incapacitação permanente do 

paciente (Travassos da Rosa et al., 1997).  

As manifestações clínicas das arboviroses em humanos são divididas em quatro 

categorias: febre, febre exantemática, febre hemorrágica e encefalite. Outros sintomas como 

hepatite, broncopneumonia e conjuntivite também são relatados. A febre apresenta-se, 

geralmente, com sintomas semelhantes aos da gripe, tais como febre, dor de cabeça, dor retro-

orbital e mialgia; a febre exantemática manifesta-se com exantema, poliartralgia e poliartrites; 

a febre hemorrágica pode apresentar-se clinicamente com petequias espontâneas ou 

sangramento persistente e choque combinado com uma baixa contagem de plaquetas, 

aumento das enzimas hepáticas, entre outros; o quadro de encefalite pode manifestar-se como 

mielite, meningite e/ou encefalite, com alterações comportamentais, paralisia, paresia, 

convulsões e problemas na coordenação (Pinheiro et al., 1986; Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças, 2003; Henning, 2004; Zacks & Paessler, 2010; Suhrbier et al., 2012). 

O que determina cada uma das manifestações clínicas das arboviroses são fatores como 

inoculo, tempo de exposição, cepa do vírus e fatores do hospedeiro (Gubler, 2002), levando 

sempre em consideração que essas síndromes em grande parte, se sobrepõem, sendo 

necessário um diagnóstico baseado em todos os sintomas clínicos e não de um sintoma 

isolado. Um mesmo arbovírus pode causar diferentes sintomas e, por outro lado, a mesma 

sintomatologia pode ser causada por diferentes arbovírus. 

Dentre os arbovírus, a família Bunyaviridae é uma grande família de vírus de RNA que 

afetam animais e plantas. As rápidas alterações no meio ambiente, com suas diversas 

implicações, têm mostrado dentro dessa família importantes agentes infecciosos emergentes e 

re-emergentes (Meltzer, 2012).  

 

2.2 - Família Bunyaviridae 

 

Algumas das viroses emergentes e re-emergentes mais importantes pertencem à família 

Bunyaviridae, que foi estabelecida em 1975 (Bishop et al., 1980) e constitui uma das maiores 

e mais diversificadas famílias virais, sendo a maior em relação aos vírus de RNA. As 

principais características dos bunyavírus são o genoma de RNA, sítio de replicação 

citoplasmático e montagem e maturação no complexo de Golgi (Hart et al., 2009). Ainda, 

possui o maior número de arbovírus conhecidos, incluindo mais de 350 membros, que 
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compartilham as mesmas características antigênicas, genéticas e ecológicas, distribuídos em 

cinco gêneros: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus (Tabela I) 

(Fauquet et al., 2005; Schmaljohn & Nichol, 2007). Quatro desses cinco gêneros incluem 

membros que são agentes causadores de febres hemorrágicas, para as quais, medidas 

preventivas e terapêuticas ainda não estão disponíveis (Calisher, 1996; Fauquet et al., 2005; 

Walter & Barr, 2011). 

 

Tabela I. Família Bunyaviridae: gêneros, sorogrupos e principais exemplos 

Gênero Sorogrupo Exemplos 

Orthobunyavirus Anopheles A Tacaiuma, Virgin River 

 Anopheles B Anopheles B 

 Bakau Bakau 

 Bunyamwera Bunyamwera 

 Bwamba Bwamba 

 C Apeu, Caraparu, Itaqui, Marituba 

 California La Crosse, Tahyna, Snowshoe hare 

 Capim Capim 

 Gamboa Gamboa 

 Guama Guama, Catu 

 Koongol Koongol 

 Minatitlan Minatitlan 

 Nyando Nyando 

 Olifantsvlei Olifantsvlei 

 Patois Patois, Estero Real 

 Simbu Akabane, Oropouche, Ingwavuma 

 Tete Bahig, Weldona 

 Turlock Turlock 

Phlebovirus Sandfly fever Candiru, Punta Toro, Rift Valley 

 Uukuniemi Uukuniemi 

Nairovirus Crimean-Congo Crimean-Congo  

 Dera Ghazi Khan Dera Ghazi Khan 

 Hughes Hughes 

 Nairobi Sheep Nairobi 

 Qalyub Qalyub 

 Sakhalin Sakhalin 

 Thiafora Thiafora 

Hantavirus      Hantaan Hantaan, Dobrava, Seoul 

 Puumala Puumala 

 Sin Nombre Sin Nombre, Andes 

 Thottapalayam Thottapalayam 

Tospovirus  Tomato spotted wilt 

Adaptado de Schmaljohn & Nichol, 2007. 
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Os bunyavírus estão presentes em todo o mundo e infectam uma ampla gama de 

hospedeiros invertebrados e vertebrados. Com exceção dos Hantavirus, os quais são 

transmitidos através da inalação de aerossóis de excretas de roedores contaminados, os demais 

membros da família são transmitidos por mosquitos flebótomos e carrapatos (Figueiredo, 

1999). Em adição, outra rota de transmissão, que não inclui vetores, foi descrita para alguns 

nairovírus e phlebovírus. Estes vírus podem também se difundir por meio do contato com 

tecidos ou fluidos sanguíneos de animais infectados (Gonzalez-Scarano et al., 2005; 

Schmaljohn & Nichol, 2007). A maioria dos orthobunyavírus são patógenos de seres humanos 

e animais, enquanto que os tospovírus são agentes patogênicos de plantas.  

Exemplos de importantes patógenos humanos da família Bunyaviridae são o vírus da 

Febre Hemorrágica Criméia Congo - CCHFV (Nairovirus), o vírus La Crosse - LACV 

(Orthobunyavirus) e o vírus da Febre do Vale do Rift - RVFV (Phlebovirus), que causam 

doenças com sintomas que abrangem desde uma leve doença febril até uma forma mais grave, 

incluindo febre hemorrágica e encefalite (Dionisio et al., 2003; Soldan & Gonzalez-Scarano, 

2005). O CCHFV é o segundo arbovírus mais comum em relação à sua importância médica, 

ficando atrás somente do DENV, sendo endêmico em grande parte da África, da Ásia e da 

Europa (Hoogstraal, 1979; Ergonul, 2006). Outros importantes bunyavírus foram isolados na 

Amazônia brasileira como: vírus Guaroa (GROV), vírus Maguari (MAGV), vírus Tacaiuma 

(TCMV), CARV, OROV, vírus Belém (BLMV) entre outros (Travassos da Rosa et al., 1997). 

O mais importante deles, do ponto de vista epidemiológico é o OROV, por causar epidemias 

frequentes na região Amazônica, ficando atrás apenas das epidemias ocasionadas pelo DENV. 

Além disso, o OROV também circula em países vizinhos (Figueiredo, 1999). Com exceção 

das vacinas para uso veterinário contra o RVFV, não existem, atualmente, terapêuticas 

eficazes ou vacinas para bunyaviroses. A figura 3 mostra a distribuição geográfica dos 

principais bunyavírus.  
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Figura 3: Distribuição geográfica de alguns principais bunyavírus: Adaptado de Meltzer, 2012.  

 

A taxa de infecção clínica para os bunyavírus é pouco definida, mas a maioria das 

infecções é considerada assintomática. O CCHFV e OROV causam doença clínica em, 

respectivamente, 25% e 30-60% das pessoas infectadas (Dionisio et al., 2003; Ergonul, 2007; 

Vasconcelos et al., 2009). As infecções pelos bunyavirus geralmente apresentam-se como 

doença febril, mas algumas podem evoluir para formas mais graves como síndrome 

hemorrágica (CCHFV e RVFV) e síndrome neurológica (LACV) (Dionisio et al., 2003; 

Ergonul, 2007). As maiores taxas de letalidade são vistas em casos de síndromes hemorrágica 

ou neurológica, chegando a 30% em infecções pelo CCHFV (Isaäcson, 2004; Ergonul, 2007). 

Um grande número de viroses endêmicas encontradas na África Subsaariana e na América do 

Sul apresenta-se como doença febril com ou sem artralgia (Fagbami & Tomori, 1981; Aguilar 

et al., 2010). Isso as torna clinicamente indistinguível de outras infecções comuns, como a 

malária, febre amarela, dengue e chikungunya. 

Com relação à morfologia dos vírus da família Bunyaviridae, as partículas são esféricas e 

envelopadas, medindo cerca de 80 a 120 nm de diâmetro, com projeções glicoprotéicas na 

superfície do seu envelope (Figura 4). Possuem em sua composição química 2% de RNA, 

58% de proteínas, 33% de lipídeos e 7% de carboidratos (Karabatsos, 1985; Schmaljohn & 

Nichol, 2007). O genoma apresenta cerca de 13Kb e é composto por três segmentos de RNA, 

fita simples, senso negativo, denominados de acordo com seu tamanho: grande  L (“Large”), 
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médio M (“Medium”) e pequeno S (“Small”) (Lees et al., 1986; Elliott, 1989; Mertz, 1997). 

Estes três segmentos genômicos estão encapsulados pela proteína N do nucleocapsídeo. 

Normalmente, os vírus do mesmo gênero compartilham o mesmo comprimento de cada 

segmento, sendo a organização genética dos segmentos semelhante em todos os gêneros. As 

sequências complementares 5’ e 3’ terminais (UTR- regiões terminais não traduzidas) formam 

ligações estáveis, não covalentes, com pareamento de bases, permitindo que os segmentos 

apresentem-se em forma circular (Schmaljohn & Nichol, 2007; Novella et al., 2012; Doceul 

et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figura 4. Morfologia dos vírus da família Bunyaviridae: Desenho esquemático da estrutura dos 

bunyavírus. Os três segmentos genômicos (S, M e L) estão complexados com a proteína do 

nucleocapsídeo N para formar o ribonucleocapsídeo (RNP). O nucleocapsídeo e a polimerase viral L 

estão empacotados dentro de um envelope lipídico contendo as glicoproteínas Gn e Gc. Fonte: 

http://www.mcb.uct.ac.za/tutorial/bunya.gif.&www.stanford.edu/group/virus/bunya/2004mendez 

 

Uma característica comum entre os bunyavírus é que o segmento L codifica um RNA 

polimerase RNA dependente (RpRd), responsável tanto pela transcrição quanto pela 

replicação do genoma viral; o segmento M codifica o precursor das glicoproteínas Gn e Gc, e 

no caso dos orthobunyavírus e alguns phlebovírus, codifica também uma proteína não-

estrutural (NSm); o segmento S codifica as proteínas do nucleocapsídeo N, cuja principal 

função é encapsular os produtos da replicação viral para formar o complexo 

ribonucleoprotéico (RNP) e para os orthobunyavírus, phlebovírus e tospovirus, o segmento S 

também codifica uma proteína não-estrutural (NSs). Em relação a estas proteínas não-

estruturais, a NSs apresenta como principal função a modulação da resposta antiviral da célula 

http://www.mcb.uct.ac.za/tutorial/bunya.gif
http://www.stanford.edu/group/virus/bunya/2004mendez
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hospedeira através de diversas vias da imunidade inata, enquanto que pouco se sabe sobre a 

exata função da NSm, apenas que ela pode estar envolvida na montagem viral  (Shi et al., 

2006; Hollidge et al., 2011; de Brito Magalhães et al., 2007; Walter e Barr, 2011; Eifan, 

2013).  

 A infecção dos bunyavírus inicia-se com a ligação do vírus à membrana celular (Figura 5). 

Tal ligação é realizada pela proteína Gn para células de vertebrados e pela Gc para células de 

artrópodes. O ciclo de multiplicação ocorre exclusivamente no citoplasma. A entrada do vírus 

na célula ocorre por endocitose e a acidificação dos endossomas promove alterações 

conformacionais em Gn e/ou Gc, facilitando a fusão das membranas viral e celular, 

permitindo que o vírus libere seu genoma e a polimerase no citoplasma da célula. Uma vez 

livres no citoplasma, os três segmentos genômicos virais junto à polimerase iniciam o 

processo de transcrição, gerando o RNA viral de polaridade positiva ou mRNA. A tradução 

dos segmentos de mRNA L e S ocorre nos ribossomos livres no citoplasma, ao passo que a 

tradução do mRNA M ocorre nos ribossomos ligados à membrana do retículo endoplasmático 

rugoso, com posterior  glicosilação primária das proteínas nascentes do envelope Gn e Gc 

(Schmaljohn & Nichol, 2007). 

 



CAMINI, F.C.                                                                                           Revisão Bibliográfica 

 

13 

 

        

Figura 5: Representação esquemática do ciclo de multiplicação dos vírus da família 

Bunyaviridae. 1- adsorção das partículas virais à superfície da célula; 2- penetração por endocitose 

seguida por fusão de membrana, permitindo a liberação no citoplasma das ribonucleoproteínas e 

polimerase virais; 3- transcrição primária; 4- tradução das proteínas virais; 5- replicação do vRNA 

através de um cRNA intermediário; 6- montagem das partículas no Golgi ou membrana plasmática; 7- 

brotamento das partículas do Golgi seguida por exocitose ou brotamento pela membrana plasmática. 

Para vários membros da família, corpúsculos de inclusão são encontrados no citoplasma. ER: retículo 

endoplasmático. Fonte: adaptado de Schmaljohn & Nichol, 2007. 

 

Os vírions são formados dentro das células por um processo de brotamento do complexo 

de Golgi, onde adquirem seu envelope. Os nucleocapsídeos nascentes, formados pela proteína 

N, o RNA viral e a polimerase L, seguem para a etapa de morfogênese, que inclui a 

acumulação de Gn e Gc no complexo de Golgi, glicosilação terminal dessas glicoproteínas, 

aquisição de membranas do hospedeiro modificadas e liberação de dentro desse 

compartimento. As novas partículas virais, formadas no Golgi, são liberadas em vesículas 
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individuais por exocitose, atingindo o meio extracelular (Figueiredo, 1999; Kochs et al., 

2002; Salanueva et al., 2003; Novoa et al., 2005; Schmaljohn & Nichol, 2007).  

Com relação à patogênese, os membros da família Bunyaviridae, de maneira geral, 

destacam-se não apenas por promoverem importantes infecções no homem, nos animais e 

plantas, mas também, por causarem grandes epidemias tornando-se um grande problema de 

saúde pública (Nichol et al., 2000; Le May & Bouloy, 2012). Os bunyavirus apresentam um 

amplo espectro de sintomas, podendo provocar quatro tipos de síndromes no homem: febre, 

encefalite, febre hemorrágica e doença respiratória aguda. Algumas bunyaviroses estão 

associadas com uma doença febril auto-limitante que, embora não fatal, pode ser 

economicamente significativa devido às horas de trabalho perdidas. Além disso, é importante 

ressaltar que, a extensão real das doenças ocasionadas pelos bunyavírus não é conhecida, pois, 

na maioria das vezes esses vírus circulam em regiões onde também ocorrem outras doenças 

como a malária e a dengue fazendo com que o diagnóstico correto não seja alcançado (Elliott 

& Weber, 2009).  

 

2.3 - Gênero Orthobunyavirus 

 

O gênero Orthobunyavirus é o maior dentro da família Bunyaviridae, apresenta mais de 170 

vírus, agrupados em 48 espécies, sendo o vírus Bunyamwera (BUNV) um protótipo tanto do 

gênero em questão como para toda a família (Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus, 

2013). Este gênero é dividido em 18 sorogrupos (Tabela II), baseado nas reações cruzadas de 

ensaios de inibição da hemaglutinação (HI), de neutralização (NT) e fixação do complemento 

(FC).  

De acordo com Hart e colaboradores (2009), pelo menos 30 orthobunyavírus são 

patogênicos ao homem e, assim como os demais vírus desta família, causam em seus 

hospedeiros uma variedade de sintomas tais como febre (OROV), encefalite (LACV) ou febre 

hemorrágica (vírus Ngari - NRIV) (Bouloy, 2001; de Brito Magalhães et al., 2007; Sautto, 

2013). O vírus Akabane (AKBV) é responsável por malformações congênitas em ruminantes. 

O vírus Schmallenberg (SBV), um novo vírus descoberto nas proximidades da fronteira 

alemã-holandesa e, posteriormente em outros países da Europa, causa uma infecção aguda no 

gado, ocasionando febre, redução da produção de leite e diarreia (Eifan et al., 2013).  
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Tabela II. Principais vírus do gênero Orthobunyavirus 

Sorogrupo Vírus Distribuição 

Geográfica 

Doença 

Anopheles A Tacaiuma América do Sul Humanos 

 Virgin River América do Norte Sem Registro 

Anopheles B Anopheles B América do Sul Sem Registro 

Bakau Bakau Ásia Sem Registro 

 Bunyamwera África Humanos 

 Cache Valley América do Norte Ovelhas, gado e Humanos 

 Fort Sherman América do Sul Humanos 

 Germiston África Humanos 

 Ilesha África Humanos 

Bunyamwera Kairi América do Sul Cavalos 

 Main drain América do Norte Humanos 

 Shokwe África Humanos 

 Wyeomyia América do Sul Humanos 

 Xingu América do Sul Humanos 

Bwamba Bwamba África Humanos 

 Pongola África Humanos 

 Apeu América do Sul  Humanos 

 Caraparu Américas do Sul e Norte Humanos 

 Itaqui América do Sul Humanos 

 Madrid América do Norte Humanos 

C Marituba América do Sul Humanos 

 Murucutu América do Sul Humanos 

 Nepuyo Américas do Sul e Norte Humanos 

 Oriboca América do Sul Humanos 

 Ossa América do Norte Humanos 

 Restan América do Sul Humanos 

 Encefalite California América do Norte Humanos 

 Guaroa Américas de Sul e Norte Humanos 

 Inkoo Europa Humanos 

California Jamestown Canyon América do Norte Humanos 

 La crosse América do Norte Humanos 

 Snowshoe hare América do Norte Humanos 

 Tahyna(Lumbor) Europa (África) Humanos 

Capim Capim América do Sul Sem Registro 

Gamboa Gamboa Desconhecido Sem Registro 

Guama Catu América do sul Humanos 

 Guama Américas do Sul e Norte Humanos 

Koongol Koongol Austrália Sem Registro 

Minatitlan Minatitlan América do Norte Sem Registro 

Nyando Nyando África Humanos 

Olifantslei Olifantsvlei África Sem Registro 

Patois Patois América do Norte Sem Registro 

 Estero Real América do Norte Sem Registro 

 Akabane África, Ásia e Austrália Gado 

Simbu Ingwavuma África e Ásia Porcos 

 Oropouche América do Sul Humanos 

Tetê Bahig África, Europa Sem Regitro 

 Weldona América do Norte Sem Registro 

Turlock Turlock Américas do Norte e Sul Sem Registro 

Fonte: Adaptado de Schmaljonh & Nichol, 2007 
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As orthobunyaviroses são transmitidas, em sua maioria, por mosquitos e utilizam uma 

extensa gama de hospedeiros vertebrados para ampliação do ciclo de manutenção (Soldan & 

Gonzalez-Scarano, 2005). A replicação ocorre no citoplasma das células tanto de vertebrados 

como de invertebrados, com diferentes efeitos. A infecção das células de mamíferos é 

caracterizada pelo efeito citopático, culminando na morte celular, ao passo que a infecção em 

células de insetos possui um caráter persistente, uma vez que nenhum efeito citopático pode 

ser observado (Hart et.al., 2009).  

A patogenicidade dos orthobunyavírus depende de múltiplos fatores virais codificados 

por seus três segmentos genômicos. Por exemplo, a capacidade neuroinvasiva do LACV e de 

outros orthobunyavírus do sorogrupo California Encephalitis é determinada pela polimerase 

e/ou pelas glicoproteínas, enquanto que a resposta imune do hospedeiro é inibida pela 

proteína NSs que antagoniza a expressão do interferon tipo I (IFN-I) e a transcrição mediada 

pela RNA polimerase II (Gonzalez-Scarano et al., 1988; Endres et al., 1991). 

Entre as orthobunyaviroses presentes no Brasil, a mais importante é a febre do OROV, 

vírus pertencente ao sorogrupo Simbu, que é responsável por grandes epidemias. Contudo, 

outros orthobunyavírus foram isolados em território nacional e agrupados no sorogrupo C em 

virtude de suas características antigênicas. Tais vírus apresentam risco de se tornarem 

emergentes, o que tem despertado o interesse de pesquisadores brasileiros em elucidar os mais 

diversos aspectos da sua biologia, epidemiologia e patogenia. 

   
2.4 - Sorogrupo C: o vírus Caraparu  

 

Os vírus do grupo C foram descritos pela primeira vez na região da Amazônia brasileira, entre 

os anos de 1954 e 1959. Nessa década de 1950, o estado do Pará, Brasil, recebeu intensa 

migração de trabalhadores com o objetivo de desmatar a floresta nativa e transformá-la em 

grandes plantações. Nesse período, foram relatados inúmeros surtos e epidemias virais à 

cercania da capital, Belém, sendo que os números de casos atribuídos às arboviroses 

inespecíficas ou não caracterizadas circulantes foram muito relevantes nessa região (Causey et 

al., 1961). 

Dessa forma, com o intuito de identificar essas arboviroses, o Laboratório de Vírus de 

Belém, montado no Instituto Evandro Chagas, em colaboração com a Fundação Rockefeller 

(Nova Iorque, EUA), isolou e identificou vários tipos de arbovírus circulantes naquela região 
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da Amazônia brasileira (Figura 6). O projeto iniciou-se em 1954 e os vírus foram isolados de 

amostras obtidas de pacientes com doença febril, de animais sentinelas, bem como de animais 

selvagens e artrópodes vetores. Essas amostras foram liofilizadas e, juntamente com os 

correspondentes anticorpos neutralizantes, enviadas para a Fundação Rockfeller, que realizou 

estudos de soroneutralização com as amostras brasileiras e de isolados de outras partes do 

mundo. 

No total foram isoladas 451 amostras de arbovírus que foram agrupados em 18 

sorogrupos, sendo 11 desses correlacionados ao gênero Orthobunyavirus. Dentre os isolados, 

alguns foram incluídos em sorogrupos já descritos, como o sorogrupo A e B, o Bunyamwera e 

o California Encephalitis. Sete outros tipos foram divididos entre dois novos sorogrupos, o 

grupo Guamá, composto por dois sorotipos e o grupo C, composto pelos vírus Apeu, 

Caraparu, Marituba, Murutucu e Oriboca (Shope et al., 1961). 

O grupo C é constituído por 14 vírus distintos isolados a partir de seres humanos, animais 

selvagens (principalmente roedores, marsupiais e morcegos) e mosquitos (Casals & Whitman, 

1961; Pinheiro, 1981; Shope et al., 1988; Casola et al., 2001; de Brito Magalhães et al., 

2011). De acordo com a classificação sorológica, os vírus do grupo C podem ser divididos em 

quatro complexos antigênicos: o complexo Caraparu, que inclui o CARV, vírus Ossa 

(OSSAV), vírus Apeu (APEUV), vírus Vinces (VINV) e vírus Bruconha (BRCV); o 

complexo Madrid, que inclui o vírus Madrid (MADV); o complexo Marituba, que inclui os 

vírus Marituba (MTBV), Murutucu (MURV), Restan (RESV), Nepuyo (NEPV) e Gumbo 

Limbo (GLV) e o complexo Oriboca, incluindo o vírus Oriboca (ORIV) e o vírus Itaqui 

(ITQV) (Causey et al., 1961; Shope & Whitman, 1966; Karabatsos, 1985; Coimbra et al., 

1998; de Brito Magalhães et al., 2011).  

Os vírus do grupo C ocorrem em regiões tropicais e subtropicais das Américas, incluindo 

os Estados Unidos, México, Panamá, Honduras, Guatemala, Trinidad e Tobago, Brasil, Peru, 

Equador, Venezuela e Guiana Francesa (Karabastos, 1985; Shope et al., 1988; Elliott et al., 

2000; de Brito Magalhães et al., 2011). São transmitidos por vários vetores da espécie de 

culicídios do subgênero Melanoconion e também pelas espécies Culex (Mel) gnomatos e 

Culex (Mel) vomerifer. Ainda, no Brasil, espécies de Aedes, Coquinettidia, Limatus e 

Psoropitoro também são importantes vetores destas arboviroses. Em relação aos hospedeiros 

vertebrados, os roedores e marsupiais figuram como seus principais reservatórios naturais 

(Elliott et al., 2000; Turell et al., 2005). 
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Os vírus do grupo C têm sido associados com doenças humanas, as quais, geralmente, 

apresentam-se como auto-limitantes, com sintomas parecidos com o DENV, consistindo de 

febre, dor de cabeça, mialgia, náuseas, vômitos, fraqueza, com duração de dois a cinco dias 

em média (Pinheiro et al., 1986; Pinheiro & Travassos da Rosa, 1994; Vasconcelos et al., 

1998; de Brito Magalhães et al., 2011). 

Em 1956, o CARV (BeAn 3994) foi isolado na floresta de Utinga (Figura 6), do soro de 

macacos Cebus apella e, mais tarde, na mesma região, foi isolado do sangue de trabalhadores 

florestais febris e artrópodes (Causey et al., 1961). A denominação do vírus refere-se ao nome 

do primeiro paciente do qual foi isolado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Mapa mostrando a localização de parte do estado do Pará, nos arredores da capital 

Belém. Toda esta área corresponde à região estudada por Shope e sua equipe, de onde foram isoladas 

as amostras de arbovírus. O local em destaque representa onde o CARV foi isolado. Fonte: Causey, et 

al., 1961.  

 

O CARV, apesar de ter sido isolado inicialmente no Pará, foi isolado mais tarde de 

mosquitos da espécie Culex sacchettae, em 1976, na região do Vale do Ribeira no estado de 

São Paulo, no sudeste do Brasil. Nessa mesma região, anticorpos anti-CARV foram 

encontrados em roedores como Coendou milanurus, Akodon, Nectomys, Oryzomys e 

Oxymecterus, e marsupiais como Didelphis marsupialis (Iversson, 1994). Um caso clínico de 

um biólogo que conduzia estudos entomológicos no Vale do Ribeira (SP) foi relatado em 

1987. Após infectar-se, o paciente apresentou febre alta, cefaléia, mialgia e prostração; após 

48 horas, o paciente foi tratado com ácido acetilsalicílico e os sintomas desapareceram 

(Iversson et al., 1987). Este fato é de grande interesse médico sanitário, pois, até pouco tempo 
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atrás, acreditava-se que, no Brasil, o CARV limitava-se à região norte, sugerindo uma 

provável distribuição subestimada.  

Em humanos a chamada “febre Caraparu” tem evolução benigna, com duração de quatro 

a cinco dias e caracteriza-se por febre, cefaléia, calafrios, mialgias, fotofobia, dor retrobulbar 

e pode estar associada a náuseas e vômitos (Causey et al., 1961; Iversson et al., 1987; 

Vasconcelos et al.,1992; de Brito Magalhães et al., 2007). 

Apesar de já ter sido isolado em humanos e apresentar uma alta soropositividade em 

moradores da região norte do Brasil, são poucos os estudos pautando o CARV em relação a 

sua patogenia. Em camundongos, o CARV causa hepatite 4 a 5 dias após a infecção, podendo 

levar os animais a óbito dependendo da dose viral e idade dos animais (Brinton et al., 1992). 

Recentemente tem-se relacionado a ocorrência de múltiplas interações entre doenças 

virais e espécies reativas de oxigênio (EROs), mostrando que há possibilidade do estresse 

oxidativo ter um papel importante na patogênese da infecção de muitos vírus, dentre eles, os 

bunyavirus. 

   
2.5 - Estresse Oxidativo  

 

Compreende-se como radical livre um átomo ou molécula que contêm número ímpar de 

elétrons, ou seja, elétrons desemparelhados, em sua última camada eletrônica, o que o torna 

instável e altamente reativo, como por exemplo, os radicais superóxido (O2
•−

) ou hidroxil 

(OH
•
) (Halliwell & Gutteridge, 1990; Halliwell, 1992). Os radicais livres têm a capacidade de 

existir independentemente e apresentam uma vida muito curta. São divididos em quatro 

categorias principais com base em seu átomo central, sendo eles o oxigênio, nitrogênio, 

enxofre e cloro (Halliwell e Gutteridge, 2007).  Na natureza, duas das substâncias mais 

importantes que podem gerar os radicais livres é o oxigênio em seu estado fundamental (O2) e 

o óxido nítrico (NO), que se apresenta como poluente atmosférico, mas que também é 

sintetizado em diversas células e é um importante vasodilatador (Moncada  et al., 1991; 

Dusting & Macdonald, 1995; Ignarro, 1998).  

O termo coletivo “Espécies Reativas de Oxigênio” (EROs) inclui não somente os radicais 

livres mas também outros átomos e moléculas que não apresentam elétrons desemparelhados 

em sua última camada, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Halliwell, 1992) (Tabela III). 
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Tabela III. Algumas espécies reativas e suas meias-vidas 

Espécie Reativa de Oxigênio Meia-vida (segundos) 

OH
•   

Radical hidroxil 

HOO
• 
Radical hidroperoxil 

RO
•
 Radical alcoxil 

ROO
•
 Radical peroxil 

ONOO
•
 Peroxinitrito 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

O2
•-
 Radical superóxido 

1
O2 Oxigênio singleto 

NO Radical óxido nítrico 

HOCl Ácido hipocloroso 

10
-9

 

10
-8

 

10
-6

 

7 

0,05 - 1 

Variável 

Variável 

10-5 

1 - 10 

Estável 

Obs.: R é um lipídeo, por exemplo, o linoleato. 

Fonte: Jordão et al., 1998 

 

O ânion superóxido O2
•−

, produzido a partir de processos metabólicos ou por 

irradiação física que "ativa" o oxigênio, é considerado a ERO "primária", e pode ainda 

interagir com outras moléculas para gerar as EROs "secundárias", diretamente ou 

predominantemente através de processos catalisados por enzimas ou metais (Valko et al., 

2005). O O2
•−

 é gerado pela redução de um elétron do Ο2. Quando o Ο2 é reduzido por dois e 

três elétrons, são produzidos o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical OH
•
 

respectivamente. Finalmente, através da redução total do O2, por quatro elétrons, são 

produzidas duas moléculas de H2O (Simic, 1988). A espécie reativa mais nociva é o radical 

hidroxil OH
•
, que é gerado pelas reações de Fenton (1) e de Haber-Weiss (2), na presença de 

um metal de transição, geralmente ferro (Fe) ou cobre (Cu). Apresenta uma alta reatividade, o 

que o torna muito perigoso, além de possuir uma meia vida muito curta in vivo, de 

aproximadamente 10
-9

 segundos (Pastor et al., 2000).  

 

(1) - Reação de Fenton: Fe2
+
 + H2O2 → Fe3

+
 + OH

•
 + OH

−
 

(2) - Reação de Haber–Weiss: O2
•−

 + H2O2 → O2 + OH
•
 + OH

−
 

 

De acordo com Beckman & Ames (1997), as EROs são formadas em resposta a estímulos 

extracelulares e intracelulares. Estima-se que uma célula humana é exposta a cerca de 1,5×10
5 
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acessos oxidativos por dia, a partir de radicais hidroxil e outras espécies reativas. Entre os 

eventos que geram essas espécies reativas tem-se como o principal a cadeia de transporte de 

elétrons na mitocôndria, onde do total de O2 mitocondrial consumido, cerca de 1% a 3% é 

desviada para a formação de EROs, e este desvio, acredita-se, ser tecido e espécies 

dependente (Ames et al., 1993; Halliwell & Cross, 1994). Outras importantes fontes de EROs 

incluem o sistema do citocromo P450, enzimas oxidantes, como a xantina oxidase endotelial, 

NAD(P)H oxidases e mieloperoxidases (Bedard & Krause, 2007; Altenhofer, 2012; Kleikers 

et al., 2012). Assim como as reações de auto-oxidação de substâncias endógenas como 

catecolaminas, ou substratos exógenos como os xenobióticos, bem como a oxidação de 

produtos reduzidos acumulados, por exemplo, nos processos do metabolismo anaeróbico, ou 

ainda, pelo grupo heme das proteínas (Kovacic et al., 2005; Lenaz, 2012).   

As variadas reações dos radicais livres em geral podem levar à formação de complexos 

com proteínas, glicoproteínas, purinas e pirimidinas, formação de produtos de oxidação de 

tióis, peróxidos lipídicos, polímeros, epóxidos, endoperóxidos e produtos de cissão, como 

alquenais e hidroalquenais, que são citotóxicos. Algumas dessas reações podem afetar a 

atividade enzimática (Halliwell & Cross, 1994).  

Os efeitos benéficos das EROs ocorrem em concentrações baixas/moderadas e envolvem 

funções fisiológicas em respostas celulares, como por exemplo, a defesa contra agentes 

infecciosos, sistemas de sinalização intracelular e indução de resposta mitogênica. Como 

efeitos prejudiciais, as EROs causam potenciais danos biológicos, através do chamado 

estresse oxidativo, que afeta estruturas celulares, incluindo lipídeos e membranas, proteínas e 

ácidos nucléicos (Kovacic & Jacintho, 2001; Valko et al., 2001; Valko et al., 2007; Ridnour 

et al., 2005). Normalmente, isto ocorre em sistemas biológicos quando há uma superprodução 

de EROs de um lado e uma deficiência de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos de 

outro lado.  

Uma definição clássica de estresse oxidativo é a de Helmut Sies (1985), onde o estresse 

oxidativo “é um desequilíbrio entre os oxidantes e os antioxidantes, em favor dos oxidantes”, 

mas esse conceito de “equilíbrio” implica que os sistemas biológicos respondam da mesma 

forma para uma diminuição de pró-oxidantes e um aumento de antioxidantes. Entretanto, 

múltiplos sistemas estão envolvidos, tais como sinalização redox, o que nos leva a acreditar 

que esses sistemas não respondem da mesma maneira aos oxidantes e antioxidantes, uma vez 

que existem muitos estudos que mostram que os antioxidantes tornam-se pró-oxidantes em 



CAMINI, F.C.                                                                                           Revisão Bibliográfica 

 

22 

 

algumas condições. Dessa forma, um conceito mais atual sobre “uma ruptura/desregulação da 

sinalização e controle redox”, proposta por Jones (2006) é uma definição mais abrangente de 

estresse oxidativo (Silva, 2011).  

Sabe-se que os sistemas biológicos oferecem condições favoráveis para ocorrência de 

reações de caráter oxidativo, devido à existência de lipídeos insaturados nas membranas 

celulares, e pela abundância de reações oxidativas que ocorrem durante o metabolismo 

normal. A disponibilidade de antioxidantes e a capacidade de inativação ou eliminação dos 

produtos oxidados formados são fatores que influenciam o tipo de resposta de uma célula ou 

de um tecido ao estresse oxidativo (Jordão et al., 1998). 

O excesso de EROs produzido pode causar danos ao DNA, lipídeos e proteínas levando à 

perda da integridade e funcionalidade celular. Esse dano oxidativo acumula durante o ciclo de 

vida, e acredita-se que desempenha um papel chave no desenvolvimento de doenças 

dependentes da idade tais como o câncer, arteriosclerose, artrite, doenças neurodegenerativas, 

distúrbios entre outras (Halliwell & Gutteridge, 1999). Dessa forma, para evitar a formação de 

EROs, a neutralização e o reparo dos danos ocasionados por elas, existe um sistema de defesa 

antioxidante que, sob condições fisiológicas, não permite ação prejudicial excessiva das EROs 

(Nakashima et al., 2003; Forman & Dickinson, 2004; Armogida et al., 2012).  

 

2.5.1 - Defesas Antioxidantes 

 

O termo antioxidante tem sido definido como "qualquer substância que, quando presente em 

concentrações baixas, em comparação com as de um substrato oxidável (cada molécula 

orgânica encontrada in vivo) significativamente atrase ou impeça a oxidação do referido 

substrato" (Halliwell & Gutteridge, 1999). Porém, em certos casos, esta definição é 

inadequada, como por exemplo, a albumina plasmática, que é considerada um importante 

antioxidante por se ligar ao cobre e proteger alvos extracelulares como as lipoproteínas de 

baixa densidade (LDLs) contra o dano oxidativo. Entretanto, a albumina apresenta-se em 

excesso molar em comparação às LDLs (Halliwell, 1996). Dessa forma, a melhor definição de 

antioxidante é “qualquer substância que atrase, previna ou remova o dano oxidativo de uma 

molécula-alvo” (Halliwell & Gutteridge, 2007). Observa-se que mesmo a nível fisiológico, 

não há uma total prevenção na formação/atuação das EROs. A eficácia do sistema 
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antioxidante depende da molécula geradora do estresse oxidativo e da sua localização, intra 

ou extracelular.  

O sistema de defesa antioxidante se divide em enzimático e não-enzimático. Entre os 

antioxidantes não-enzimáticos, a grande maioria deles, com exceção dos antioxidantes de 

baixo peso molecular, são obtidos de fontes dietéticas, que são classificados em várias classes, 

das quais os polifenóis são a maior. As outras classes incluem as vitaminas C, E (α-tocoferol), 

carotenóides, compostos organosulfurados, minerais e cofatores que desempenham um papel 

importante na manutenção da saúde humana (Ratnam et al., 2006).  

Os antioxidantes enzimáticos são produzidos endogenamente e fazem parte de um 

complexo sistema de detoxificação de três fases, altamente conservado entre os eucariotos 

(Xu et al., 2005; Sarkadi et al., 2006). Endobióticos lipofílicos ou xenobióticos são 

solubilizados através da modificação por enzimas, como a citocromo P450 (CYP) e 

desidrogenases/redutases de cadeia curta (SDRs). Estas enzimas usam NAD ou NADP como 

cofator para adicionar um grupo reativo, como o radical hidroxil. Isso permite que compostos 

tóxicos sejam excretados, mas pode também produzir compostos reativos nocivos (Sarkadi et 

al., 2006). Os danos ao DNA, RNA e às proteínas ocorrem se estas moléculas reativas não 

forem metabolizadas pelas enzimas de fase 2 (Vermeulen et al., 1996).  

As enzimas de fase 2 além de defenderem as células contra compostos gerados na fase 1 

também agem sobre as EROs produzidas endogenamente. Elas englobam um grupo diverso 

constituído de enzimas que metabolizam radicais livres, reparam estruturas celulares ou 

conjugam diretamente xenobióticos e lipídeos peroxidados (Sarkadi et al., 2006). Os 

antioxidantes dessa fase incluem as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa S-transferase (GST), γ-glutamilcisteína sintetase (GCS), glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GR) (Christofidou-Solomidou & Muzykantov, 2006).  

Na última fase de detoxificação, os conjugados tóxicos são bombeados para fora da 

célula por transportadores cassetes de ligação de ATP (Transportador ABC) ou outros 

transportadores (Sarkadi et al., 2006).  

Entre as principais enzimas antioxidantes estão a superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx). As superóxido dismutases são metaloenzimas que 

protegem os alvos do ataque do ânion superóxido em até 97%. Elas são a primeira e mais 

importante linha do sistema de defesa enzimático. Estão presentes essencialmente em todas as 

células do corpo e atualmente existem em três isoformas: a citoplasmática, Cu/ZnSOD (ou 
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SOD1), a mitocondrial, MnSOD (ou SOD2) e a extracelular, Cu/ZnSOD (ou SOD3) (Perry et 

al., 2010). 

Todas as isoformas da SOD agem por um mecanismo comum de dismutação do ânion 

superóxido, produzindo o peróxido de hidrogênio, que é menos potente em relação àquele, 

como mostra a equação de redução (3): 

 

(3) - 2O
•−

 + 2H
+
 + SOD → H2O2 + O2 

 

Outra enzima importante que participa do sistema de defesa antioxidante é a Catalase. 

Uma proteína homotetramérica (240kDa), presente em células de plantas, animais e bactérias 

aeróbicas, mas a sua concentração é mais elevada em eritrócitos e no fígado (Masters et al., 

1986). A Catalase está localizada principalmente nos peroxissomos, mas também na 

mitocôndria e no núcleo. A enzima promove a conversão de peróxido de hidrogênio à água e 

oxigênio molecular, sendo de grande importância, uma vez que impede a formação do radical 

OH
• 
que é muito prejudicial. Além disso, demonstrou-se que as atividades da Catalase e SOD 

apresentam uma correlação linear com o tempo de vida em mamíferos (Cutler, 1984). A 

catalase apresenta uma das mais altas taxas de rotatividade para todas as enzimas, sendo que 

uma molécula de catalase pode converter aproximadamente 6 milhões de moléculas de 

peróxido de hidrogênio a cada minuto (Valko et al., 2006), de acordo com a reação (4): 

 

(4) - 2H2O2 + CAT → 2H2O + O2 

 

A catalase é mais eficaz quando há concentrações elevadas de H2O2, em baixas 

concentrações deste composto ou outros peróxidos, o sistema de defesa da glutationa entra em 

ação. 

A Glutationa é um tripeptídeo linear (γ–glutamil–cisteinil-glicina), sintezada a partir do 

glutamato, cisteína e glicina. É o tiol não protéico mais abundante nas células dos mamíferos, 

sua concentração é de aproximadamente 2mM e mais de 10 mM em eritrócitos humanos e 

hepatócitos, respectivamente (Joseph et al., 1997). Constitui um sistema de defesa endógeno 

muito importante que tem sido implicado na modulação imune e em respostas inflamatórias 

(Deneke & Fanburg, 1989; Droge et al., 1994). Entre estes eventos incluem a modulação da 
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sinalização redox, regulação da proliferação celular, apoptose e respiração mitocondrial 

(Evans et al., 1991; Brown, 1994).  

Na célula, cerca de 90% da Glutationa está localizada no citoplasma, 10% na mitocôndria 

e uma pequena porcentagem no retículo endoplasmático (Hwang et al., 1992). 

Aproximadamente 85% da Glutationa celular total está livre, enquanto que o resto está ligado 

às proteínas (Sies, 1999). 

A glutationa é sintetizada no meio intracelular (exceto em células epiteliais) em duas 

etapas. Na primeira, a síntese envolve a formação de glutamil-cisteína a partir do glutamato e 

da cisteína em uma reação dependente de ATP e catalisada pela γ–GCS (γ–glutamil-cisteína-

sintetase), que requer Mg
2 +

 ou Mn
2 +

 como cofator. Esta é considerada uma etapa limitante, 

pois, depende da biodisponibilidade da cisteína e da atividade da γ–GCS, que é inibida por 

feedback pela glutationa reduzida (GSH) (Meister & Anderson , 1983). Na segunda etapa, a 

glutationa sintetase (GS) adiciona glicina ao glutamil-cisteína para formar a glutationa (γ-

glutamil-cisteinil-glicina). Caso a conversão da glutamil-cisteína em glutationa seja 

insuficiente, uma reação alternativa predomina: a conversão à 5-oxoprolina catalisada pela γ-

glutamilciclotransferase (Kanzok et al., 2000). A produção excessiva de 5-oxoprolina ocorre 

em casos de deficiência hereditária da glutationa sintetase e é caracterizada por 5-

oxoprolinúria, acidose metabólica crônica e distúrbios neurológicos. A biossíntese da GSH 

pode ser inibida pela butionina sulfoximina (BSO), um inibidor com estrutura similar a um 

intermediário ativado na reação catalisada pela γ-glutamilcisteína sintetase (Andricopulo et 

al., 2006). 

A Glutationa se apresenta, em mais de 98% do seu total, como Glutationa reduzida 

(GSH) e o restante na forma de Glutationa oxidada (GSSG). A GSH é convertida a GSSG 

pela Glutationa peroxidase (GPx), durante períodos de estresse oxidativo e é revertido para a 

forma reduzida pela Glutationa redutase (GR). A razão GSH/GSSG é utilizada para estimar o 

estado redox dos sistemas biológicos sendo crucial na manutenção da homeostase intracelular 

(Rotruck et al., 1972; Meister & Anderson, 1983).  

A Glutationa está presente na maioria das células e é o grupamento tiol (-SH) mais 

abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento 

sulfidril (-SH), presente na cisteína. O fígado sintetiza a Glutationa e a sua forma exógena 

pode ser absorvida no intestino, além disso, ela pode ser sintetizada de novo, sendo então um 

antioxidante exógeno e endógeno (Fang et al., 2002).  
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As Glutationas peroxidases (GPx) são uma família de enzimas que incluem três enzimas 

dependentes de selênio e uma peroxidase independente desse elemento. Podem ser divididas 

em dois grupos, celulares e extracelulares. Em geral, a Glutationa peroxidase é uma proteína 

tetramérica (85 kDa) e requer 4 átomos de selênio vinculados como porções seleno-cisteína 

que conferem a atividade catalítica. A GPx reduz o H2O2 à H2O, oxidando a Glutationa 

(Kinnula et al., 1995), conforme a reação (5): 

 

(5) - H2O2 + 2GSH → 2H2O + GSSG 

 

A redução da forma oxidada da Glutationa (GSSG) é catalisada pela GR. Esta enzima não 

age diretamente na remoção das EROs, porém é responsável pela regeneração da Glutationa 

na presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), tendo como objetivo 

impedir a paralisação do ciclo metabólico da Glutationa (Halliwell & Gutteridge, 1989) 

(reação 6): 

 

(6) - GSSG + NADPH + H
+
 → 2GSH + NADP

+ 

 

Essa capacidade de reciclar a Glutationa faz com que esse ciclo seja essencial para o 

mecanismo de defesa antioxidante da célula e evite o esgotamento dos tióis celulares (Heffner 

& Repine, 1989), sendo que para a manutenção do ambiente redutor intracelular a razão 

GSH/GSSG deve ser mantida em níveis altos (Sies & Moss, 1978; Halliwell & Gutteridge, 

2007). Para isso, a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) não deixa de estar 

envolvida com as defesas antioxidantes, pois fornece os equivalentes redutores (NADPH) 

para regeneração da Glutationa. Quando o fornecimento de NADPH fica prejudicado, a 

função antioxidante da Glutationa também fica afetada, pois a GSH não pode ser regenerada, 

causando sérios danos ao metabolismo celular. Neste sentido, a G6PDH também pode ser 

considerada uma enzima antioxidante coadjuvante (Slekar et al., 1996). Além disso, a 

Glutationa pode através da glutationa-S-transferase (GST) detoxificar aldeídos reativos (como 

o malondialdeído), hidroxialdeídos, cetoaldeídos-α,β-insaturados e/ou seus respectivos 

epóxidos que são gerados durante a peroxidação lipídica.  

Assim, a Catalase e a GPx reduzem o H2O2 à H2O, uma vez que o aumento do H2O2 

inativa lentamente a SOD. Portanto, a Catalase e a GPx, ao reduzir o H2O2 conserva a SOD e 
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esta, reduzindo o superóxido, por sua vez, conserva a Catalase e a GPx. Baixos níveis da 

Catalase, GPx e SOD, assim como, de superóxido e peróxido de hidrogênio, são então 

mantidos por um mecanismo de feedback, em organismos normais (Rahman et al., 2006), que 

pode ser melhor visualizado em conjunto na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Formação de espécies reativas de oxigênio e mecanismos antioxidantes nos sistemas 

biológicos. O O2 é convertido em O2
•−

 por enzimas oxidativas no retículo endoplasmático (RE), 

mitocôndrias, membrana plasmática, peroxissomas e citosol. O O2
•−

 é convertido em H2O2 por 

dismutação e, daí em OH
• 
pela reação de Fenton catalizada por Cu 

2+/
Fe 

2+
. O H2O2 também é derivado 

diretamente de oxidases nos peroxissomas. Outro radical potencialmente lesivo não é mostrado: o 

oxigênio singleto. A resultante lesão por radicais livres dos lipídeos (peroxidação), proteínas e DNA 

acarreta várias formas de lesão celular. Repare que o superóxido catalisa a redução de Fe 
3+

 em Fe 
2+

, 

aumentando assim a geração de OH
• 
pela reação de Fenton. As principais enzimas antioxidantes são a 

SOD, CAT e GPx. GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; NADPH, forma reduzida de 

fosfato de dinucleotídeo de adenina nicotinamida.  

Fonte.:http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Super%C3%B3xido+Dismutase&lang

=3 
 

 

 

 

 

http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Super%C3%B3xido+Dismutase&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Super%C3%B3xido+Dismutase&lang=3
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2.5.2 - Estresse Oxidativo e Doenças Virais 

 

Como visto, as espécies reativas estão intimamente envolvidas na regulação do metabolismo e 

na fisiologia celular, o que é muito relevante no contexto das doenças infecciosas causadas 

pelos vírus, os quais dependem dos mecanismos de biossíntese das células do hospedeiro. 

Assim, sabe-se que baixos níveis de EROs ativam a proliferação celular e a maioria dos vírus 

multiplica-se melhor em células que estão proliferando (Peterhans, 1997a, b). No entanto, 

com o progresso da infecção, mais EROs são formadas afim de conter a multiplicação viral, 

levando a um aumento na produção dessas espécies que culmina com o estresse oxidativo e 

seus efeitos tóxicos para o hospedeiro.  

Dessa forma, o estresse oxidativo tem surgido como fator chave na progressão da 

patogênese causada por diversos agentes etiológicos virais, como o vírus da hepatite C 

(HCV), vírus influenza, HIV, DENV, vírus respiratório sincicial (RSV), vírus linfotrópico 

humano de células T (HTLV-1), o vírus da hepatite B (HBV) e o phlebovírus RVFV (Dröge 

et al., 1994; Akaike et al., 1996; Schwarz, 1996; Peterhans, 1997, a e b; Gil et al., 2002; 

Stehbens, 2004; Abel et al., 2009; Hosakote et al., 2009; Seet et al., 2009; Huang et al., 2010; 

Pal et al., 2010; Hosakote et al., 2011; Narayanan et al., 2011; Wang et al., 2013). 

Já foi demonstrado que a infecção em fagócitos pelos vírus influenza e paramyxovirus 

ativa a geração do ânion superóxido por um mecanismo que envolve a interação entre as 

glicoproteínas da superfície viral e a membrana plasmática do fagócito (Peterhans, 1997a, b). 

Além disso, humanos infectados com o HIV estão sob atuação constante do estresse 

oxidativo, com alterações nas defesas antioxidantes, incluindo alterações no ácido ascórbico, 

carotenóides, SOD e Glutationa, assim como níveis séricos elevados de hidroperóxidos e 

malondialdeído (aldeído mais abundante gerado pelo ataque dos radicais livres aos ácidos 

graxos poli-insaturados das membranas celulares), contribuindo para a progressão da doença 

(Droge et al., 1994; Peterhans, 1997a; Coaccioli et al., 2010).  

Nas hepatites virais, como aquelas causadas pelo HCV e HBV, a produção de espécies 

reativas contribui para o aparecimento de carcinoma hepatocelular, um tumor visto depois de 

anos de inflamação crônica do fígado. Antioxidantes e agentes que diminuem a produção de 

citocinas pró-inflamatórias podem ser um complemento útil dos antivirais específicos, no 

tratamento dessas doencas virais (Peterhans, 1997a;  Machida et al., 2006; Wang & Weinman, 

2006; Abel et al., 2009; Darvesh & Bishayee, 2010; Pal et al., 2010;).  
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A infecção de células epiteliais das vias aéreas pelo RSV também induz a produção de 

EROs (Casola et al., 2001; Liu et al., 2004). Em camundongos infectados, o RSV induz 

estresse oxidativo nos pulmões, e o tratamento antioxidante melhora os sinais clínicos e a 

inflamação pulmonar (Castro et al., 2006).  

Em casos humanos de infecção pelo DENV, diversos estudos apontam alterações no 

estado redox que contribuem para a patogênese da doença. Além disso, alguns marcadores do 

dano oxidativo apresentam-se alterados durante as diferentes fases da infecção, fase febril e 

fase convalescente, podendo funcionar como marcadores da evolução da doença (Gil et al., 

2004; Klassen et al., 2004; Seet et al., 2009).  

Diante dessas e outras evidências crescentes de que as espécies reativas estão 

relacionadas com o agravamento da patogênese de uma variedade de doenças virais (gripe, 

dengue, AIDS, hepatite e doencas respiratórias), aliado ao fato de que não existem na 

literatura trabalhos pautando os bunyavirus em relação ao estresse oxidativo causado, esse 

trabalho teve como objetivo investigar a patogênese do CARV em camundongos, através da 

avaliação da modulação da homeostase celular oxidativa. O estudo foi realizado no fígado, 

uma vez que, em camundongos, está demonstrado que esse é um órgão alvo da infecção e 

sítio ativo da replicação viral e, ainda não se sabe o efeito da patogênese causada em 

humanos. 

Elucidar os mecanismos inflamatórios frente à infecção pelo CARV, ampliar os 

conhecimentos sobre os aspectos relacionados à sua patogênese bem como abrir perspectivas 

frente ao uso de antioxidantes como moduladores do estresse oxidativo e potencial abordagem 

farmacológica, são de primordial importância, visto ser essa doença um problema de saúde 

pública e potencialmente de caráter emergente.  
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3 - OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo Geral 

Caracterizar um modelo murino de hepatite desencadeada pelo vírus Caraparu e avaliar o 

envolvimento do estresse oxidativo e defesas antioxidantes nessa patologia.  

 

3.2 - Objetivos Específicos 

 Em soro de camundongos infectados ou não com o vírus Caraparu e eutanasiados 3, 7 e 14 

dias pós-infecção, avaliar: 

I – A função hepática através da dosagem sérica de alanina e aspartato 

aminotransferases (ALT/AST); 

 Em fígado de camundongos infectados ou não com o CARV e eutanasiados 3, 7 e 14 dias 

pós-infecção, avaliar: 

II - As alterações decorrentes da infecção no fígado por histopatologia e 

imunohistoquímica; 

 

III – O número de células inflamatórias no fígado por morfometria; 

 

IV – A expressão gênica da citocina pró-inflamatória TNF- α; 

 

V – Os biomarcadores de estresse oxidativo: TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico - peroxidação lipídica) e Proteína Carbonilada (oxidação protéica). 

 

VI – Os níveis de Glutationa Total; 

 

VII – A expressão gênica das isoformas da Superóxido Dismutase SOD1, SOD2 e 

SOD3 e da enzima Catalase; 

 

VIII – A expressão protéica da SOD1 e da Catalase por Western Blot; 

 

IX – A atividade total das enzimas SOD e CAT. 
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4 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 - Animais e amostra do vírus Caraparu 

 

Foram utilizados 48 camundongos da linhagem BALB/c adultos jovens (5-6 semanas de vida) 

provenientes do Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR/Fiocruz) de Belo Horizonte, Minas 

Gerais. Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética do Uso em Animais 

(CEUA) da UFOP (comprovante em anexo, página 79). O CARV (BeAn 3994 - ATCC) foi 

gentilmente cedido pelo Prof. Paulo César Peregrino Ferreira (UFMG) com título de 10
6 

UFP/mL.  

 

4.2 - Delineamento experimental 

 

Os 48 camundongos foram divididos em três grupos (grupos I, II e III), contendo 16 animais 

em cada.  Oito animais de cada grupo foram infectados via subcutânea com 100L do CARV, 

contendo 10
5
 UFP.  Os outros oito animais de cada grupo (animais controle) foram inoculados 

via subcutânea com 100L de Meio Mínimo de Eagle (MEM, Cultilab) sem Soro Fetal 

Bovino (SFB, Cultilab).   

As injeções foram feitas com o auxílio de uma seringa de tuberculina (BD Plastipak 0,38 

x 13- 27,5 G1/2). Todos os animais foram mantidos em gaiolas com sistema de microisolador. 

Após as injeções, os camundongos foram observados diariamente com relação aos sinais 

clínicos de doença.  

Os animais do grupo I foram eutanasiados após 3 dias,  os dos grupo II após 7 dias, e o 

grupo III após 14 dias. Antes da eutanásia, os animais foram anestesiados com solução de 

cloridrato de cetamina (Ketamina 10% Agener União) e cloridrato de xilazina (Kensol 

Cloridrato de xilazina 2% König). A eutanásia foi realizada por deslocamento cervical. O 

sangue total foi coletado por punção cardíaca para posterior obtenção do soro. O fígado de 

cada animal foi obtido e colocado separadamente em tubos, em banho de gelo e então 

conservados em freezer -80ºC até o momento do uso. Todo procedimento foi feito em capela 

de fluxo laminar com auxílio de material cirúrgico estéril. 
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4.3 - Dosagem da atividade da aspartato e alanina aminotrasnferases (AST/ALT) 

 

Para determinação da função hepática, níveis séricos de AST e ALT foram mensurados, 

utilizando-se os kits Labtest # 52 e 53 (Minas Gerais, Brasil), de acordo com recomendações 

do fabricante. 

 

4.4 - Histopatologia, Imunohistoquímica e Contagem das células inflamatórias 

 

Amostras de fígado foram fixadas em solução de formol 10% em PBS e depois embebidas em 

parafina. Em seguida, cortes dos blocos contendo os tecidos foram corados com Hematoxilina 

& Eosina (H&E) (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) para estudos histopatológicos. Ainda, para 

análises imunohistoquímicas, cortes parafinados foram desparafinados em xilol, hidratados 

em álcool, lavados em PBS por 5min e então incubados em água oxigenada 3,5% por 30min. 

O bloqueio da peroxidase endógena foi feito pela incubação com soro normal de cabra a 7% 

por 30min a temperatura ambiente. Após o bloqueio da peroxidase endógena, os cortes foram 

lavados com PBS e incubados por 18h a 4ºC com fluido ascítico murino contendo anticorpo 

anti-arbovírus do grupo C-I (NIH), na diluição 1:1000, feita em PBS contendo 0,4% Triton X-

100. Após incubação com anticorpo primário, secções dos tecidos foram lavadas 3 vezes com 

PBS e incubadas 90min à temperatura ambiente com anticorpo secundário biotinilado 

(DAKO, NIH), em seguida lavadas com PBS e tratadas com o anticorpo terciário contendo 

estreptavidina conjugada a peroxidase (DAKO, NIH) por 60min à temperatura ambiente. 

Secções foram então lavadas em PBS contendo 3’,3’- diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(Sigma) (0,05%) e peróxido de hidrogênio (0,03%). As secções foram lavadas com PBS e 

coradas com H&E. A contagem de células inflamatórias no parênquima hepático foi feita em 

secções histológicas de fígado, coradas em H&E, com o auxílio do fotomicroscópio Leica 

DM5000 e o programa Leica Qwin Image Processing and Analysis Software (Germany).  
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4.4 - Dosagem de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

A determinação da concentração de TBARS foi baseada na capacidade do ácido tiobarbitúrico 

em se ligar a lipídeos oxidados. Essa dosagem foi realizada conforme descrito por Buege & 

Aust (1978).  

 

PREPARO DA AMOSTRA BIOLÓGICA 

100mg do fígado foram homogeneizados com 1mL de tampão fosfato, pH 7,4 e em seguida 

centrifugados por 10min à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra biológica. 

 

PROCEDIMENTO DE DOSAGEM 

Em um tubo foram colocados 500L do homogeneizado, 250L de ácido tricloroacético 

(TCA) 28% dissolvido em HCl 0,25N, 250L de ácido tiobarbitúrico 1% dissolvido em  ácido 

acético 1:1 e 125L de BHT (hidroxi tolueno butilado) 5mM dissolvido em etanol. Este tubo 

foi levado ao vórtex e colocado em banho maria a 95ºC por 15min. Após esse período, o tubo 

foi centrifugado por 10min a 10000g. O sobrenadante foi lido no espectrofotômetro a 535nm, 

sendo primeiro zerado com água destilada.  

 

CÁLCULOS 

A concentração de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extinção molar ε = 

1,56 X 10
5 

L.mol
-1

.cm
-1

, segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa concentração é 

representada em nmoles por mg de proteína. Para se obter a concentração de TBARS em 

relação a concentração de proteínas totais no fígado, este parâmetro foi determinado pelo 

método de Lowry. 

 

4.6 - Dosagem de proteínas totais em tecidos (Método de Lowry) 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

O método de dosar proteína Lowry foi descrito a primeira vez por Lowry e colaboradores 

(1951). O método de Lowry é baseado nas ligações das proteínas, que em meio alcalino, com 
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os íons cobre (Cu
2+

) formando uma cor azul que é dependente em partes, do índice de tirosina 

e triptofano da amostra, já que os íons cobre catalisam a oxidação de aminoácidos aromáticos.  

 

REAGENTES 

- Reagente A: foram dissolvidos 0,25g de sulfato de cobre e 0,5g de citrato de sódio em 

100mL de água destilada. A solução foi armazenada, no escuro, em temperatura ambiente. 

- Reagente B: foram dissolvidos 5g de carbonato de sódio e 1g de hidróxido de sódio em 

250mL de água destilada. A solução foi armazenada a temperatura ambiente. 

- Reagente C: foi adicionado 1mL do reagente A em 50mL do reagente B. Preparado na hora 

do teste. 

- Reagente D: foi dissolvido um 1mL de Folin-Ciocateau em 1mL de água destilada. 

Preparado na hora do teste. 

 

CURVA PADRÃO  

Foram realizados quatro pontos para a curva, pelo seguinte procedimento: 

P1- 25µL de uma solução estoque de proteínas a 0,2mg/dL e o volume completado com água 

destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,05mg/mL. 

P2- 7,5µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com água 

destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,15mg/mL. 

P3- 715µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com água 

destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,35mg/mL. 

P4- 25µL de uma solução estoque de proteínas a 2mg/dL e o volume completado com água 

destilada para 100mL. A concentração final obtida deste ponto foi de 0,5mg/mL. 

 

PROCEDIMENTO DE DOSAGEM  

Em um tudo de polipropileno, foram pipetados 10µL de amostra ou padrão e completados 

para 100µL com água destilada. O branco, usado para zerar o espectrofotômetro, foi feito 

apenas com 100µL de água destilada. Posteriormente foi adicionado 1mL do reagente C em 

todos os tubos. A mistura foi levada ao vórtex e mantida a temperatura ambiente por 15 min. 

Em seguida, foram adicionados em cada tubo, 100µL do reagente D. O volume foi misturado 

e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 30 min. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro a 660nm. 
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CÁLCULOS 

Foi feito um gráfico expressando a concentração do padrão (Eixo Y) X absorbância do padrão 

(Eixo X). Após regressão linear, foi determinada a equação da reta com a seguinte 

característica: Concentração = a X Absorbância + b. Esta equação foi utilizada para 

determinar a concentração de proteínas totais nos homogenato de tecido. Todas as 

concentrações foram obtidas em mg/mL. 

 

 

4.7 - Dosagem de Proteína Carbonilada 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

A oxidação de proteínas por EROs leva à formação de derivados carbonílicos. Estes podem 

ser mensurados por métodos sensíveis, particularmente aqueles que utilizam o 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com grupos carbonílicos gerando a hidrazona 

correspondente, a qual pode ser analisada espectrofotometricamente. A determinação da 

concentração sérica de proteína carbonílica foi realizada conforme descrito por Levine e 

colaboradores (1994).  

 

PREPARO DA AMOSTRA BIOLÓGICA 

200mg do fígado foram homogeneizados com 1mL de tampão fosfato 50mM, pH 6,7, 

contendo EDTA 1mM. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 10000g, por 10min à 

4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra biológica.  

 

PROCEDIMENTO DE DOSAGEM 

Para cada amostra foram utilizados dois tubos de polipropileno, um foi denominado de 

Amostra (A) e outro de Controle (C). Foram transferidos 500L de homogeneizado de fígado 

para cada tudo. Em seguida, foram adicionados aos tubos 500L de TCA 10% e misturados 

no vórtex. Logo após, os tubos foram centrifugados à 5000g por 10min à 4°C. O próximo 

passo foi adicionar ao tubo A 500L de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) e ao tubo C 500L 

de HCl à 2,5M. Ambos foram mantidos no escuro à temperatura ambiente por um período de 

30min, e a cada 15min foram misturados no vórtex. Em seguida, foram adicionados 500L de 
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ácido tricloroácetico (TCA) 10% em cada tubo, misturados no vórtex e centrifugados à 5000g 

por 10min à 4°C. Depois de centrifugados, o sobrenadante dos tubos foi descartado e 1mL de 

mistura de etanol com acetato de etila foi adicionado aos tubos e misturado no vórtex. Uma 

nova centrifugação foi realizada. Em seguida, o sobrenadante dos tubos A e C foram 

descartados e à estes foi adicionado  mais 1mL da mistura etanol e acetato de etila, misturados 

no vórtex e novamente centrifugados. No final das centrifugações, o sobrenadante dos tubos 

A e C foram novamente descartados e adicionado em ambos 1mL de SDS 6%, misturados no 

vórtex e centrifugados à 10000g por 10min à 4°C. Finalmente o sobrenadante dos tubos foram 

retirados e transferidos para cubeta, onde foram lidos no espectrofotômetro à 370nm. 

 

CÁLCULOS 

A concentração de proteína carbonilada foi determinada utilizando a seguinte equação de 

Lambert Berr: ..bCA   

Onde A é a subtração da absorbância do tubo A (amostra) pela absorbância do tubo C 

(controle), C é a concentração, b é o caminho óptico e ε é o coeficiente de extinção molar. O 

conteúdo de proteína carbonílica foi calculado usando o coeficiente de extinção molar de 22 

000 M-1 cm-1 e expresso por nmol de proteína carbonilada formada por mg de proteína. Para 

se obter a concentração de proteína carbonilada em relação a concentração de proteínas totais 

no fígado, este parâmetro foi determinado pelo método de Lowry, como descrito no item 4.6. 

 

 

4.8 - Dosagem de Glutationa total 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

O kit utilizado foi Sigma # CS0260. A glutationa está presente nas células principalmente na 

sua forma reduzida (GSH) representando em torno de 90%, o restante aparece na forma de 

glutationa oxidada (GSSG). Este kit utiliza um método cinético para mensurar os níveis de 

glutationa total (GSH+GSSG) em amostras biológicas, através da redução do DTNB (Ácido 

5,5´-Ditio-bis-(2-nitrobenzóico) à TNB. 
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PREPARO DOS REAGENTES DE ESTOQUE  

- Solução de ácido sulfosalicílico (SSA) 5%.  

- Tampão fosfato 5X (500mM), contendo 5mM EDTA.  

- Solução padrão estoque de glutationa: 0,3mg de glutationa reduzida em 0,1mL de água 

destilada.  

- Solução de estoque de DTNB: 8mg de DTNB foram diluídos em 5,33mL de dimetil 

sulfosalicílico (DMSO), resultando em uma solução com 1,5mg/mL de concentração.  

- Estoque de NADPH (solução de 40mg/mL). 

 

PREPARO DA AMOSTRA BIOLÓGICA  

100mg de tecido foram homogeneizados com 1mL de ácido de sulfosalicílico 5% (SSA), e em 

seguida centrifugado a 10000g, por 10 min à 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado como 

amostra biológica.  

 

PREPARO DOS REAGENTES DE TRABALHO  

- Solução de enzimas diluída: Diluir 15,2μL de glutationa redutase (100unidades/mL) em 

250μL de tampão fosfato 1x. 

- Solução de NADPH de trabalho: Da solução de estoque de NADPH preparada retirar 30μL 

para 7,5mL de tampão fosfato 1x.  

- Mistura de trabalho: 8mL de tampão 1x, 228μL da solução de enzimas diluída e 228μL de 

DNPH solução de estoque.  

- Solução padrão de glutationa – preparar para a curva padrão: Diluir 10μL de solução estoque 

de glutationa padrão com 2mL de ácido SSA 5%. 

 

PROCEDIMENTO PARA DOSAGEM  

A confecção da curva padrão e as dosagens nas amostras foram feitas em placas de Elisa. Os 

reagentes e a seqüência de adições estão descritas nas tabelas abaixo.  
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PROCEDIMENTO PARA CURVA PADRÃO 

 

Poço 1 2 3 4 5 

[GSH] µM 50 25 12,5 6,25 3,125 

Solução de GSH 

(µL) 

50 25(tubo 1) 25(tubo 2) 25(tubo 3) 25(tubo 4) 

SSA 5% (µL) -  25 25 25 25 

nmoles de GSH em 

10 µL de amostra 

0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312 

 

PROCEDIMENTO PARA O TESTE 

 

 Amostra SSA 5% Mistura de trabalho 

Branco - 10 (µL) 150 (µL) 

Padrão (tubos preparados 

para a curva) 

10 (µL) - 150 (µL) 

Amostra 10 (µL) - 150 (µL) 

 

As amostras foram incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 50μL de 

NADPH foram adicionados às mesmas e o cronômetro disparado. As absorbâncias das 

amostras foram lidas durante 5 minutos, no leitor de ELISA à 412 nm. 

 

CÁLCULOS 

Foi feito um gráfico utilizando os pontos obtidos na curva padrão (estes pontos obtidos foram 

o delta das absorbâncias). Após análise de regressão linear, foi determinada a equação da reta. 

Esta equação foi utilizada para determinar a concentração em nmoles de glutationa total em 

10µL de amostra, e este valor convertido para 1mL de amostra. 

 

4.9 - Expressão gênica das enzimas SOD1, SOD2, SOD3 e Catalase e do TNF-α 

 

4.9.1- Extração do RNA total e síntese do cDNA 

 

Cerca de 50mg do figado foram utilizados para extração do RNA total, utilizando-se o kit 

RNAgents®  Promega - Total RNA Isolation System (Madison, EUA), conforme 

recomendações do fabricante. Em seguida, o RNA foi quantificado em espectrofotômetro 

NanoVue (GE Healthcare, Reino Unido) e estocado a -80
o
C até o uso. Para a síntese do 

cDNA, 2μg do RNA total foram usados como molde e as reações feitas para um volume final 
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de 20μL, utilizando-se a enzima MultiScribeTM (50U/μL) e oligos randômicos (GeneAmpR 

RNA PCR, Applied Biosystems, EUA), nas concentrações indicadas pelo fabricante.  

 

4.9.2- PCR em tempo real (qRT-PCR) 

 

O nível de expressão do mRNA das enzimas SOD1, SOD2, SOD3, CAT e TNF-α foram 

avaliados pela técnica de PCR em tempo real (qRT-PCR). Os cDNAs obtidos pela RT-PCR 

foram usados como moldes nas reações de PCR em tempo real, que foram realizadas com o 

kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), conforme recomendações do 

fabricante. As reações foram feitas a 95ºC 15seg e 60ºC 1min, 40 vezes. O aparelho ABI 7300 

Real Time PCR Instrument (Applied Biosystems, EUA) foi utilizado e os valores de Ct 

foram corrigidos pelo valor do gene normalizador GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase). O valor 2
-Ct

 de cada amostra foi calculado e utilizado para expressão dos 

resultados.  

As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores são mostradas abaixo (Tabela IV) e 

foram desenhadas com base nas sequências de nucleotídeos do organismo Mus musculus, 

disponíveis no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). As 

construcoes foram feitas com o auxílio do programa Primer-Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

Tabela IV. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores, tamanho esperado do amplificado e 

número de acesso no GenBank 

 
Gene Foward (5’ – 3’) Reverse (5’ – 3’) Amplicon GenBank 

SOD1 CTGGGCGCCTTCCATCCGT ACTGGTTCACCGCTTGCCTTCTG 173 pb XM_921976 

SOD2 CCAGGATGCCGCTCCGTTATGC TACACGACCGCTGCTCTCCTCAG 179 pb NM_013671 

SOD3 CCATTTGCTGACCACTCCCCCG GCACCTGTCAGGCTCTCCCAAGA 168 pb NM_011435 

Catalase GTCTCACGTTCCGCAGCTCTGC CTCCTATTGGGTTCCCGCCTCC 150 pb NM_009804 

TNF-α CGCGACGTGGAACTGGCAGAA TTGGGGACCGATCACCCCGA 156 pb NM_013693 

GAPDH TGCCAGCCTCGTCCCGTAGA ACTGTGCCGTTGAATTTGCCGT 197 pb BC_145810 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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4.10 – Análise da expressão protéica das enzimas SOD1 e CAT 

 

4.10.1- Extração das proteínas totais do fígado 

 

Para a extração de proteínas totais, 30mg do fígado foram homogeneizados com 1mL do 

tampão de lise (100 mM de Tris-HCl pH 8.0, 1% de Triton X-100, 0.2 mM de EDTA, 20% de 

glicerol v/v, 200 mM de NaCl, 1 mM de NaVO3, 1 mM de PMSF, 5 μg/ml de aprotinina, 2.5 

μg/ml de leupeptina, 50mM de NaF e 1 mM de DTT), deixada em repouso sobre o gelo 

durante 10min e o lisado foi então clarificado dos restos celulares por centrifugação a 10000g 

por 15min a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado para dosagem das proteinas totais pelo 

método de Bradford e para armazenamento a -80°C até o momento do uso. 

 

4.10.2- Western Blot 

 

Após a determinação da concentração de proteínas em cada amostra pelo método de Bradford, 

foram fracionadas em gel de poliacrilamida/SDS(PAGE) 12%, a 60V/100V por 2:30 horas, 

amostras contendo 10µg de proteínas. Em seguida, transferiu-se para membrana de 

nitrocelulose, por 1:20 horas, usando o Mini Trans-Blot Eletrophoretic Tranfer Cell (Bio-Rad, 

Brazil).  As membranas foram então bloqueadas por uma hora, a temperatura ambiente, 

utilizando-se PBS 1x contendo 0,1% de Tween-20 e 5% de leite em pó desnatado. A seguir, 

as membranas foram lavadas três vezes, de cinco minutos cada, em PBS1x, contendo 0,1% de 

Tween-20 e incubadas overnight a 4ºC com anticorpo primário, em PBS1x contendo 5% (p/v) 

de albumina sérica bovina (BSA) e 0,1% de Tween-20.  

Os anticorpos primários usados foram para a SOD1: anti-SOD1 policlonal de coelho 

diluído 1:1000 (Catálogo número sc-11407, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e 

para a Catalase: Anti-CAT monoclonal de coelho diluído 1:1000 (Catálogo número ab-76110, 

ABCAM).  Após incubação overnight, as membranas foram lavadas novamente e incubadas 

por 1h, a temperatura ambiente, com o anticorpo secundário bovino anti-coelho (utilizado 

para SOD e CAT) conjugado à peroxidase (Catálogo número sc-2370, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, EUA), na diluição de 1:3000, em PBS1x contendo 5% (p/v) de 

albumina sérica bovina (BSA) e 0,1% de Tween-20. Em seguida, uma última seção de 

lavagens em PBS/Tween 20 e, as membranas foram então incubadas com solução reveladora 
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“ECL-Plus” usando um sistema de detecção de quimioluminescência como descrito nas 

instruções dos fabricantes (Catálogo número W1015, Promega, Madison, WI, USA), por 3 

minutos e expostas contra filme de raio-X (Kodak) e reveladas utilizando-se revelador e 

fixador (Kodak). 

Após a detecção de um bom resultado, as membranas foram lavadas com PBS/Tween 20, 

três vezes de cinco minutos e bloqueadas novamente por uma hora, a temperatura ambiente, 

utilizando-se PBS 1x contendo 0,1% de Tween-20 e 5% de leite em pó desnatado, em 

seguida, lavadas da mesma maneira e incubadas overnight a 4ºC com o anticorpo monoclonal 

de camundongo anti-β-actina diluído 1:2000 (Catálogo número A1978, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO). Após incubação overnight, as membranas foram lavadas e incubadas por 1h, a 

temperatura ambiente, com o anticorpo secundário de camundongo conjugado a peroxidase, 

diluído 1:5000 (Catálogo número A4416, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e, seguindo o 

descrito acima, as membranas foram reveladas.  

A análise Densitométrica da intensidade das bandas do Western blot foi realizada usando 

o System Alpha Innotech by Alpha View Analise software V.3.0.0.0.  

 

4.11 – Dosagem da atividade total das enzimas SOD e CAT 

 

A atividade enzimática da SOD total e CAT foram analisadas através de ensaios bioquímicos, 

utilizando kits específicos. 

 

4.11.1 - SOD total: 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

O kit utilizado foi o Cayman Chemical Company (MI, USA), o qual usa um sistema de 

geração de ânions superóxido, xantina e xantina oxidase, e avalia a capacidade da solução 

teste, sob condições padrões, em inibir a reação do ânion superóxido com o WST (2-(4 

iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio). Esta reação quando ocorrida forma um composto 

denominado formazan, o qual absorve luz a 450nm. 
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PREPARO DA AMOSTRA BIOLÓGICA 

100 mg do figado foram homogeneizados com 1mL de tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 e em 

seguida centrifugado por 10min a 4ºC. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra 

biológica. 

 

REAGENTES 

- WST (solução de trabalho): foi diluído 1mL de WST em 19mL de solução tampão. 

- Solução de enzima de trabalho: diluídos 15µL da solução da enzima com 2,5mL 

do tampão diluído. 

 

PROCEDIMENTO DE DOSAGEM 

Em uma placa de ELISA, a dosagem foi feita conforme o quadro abaixo: 

 Amostra Branco 1 Branco 2 Branco 3 

1. Amostra 20µL - 20µL - 

2. H2O destilada - 20µL - 20µL 

3.WST de trabalho 200µL 200µL 200µL 200µL 

4. Enzima de trabalho 20µL 20µL 20µL - 

5. Tampão diluído - - - 20µL 

 

Esta placa de ELISA foi incubada por 20min a 37ºC e em seguida as absorbancias das 

amostras foram lidas a 450nm em leitor de ELISA. 
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CÁLCULOS 

Atividade de SOD (velocidade de inibição) = [((A branco1 - A branco 3) – (A amostra – A 

branco 2))/( A branco 1-A branco 3))*100]. Portanto, a atividade da enzima superóxido 

dismutase foi determinada por sua habilidade, contida na amostra, em inibir a reação do ânion 

superóxido com o WST. 

 

 

 

4.11.2 - Catalase 

 

PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

O ensaio é baseado na capacidade da enzima CAT, presente na amostra converter o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular, conforme descrito por Aebi (1984). 

 

PREPARO DA AMOSTRA BIOLÓGICA 

100 mg do figado foram homogeneizados com 1mL de tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 e em 

seguida centrifugado por 10min a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado como amostra biológica. 

 

PROCEDIMENTO DE DOSAGEM 

Em um tubo de polipropileno colocaram-se 50μL de tampão fosfato pH 7,2 (0,1mM) e 40μL 

de agua destilada, o qual foi mantido em banho maria a 30ºC por 1min. Em seguida, foram 

adicionados 10μL da amostra e 900μL de H2O2 (10mM). A solução foi homogeneizada, o 

espectrofotômetro zerado com H2O2 (10mM) em 240nm e as absorbâncias das amostras 

foram medidas exatamente a cada minuto, durante cinco minutos. 

 

CÁLCULOS 

Sabe-se que 1U de catalase equivale a hidrólise de 1μmol de H2O2 por minuto (ε = 39,4 

L.mol
-1

.cm
-1

) (Aebi, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é representada em Unidade 

por mL de amostra e é calculada segundo a lei de Lambert Beer. A absorbância utilizada 

nessa expressão foi o delta obtido das cinco absorbâncias lidas (absorbância final – 

absorbância inicial / 4). 
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4.12 - Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 3.0 software. As diferenças entre 

os grupos infectados e controles foram consideradas significantes quando o valor de p foi 

menor ou igual a 0,05, através do teste t-Student. Alterações entre os grupos infectados pelo 

CARV foram analisadas pelo teste de variância Univarida (ANOVA-one way) com o pós teste 

de Tukey para determinar as diferenças entre os grupos. 



CAMINI, F.C.                                                                                                       Resultados 

 

45 

 

5 - RESULTADOS 

 

5.1 - Evolução da doença e sinais clínicos 

 

Com o objetivo de avaliar se os camundongos infectados desenvolveram doença, todos os 

animais foram observados em relação aos sinais clínicos duas vezes por dia, durante os 14 

dias do experimento. Os sinais clínicos começaram a aparecer nos animais infectados, a partir 

do 2º e 3º dia, dentre eles perda de peso (Figura 8), piloereção, tremores e prostração. A perda 

de peso foi mais acentuada no 3º dia pi, sendo que a partir do 9º dia, nenhum sinal clínico foi 

evidenciado e nenhum dos animais veio a óbito. 
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Figura 8: Evolução do peso corporal dos camundongos BALB/c infectados ou não com o vírus 

Caraparu. O peso corporal de animais controles e infectados foram registados em diferentes dias após 

a inoculação. Dados expressos como a média ± desvio padrão (n = 8 por grupo). (***p<0,0005, 

**p<0,005, teste t-Student). 

 

5.2 - Níveis séricos das aminotransferases hepáticas 

 

Para testar a função hepática, ou seja, se a infecção pelo CARV poderia causar algum dano ao 

fígado, foram dosados os níveis séricos das enzimas Alanina Aminotransferase (ALT), que 

está presente nos hepatócitos e quando há lesão celular ela atinge a corrente sanguínea 

podendo assim, ser mensurada; e da Aspartato Aminotransferase (AST) que tem função 
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similar à ALT, mas além das células hepáticas está presente em hemácias, músculos 

esqueléticos e cardíacos. 

Os níveis dessas enzimas foram mensurados em diferentes dias e apresentaram-se 

elevados no soro dos animais infectados nos dias 3 e 7 pi. No 14º dia pi, os níveis dessas 

enzimas foram compatíveis aos dos animais controles (Figura 9a, b). 
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Figura 9: Atividade de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em 

soro de camundongos BALB/c infectados ou não com o vírus Caraparu. (A) Atividade da AST. 

(B) Atividade da ALT. Os dados estão representados como média ± desvio padrão, onde ***p<0,0005 

e **p<0,005 (teste t-Student). Letras a, b, c representam diferenças entre os grupos dos animais 

infectados (Teste One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 

(a) 

(b) 
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5.3 - Análise Histopatológica, Imunohistoquímica e Morfometria 

 

Para melhor analisar o efeito hepático da infecção pelo CARV nos camundongos, foi feita a 

histopatologia do fígado, que mostrou, nos animais infectados dos dias 3 e 7, um processo 

inflamatório moderado multifocal, em áreas de parênquima e espaço porta, com predomínio 

de células mononucleares (Figura 10b, e). Ainda, foram observados hiperemia de grau 

moderado nos vasos sanguíneos e quadro sugestivo de esteatose microvesicular (Figura 10b, 

e). As alterações histopatológicas foram mais intensas no 7º dia pi (Figura 10e). Nos animais 

dos grupos controles (Figura 10a, d, g) e infectados 14 dias (Figura 10h), o quadro histológico 

foi compatível com a normalidade, sugerindo que no14º dia após infecção o tecido hepático já 

conseguiu reverter os danos causados pela infecção.  

Assim, para correlacionar as alterações histopatológicas com a presença do vírus, ensaios 

de imunohistoquímica foram realizados. Uma imunocoloração positiva citoplasmática foi 

detectada no parênquima hepático de todos os animais infectados, nos diferentes dias (Fig. 

10c, f, i). Uma coloração mais intensa foi observada no parênquima hepático dos animais 

infectados no 3º dia pi (Figura 10c). Provavelmente a maior imunorreatividade aos antígenos 

virais observada nesse dia deveu-se a presença de ativa replicação viral, desde que, através da 

titulação de vírus foi possível recuperar partículas virais infectivas somente no 3º dia pi, com 

título viral médio de 10
6
 UFPU/g de tecido. No parênquima hepático dos animais controles 

não houve imunorreatividade para o antígeno do CARV (dados não mostrados).  
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Figura 10: Histopatologia e imunohistoquímica de parênquima hepático de camundongos 

BALB/c infectados ou não com o vírus Caraparu. Aumento de células inflamatórias (IF), presença 

de vasos hiperêmicos (HBV) e esteatose microvesicular (seta) foram observados no parênquima 

hepático de animais infectados nos dias 3 e 7 pi (b, e). Nota-se ausência de alterações histológicas no 

parênquima hepático de animais controles (a, d, g) e de animais infectados do dia 14 (h). As células 

que foram marcadas positivamente para o antígeno do CARV foram observadas nos dias 3, 7 e 14 pi 

(setas brancas em c, f, e i). CLV = veia centro lobular; SC = capilar sinusóide; HP = parênquima 

hepático. Coloração: Hematoxilina & Eosina. Aumento: 440x. 

 

 

A quantificação das células inflamatórias foi realizada no parênquima hepático de todos 

os animais, nos diferentes dias. Como pode ser visto na Figura 11, houve um aumento 

significativo no número de células inflamatórias no parênquima hepático dos animais 

infectados nos dias 3 e 7, em relação seus controles, sendo que o pico de células inflamatórias 

aconteceu no 7º dia pi, confimando as alterações encontradas na histopatologia. 



CAMINI, F.C.                                                                                                       Resultados 

 

49 

 

0

20

40

60

80
Animais controles

Animais infectados

3 7 14

*

***

b

a

c

Dias pós-infecção

N
ú
m

er
o
 d

e 
cé

lu
la

s 
in

fl
am

at
o
ri

as

/c
am

p
o

 m
ic

ro
sc

ó
p

ic
o

 
 

Figura 11: Morfometria de células inflamatórias em cortes histológicos de fígado de 

camundongos BALB/c infectados ou não com o vírus Caraparu. A contagem de células 

inflamatórias foi feita num total de 20 lâminas de fígado, por animal, sendo calculadas as médias e 

desvios-padrão, onde ***p<0,0005 e *p<0,05 (teste t-Student). Letras a, b, c representam diferenças 

entre os grupos dos animais infectados (Teste One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 

 

 

5.4 - Expressão gênica do Fator de Necrose Tumoral Alpha (TNF-α) 

 

Sabe-se que a produção da citocina pró-inflamatória TNF-α está relacionada com estímulos 

provenientes de bactérias, vírus e protozoários. TNF-α é uma adipocitocina envolvida no 

processo de inflamação sistêmica, pertencente a um grupo de citocinas que estimulam reações 

de fase aguda, resultando, dentre outros efeitos, em apoptose, proliferação e diferenciação 

celular, inflamação e combate a infecções e tumores. 

Para verificar se a infecção pelo CARV poderia estimular a produção de TNF-α, a 

expressão gênica dessa citocina foi avaliada pelo PCR em tempo real (Figura 12). No fígado 

dos animais infectados, 3 dias pi, houve um aumento significativo na expressão do mRNA de 

TNF-α, um aumento de 4,5 vezes em relação ao grupo controle. Apesar de não haver 

diferença estatística significativa, observou-se um aumento na expressão desse gene cerca de 

2 vezes no fígado dos camundongos infectados dos grupos 7 e 14 dias, quando comparados 

aos controles. Assim, níveis elevados de TNF-α no fígado dos animais após a infecção pelo 

CARV podem estar associados à inflamação observada nesse tecido. 
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Figura 12: Expressão relativa do mRNA de TNF-α em fígado de camundongos BALB/c 

infectados com o vírus Caraparu. A expressão do mRNA de TNF-α foi avaliada por PCR em tempo 

real e normalizada pelo GAPDH. Dados são expressos como a média ± desvio padrão (n = 8 por 

grupo). ** Indica uma diferença significativa em relação ao grupo controle onde p <0,005. As letras a 

e b indicam diferenças entre os grupos de animais infectados (Teste One-Way ANOVA, pós-teste de 

Tukey). 

 

5.5 - Avaliação dos biomarcadores de extresse oxidativo 

 

Para avaliar se o estresse oxidativo estaria envolvido na patogênese hepática desencadeada 

pelo CARV, as concentrações de TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico) e de 

Proteína Carbonilada foram mensuradas, uma vez que, funcionam como marcadores indiretos 

de danos oxidativos a lipídeos e proteínas, respectivamente. Como mostra a Tabela V, não 

houve alteração significativa nos níveis de TBARS e Proteína Carbonilada no fígado dos 

animais infectados pelo CARV. 

 

Tabela V. Biomarcadores de estresse oxidativo em camundongos BALB/c infectados ou não 

com o vírus Caraparu 
 

Variáveis 

Grupos Experimentais 

Dia 3 Dia 7 Dia 14 

Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado 

TBARS 

(nmol/mg protein) 

 

1.03 ± 0.41 

 

1.02 ± 0.15 

 

1.49 ± 0.27 

 

1.49 ± 0.35 

 

1.76 ± 0.49 

 

1.66 ± 0.29 

 

Proteína 

Carbonilada 

(nmol/mg protein) 

3.98 ± 0.55 

 

3.27 ± 0.94 3.57 ± 0.70 3.79 ± 1.68 3.54 ± 1.13 3.59 ± 0.93 

TBARS, Substâncias Reativas ao Acido Tiobarbitúrico. Valores são expressos como média ± 

desvio padrão (n = 8 por grupo). Não houve diferença significativa entre os grupos de animais 

infectados e controles. 
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5.6 - Glutationa Total 

 

Uma vez que, pelas técnicas analisadas, o estresse oxidativo parece não estar envolvido na 

patogênese hepática desencadeada pelo CARV em camundongos BALB/c e, ainda, sabendo-

se que Glutationa é a uma das principais substâncias envolvidas no controle do estado redox 

intracelular, nossa próxima abordagem foi verificar se o conteúdo de Glutationa total poderia 

estar alterado no fígado dos animais infectados por este vírus. Como mostra a Figura 13, 

houve um aumento de 20, 15 e 40% no conteúdo de Glutationa total no fígado dos animais 

infectados nos dias 3, 7 e 14 pi, respectivamente.  

Assim, podemos inferir que durante a infecção pelo CARV, a Glutationa pode estar 

envolvida na neutralização das EROs, constituindo assim um importante sistema celular que 

neutraliza tais espécies, desempenhando um papel significativo na manutenção do estado 

redox celular.  
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Figura 13: Níveis de glutationa total em fígado de camundongos BALB/c infectados ou não com 

o vírus Caraparu. Dados são expressos em quantidades relativas e expressos como a média ± desvio 

padrão (n = 8 por grupo), onde **p < 0,005 e ***p < 0,0005 (teste t-Student). 

 

5.7 - Expressão do mRNA das isoformas SOD1, SOD2 e SOD3 

 

 Alterações nos níveis da enzima Superóxido Dismutase têm sido associadas com muitas 

doenças virais, uma vez que esta enzima funciona como um importante mecanismo de defesa 

contra as EROs produzidas. Portanto, alterações na expressão e/ou atividade dessa enzima 

podem estar ligadas a patogênese desencadeada pelos vírus. Assim, para verificar se a 
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infecção pelo CARV altera os níveis de SOD, primeiramente, a expressão de mRNA das três 

isoformas da SOD (SOD1, SOD2 e SOD3) foi avaliada por PCR em tempo real.  

Como mostra a Figura 14(a), houve uma significativa redução na expressão do mRNA da 

SOD1 no fígado dos animais infectados nos dias 3 e 7 pi, sendo essa redução de 

aproximadamente 50% e 32%, respectivamente. No 14º dia pi a expressão relativa de SOD1 

no fígado dos animais infectados apresentou-se próxima aos níveis dos animais controles do 

mesmo dia. 

Em relação à expressão relativa do mRNA das enzimas SOD2 e SOD3, houve um 

aumento na expressão gênica dessas enzimas no fígado dos animais infectados no 14º dia pi 

(Figura 14b, c). Esse aumento foi de aproximadamente 100% para SOD2 e 200% para SOD3. 

Nos demais dias não houve diferença estatística significativa na expressão de SOD2 e SOD3 

entre grupos controles e infectados. 

 

5.8 - Expressão protéica de SOD1 

 

Uma vez alterada a expressão do mRNA da três isoformas de SOD e desde que SOD1 é a 

isoforma citoplasmática mais abundante, portanto, provavelmente a mais importante no 

contexto da neutralização de EROs dentro da célula, nosso próximo passo foi investigar se a 

expressão protéica dessa enzima também estaria alterada após infecção pelo CARV. Foram 

feitos ensaios de Western blot com extratos protéicos totais para SOD1 e beta actina, que foi 

usada como controle interno da expressão de proteínas celulares. O painel radiográfico da 

revelação do Western Blot mostrou que, assim como na expressão relativa do mRNA, a 

expressão protéica da SOD1 também apresentou-se diminuída no fígado dos animais 

infectados nos dias 3 e 7 pi (Figura 15a, b). Uma expressão protéica similar de SOD1 foi 

observada entre os animais controles e infectados do 14º dia (Figura 15c). Para corroborar 

com as bandas analisadas pelas radiografias, a densitometria foi realizada (Figura 15c, d). Os 

gráficos mostram os valores obtidos para a intensidade das bandas dos animais infectados em 

relação aos controles, sendo que, para SOD1, houve uma diminuição de cerca de 20% e 15% 

na intensidade das bandas nos animais infectados dos dias 3 e 7 pi, respectivamente. A 

intensidade das bandas de SOD1 obtida para os animais infectados do dia 14 foi praticamente 

igual a do grupo controle (Figura 15d), assim como a intensidade das bandas obtida para beta 

actina foi similar entre todos os grupos (Figura 15e).  
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Figura 14: Expressão relativa do mRNA de SOD1, SOD2 e SOD3 em fígado de camundongos 

BALB/c infectados com o vírus Caraparu. A expressão do mRNA de SOD1, 2 e 3 foi avaliada por 

PCR em tempo real e normalizada pelo GAPDH. Dados são expressos como a média ± desvio padrão 

(n = 8 por grupo). ** Indica uma diferença significativa em relação ao grupo controle onde p <0,005. 

As letras a e b indicam diferenças entre os grupos de animais infectados (Teste One-Way ANOVA, 

pós-teste de Tukey). 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 15: Expressão das proteínas SOD1 e Beta actina em fígado de camundongos BALB/c 

infectados ou não com o vírus Caraparu. Extratos proteicos totais de fígado de animais infectados ou 

não com o CARV, em diferentes dias, foram submetidos ao ensaio de Western blot, utilizando-se 

anticorpo anti-SOD1ou anti-beta actina. (a) painel radiográfico obtido dos animais controles e 

infectados sacrificados após 3 dias; (b) painel radiográfico obtido dos animais controles e infectados 

sacrificados após 7 dias; (c) painel radiográfico obtido dos animais controles e infectados sacrificados 

após 14 dias; (d) densitometria das bandas obtidas para SOD1; (e) densitometria das bandas obtidas 

para Beta actina. As figuras de Western blot são representativas de 3 experimentos. A densitometrai 

das bandas foi feita com o auxílio do Programa System Alpha Innotech by Alpha View Analise 

software V.3.0.0.0. 
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5.9 - Atividade total da SOD 

 

Uma vez que a infecção pelo CARV alterou a expressão gênica e protéica da enzima SOD no 

fígado de camundongos, nosso próximo passo foi avaliar se a atividade dessa enzima estaria 

também alterada. Como pode ser visto na Figura 16, a atividade total da SOD apresentou uma 

diminuição cerca de 70% no fígado dos animais infectados no 3º dia pi. Ainda, no fígado dos 

animais infectados do 7º dia não houve alteração significativa na atividade total dessa enzima. 

No fígado dos animais infectados do 14º dia houve um aumento de cerca de 30%. Portanto, as 

alterações encontradas na atividade de SOD corroboraram com as alterações observadas em 

sua expressão gênica e protéica.  
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Figura 16: Atividade total da enzima antioxidante Superóxido Dismutase em fígado de 

camundongos BALB/c infectados ou não com o vírus Caraparu. A atividade total de SOD foi 

avaliada por teste bioquímico específico. Dados são expressos como a média ± desvio padrão (n = 8 

por grupo), onde *p < 0,05 e **p < 0,005 (teste t-Student).  Letras a e b indicam diferenças entre os 

grupos de animais infectados (Teste One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 

 

5.10 - Expressão do mRNA da Catalase 

 

Outra enzima importante do sistema de defesa antioxidante é a Catalase, que reduz o H2O2 à 

H2O, contribuindo assim para manter o equilíbrio redox no ambiente celular. Assim, 

analisamos se a infecção pelo CARV também poderia alterar a expressão gênica e protéica 

dessa enzima, bem como sua atividade. Em relação à expressão relativa do mRNA da 

Catalase, a infecção pelo CARV causou uma diminuição na expressão gênica dessa enzima 3 

dias pi.  Ainda, no 7º dia, os níveis do mRNA de Catalase foram semelhantes no fígado dos 



CAMINI, F.C.                                                                                                       Resultados 

 

56 

 

animais infectados e controles; porém, um aumento significativo foi observado no fígado dos 

animais infectados no 14º dia pi (Figura 17).  
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Figura 17: Expressão relativa do mRNA de Catalase em fígado de camundongos BALB/c 

infectados com o vírus Caraparu. A expressão do mRNA de Catalase foi avaliada por PCR em 

tempo real e normalizada pelo GAPDH. Dados são expressos como a média ± desvio padrão (n = 8 

por grupo). ** Indica uma diferença significativa em relação ao grupo controle onde p <0,005. As 

letras a e b indicam diferenças entre os grupos de animais infectados (Teste One-Way ANOVA, pós-

teste de Tukey). 

 

5.11 - Expressão protéica da Catalase 

 

Para analisar se a infecção pelo CARV poderia alterar também a expressão protéica da enzima 

Catalase, foi feito ensaio de Western blot com extratos protéicos totais das amostras de fígado 

e anticorpo específico. Como pode se observar na Figura 18, o painel com as radiografias da 

revelação do Western Blot não mostrou alteração evidente na expressão de Catalase, exceto 

no 14º dia, quando parece que houve um ligeiro aumento em sua expressão no fígado dos 

animais infectados (Figura 18c).  A densitometria das bandas de Catalase (Figura 18d) foi 

realizada e apontou uma discreta diminuição na expressão protéica dessa enzima no fígado 

dos animais infectados dos dia 3 e 7, cerca de 10% e 6%, respectivamente. Por outro lado, um 

aumento cerca de 20% foi observado no fígado dos animais infectados 14 dias pi (Figura 

18d). As análises densitométricas das bandas obtidas para a Beta actina não mostraram 

diferença entre os grupos controles e infectados (Figura 18e).  
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Figura 18: Expressão das proteínas Catalase e Beta actina em fígado de camundongos BALB/c 

infectados ou não com o vírus Caraparu. Extratos proteicos totais de fígado de animais infectados ou 

não com o CARV, em diferentes dias, foram submetidos ao ensaio de Western blot, utilizando-se 

anticorpo anti-Catalase ou anti-beta actina. (a) painel radiográfico obtido dos animais controles e 

infectados sacrificados após 3 dias; (b) painel radiográfico obtido dos animais controles e infectados 

sacrificados após 7 dias; (c) painel radiográfico obtido dos animais controles e infectados sacrificados 

após 14 dias; (d) densitometria das bandas obtidas para Catalase; (e) densitometria das bandas obtidas 

para Beta actina. As figuras de Western blot são representativas de 3 experimentos. A densitometrai 

das bandas foi feita com o auxílio do Programa System Alpha Innotech by Alpha View Analise 

software V.3.0.0.0. 
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5.12 - Atividade total da Catalase 

 

A próxima etapa foi então avaliar se a infecção pelo CARV poderia também alterar a 

atividade da enzima Catalase. Ao contrário da expressão do mRNA da Catalase que mostrou-

se diminuída no fígado dos animais infectados 3 dias pi, a atividade da enzima, nesse mesmo 

dia e grupo, mostrou-se aumentada. No entanto, no 7º dia, a atividade da enzima mostrou-se 

diminuída no fígado dos animais infectados e no 14º dia, a atividade de Catalase foi 

estatisticamente igual entre o grupo de animais infectados e controles (Figura 19).  
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Figura 19: Atividade total da enzima antioxidante Catalase em fígado de camundongos BALB/c 

infectados ou não com o vírus Caraparu. A atividade total de CAT foi avaliada por teste bioquímico 

específico. Dados são expressos como a média ± desvio padrão (n = 8 por grupo), onde **p < 0,005 

(teste t-Student).  Letras a e b indicam diferenças entre os grupos de animais infectados (Teste One-

Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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6 - DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Os vírus do Grupo C foram uns dos primeiros arbovírus descritos na região Amazônica 

brasileira durante a década de 1950. Tais vírus apresentam distribuição geográfica em áreas 

tropicais e subtropicais das Américas e estão associados a doenças humanas (Shope et al., 

1988; Nunes et al., 2005; Forshey et al., 2010). O CARV, integrante desse sorogrupo, já foi 

isolado diversas vezes na região norte do Brasil e também em um caso isolado de um paciente 

na região sudeste (Vale do Ribeira, São Paulo). Em camundongos (B6C3F1) neonatos 

infectados via intraperitoneal, o CARV causa hepatite e encefalite (Brinton et al., 1992). Já 

em seres humanos, o CARV causa uma infecção sistêmica com características clínicas de 

febre, mialgia, calafrios e mal-estar (Iversson et al., 1987; Shope et al., 1988). Apesar de sua 

importância, muitas de suas características epidemiológicas e patogênicas permanecem 

incertas.  

Neste estudo, camundongos BALB/c adultos jovens foram inoculados com o CARV via 

subcutânea, simulando a rota natural de infecção, com dose de 10
5
 UFP. Os resultados 

mostraram que, nesta dose e via utilizadas, os animais desenvolveram hepatite aguda e sinais 

de doença sistêmica, caracterizada por piloereção, prostração e perda de peso. No entanto, a 

doença apresentou evolução benigna, já que os animais infectados recuperaram e nenhum 

veio a óbito. Através da análise da histopatologia do fígado e dos níveis séricos das 

transaminases hepáticas ALT e AST, foi demonstrado que os camundongos infectados 

desenvolveram hepatite. Os danos hepáticos encontrados pela análise histopatológica foram 

mais significativos nos 3º e 7º dias pi, dentre eles inflamação moderada e multifocal, 

desorganização da arquitetura dos hepatócitos, hiperemia e esteatose microvesicular. Já as 

transaminases hepáticas ALT e AST encontraram-se aumentadas no soro dos animais 

infectados dos dias 3 e 7. Brinton e colaboradores (1992) também encontraram elevação das 

enzimas hepáticas no terceiro dia após a infecção pelo CARV em camundongos neonatos, 

corroborando com nossos resultados.  

A imunohistoquímica detectou o antígeno do CARV no citoplasma dos hepatócitos de 

todos os animais infectados, nos diferentes dias e em várias áreas do parênquima hepático. A 

imunocoloração aos antígenos do CARV foi mais intensa no fígado dos animais infectados 

do 3º dia, quando o título viral foi de 10
6
 UFP/g de tecido, indicando que o fígado é um sítio 

de replicação ativa do CARV. O vírus não foi recuperado por titulação no 7º dia pi, apesar da 
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inflamação e do dano hepático acentuados observados nesse dia. Esse achado pode ser 

explicado devido a intensa resposta inflamatória observada no dia 7 pi, o que pode ter inibido 

ou contido a replicação viral. Nos animais infectados 14 dias pi, nenhuma alteração 

histopatológica foi encontrada no parênquima hepático e também o vírus não foi recuperado 

deste órgão por titulação; entretanto, uma imunomarcação positiva aos antígenos do CARV 

foi encontrada, mostrando que, a presença dos antígenos virais pode permanecer mesmo após 

a recuperação do fígado. 

Embora ainda não haja relatos sobre hepatite desencadeada pelo CARV em seres 

humanos, acredita-se, através dos resultados deste e de outros estudos, que o fígado possa ser 

um local para a replicação viral. Pacientes infectados pelo CARV normalmente recuperam 

após 2-5 dias, sem apresentar nenhuma sequela ou mortalidade; entretanto, exames de 

posteriores a doença ou de biomarcadores de danos hepáticos, como ALT e AST, não são 

feitos. Para outro importante bunyavírus no Brasil, o OROV, não existe nenhum relato de 

hepatite em humanos, no entanto, níveis alterados de ALT e AST já foram reportados em 

pacientes infectados, sugerindo assim que o fígado possa ser um órgão alvo da infecção 

humana por este vírus (Pinheiro et al., 1981). Os resultados de histopatologia, 

imunohistoquímica e titulação de vírus mostrados aqui sugerem que a infecção do fígado pelo 

CARV provavelmente ocorre numa etapa inicial pós-infecção e a replicação do vírus é 

eficiente nesse órgão. Assim, experimentalmente, a infecção subcutânea de camundongos 

BALB/c pelo CARV pode ser usada como um modelo de hepatite induzida por este vírus.  

Diversos estudos sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel importante na 

patogênese de várias infecções virais (Narayanan et al., 2011; Wang et al., 2013). Até agora 

existem poucos estudos sobre o estresse oxidativo na patogênese dos bunyavírus. Assim, o 

modelo de hepatite após infecção pelo CARV estabelecido neste trabalho poderia ser útil para 

avaliar o papel do estresse oxidativo e das defesas antioxidantes nessa patologia e, desse 

modo, ampliar o conhecimento sobre as características patogênicas deste vírus.  

Portanto, para avaliar se a infecção pelo CARV seria capaz de causar estresse oxidativo 

no fígado de camundongos, os níveis dos biomarcadores indiretos desse evento, TBARS e 

Proteína carbonilada, foram mensurados.  Tais biomarcadores se apresentam elevados quando 

há um aumento intracelular de EROs, indicando peroxidação lipídica e oxidação protéica, 

respectivamente. Nossos resultados mostraram que não houve alterações destes 

biomarcadores nos diferentes grupos e dias analisados, indicando que a infecção do fígado 
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pelo CARV não necessariamente acarreta dano oxidativo. Contudo, outra hipótese levantada 

foi a de que algum(ns) antioxidante(s) poderia(m) ter neutralizado as EROs a tempo de não 

originar o estresse oxidativo. Para checar essa hipótese, avaliamos alguns dos principais 

antioxidantes celulares, incluindo a Glutationa e as enzimas SOD e Catalase.  

Primeiramente analisamos os níveis da Glutationa, que é o principal antioxidante 

endógeno produzido pelas células. Houve um aumento no conteúdo de Glutationa Total no 

fígado de todos os animais infectados, nos diferentes dias. Assim, esse resultado indica que, 

na infecção hepática pelo CARV, como não houve alterações nos biomarcadores de estresse 

oxidativo, a Glutationa endógena pode estar envolvida na neutralização das EROs e constitui 

um importante sistema celular que neutraliza a oxidação e desempenha um papel importante 

na manutenção de um ambiente redox intracelular.  

Diversos trabalhos têm demonstrado a importância da Glutationa no contexto das 

infecções virais. Uma vez que a Glutationa se apresenta como essencial para a função 

hepática adequada, a sua forma exógena tem sido utilizada para inibir o estresse oxidativo. 

Tian e colaboradores (2010) demonstraram que a infecção pelo DENV2 diminui 

significativamente os níveis de Glutationa endógena em células HepG2 e, após o tratamento 

suplementar com a forma exógena, a produção de novas partículas virais diminuiu 

consideravelmente. Similarmente, em outras infecções virais, tais como a infecção pelo vírus 

da Gripe A e Herpes simples tipo 1 (HSV-1), o tratamento com Glutationa exógena também 

diminuiu a produção de partículas virais; no caso das infecções pelo rinovírus, tal tratamento 

suprimiu a produção de radicais superóxido em camundongos (Cai et al., 2003; Palamar et al., 

1996; Palamar et al., 1995; Pap et al., 2008). Recentemente, Wang e colaboradores (2013) 

mostraram também que a administração de Glutationa exógena pode prevenir o estresse 

oxidativo e a injúria hepática em modelo animal experimental de DENV2, chamando atenção 

para seu uso promissor no tratamento das infecções por esse vírus. Esses estudos, em 

colaboração com nossos resultados, mostram que, antioxidantes, como a Glutationa, 

apresentam grande potencial terapêutico para as doenças virais cujo estresse oxidativo está 

envolvido na patogênese. 

A primeira ERO produzida na via de redução do oxigênio é o radical superóxido, o qual é 

metabolizado a H2O2 pela enzima Superóxido Dismutase, o que a torna uma das mais 

importantes enzimas antioxidantes. Alterações nos níveis de SOD têm sido relacionadas a 

complicações de algumas doenças virais, como as causadas pelo HCV, vírus influenza, HIV, 
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DENV, dentre outras. Então, nossa próxima abordagem foi investigar se essa enzima poderia 

estar alterada após a infecção hepática pelo CARV. De acordo com as expressões do mRNA e 

da proteína, houve uma diminuição da SOD1 (isoforma citoplasmática) no fígado dos animais 

infectados no 3º e 7º dias pi. Por outro lado, um aumento do mRNA de SOD2 (isoforma 

mitocondrial) e SOD3 (isoforma extracelular) ocorreu no fígado dos animais infectados do 

14º dia. Com relação a atividade dessa enzima, houve uma diminuição e aumento da sua 

atividade no fígado dos animais infectados dos dias 3 e 14, respectivamente.  

Esses resultados sugerem que uma baixa expressão gênica/protéica de SOD1 e uma baixa 

atividade total de SOD, observadas no 3º dia pi pelo CARV, podem estar relacionados à ativa 

multiplicação do vírus nesse órgão nesse dia, já que o CARV foi recuperado do fígado com 

título de 10
6
 UFP/mg de tecido. Sabe-se que, ao multiplicar na célula hospedeira, o vírus é 

capaz de reverter toda maquinaria de síntese celular a seu favor, alterando importantes 

componentes celulares. Assim, uma diminuição na expressão/atividade de SOD pode ser 

resultado dessa ativa multiplicação viral. Por outro lado, com a evolução da doença, quando 

os animais já não apresentaram alterações no fígado e nem sinais de doença (14 dias pi), a 

expressão do mRNA de SOD2 e SOD3 e a atividade total da SOD aumentaram, 

provavelmente como mecanismo desenvolvido afim de reverter os possíveis efeitos deletérios 

resultantes da sua baixa abundância nos dias iniciais da infecção.  

Hosakote e colaboradores (2009) demonstraram que a infecção pelo vírus Respiratório 

Sincicial (RSV) também foi capaz de diminuir a expressão gênica e protéica das enzimas 

SOD1, SOD3 e Catalase, em células epiteliais das vias respiratórias. Ainda, Hosakote e 

colaboradores (2011) mostraram que a infecção pelo RSV induz uma redução na expressão e 

atividade de SOD1 e SOD2 em pulmões de camundongos e nas vias aéreas de crianças com 

bronquiolite severa, e que o tratamento com antioxidantes melhora a progressão da doença. 

Narayanan e colaboradores (2011) mostraram que a infecção de células epiteliais de pulmão 

humano pelo vírus da Febre do Vale Rift (RVFV), um phlebovírus da família Bunyaviridae, 

provoca uma diminuição da SOD1 e consequente estresse oxidativo. Esses dados corroboram 

com os nossos resultados, os quais mostram que a enzima antioxidante SOD pode estar 

diminuída em um momento inicial após a infecção viral. 

Adicionalmente, estudos demonstram que um aumento de TNF-α está relacionado com a 

diminuição de SOD1 (Afonso et al., 2006; Narayanan et al., 2011).  Através da análise da 

expressão relativa de mRNA do TNF-α, observamos que, em concordância com trabalhos da 
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literatura, a diminuição de SOD1 no fígado dos animais infectados com o CARV foi 

concomitante ao aumento dos níveis de TNF-α, no 3º dia pi. Assim, no fígado dos animais 

infectados no 3º dia pi, a ativa replicação viral, juntamente com o quadro de inflamação aguda 

e presença de citocinas pró-inflamatórias podem ter contribuído para diminuição da enzima 

antioxidante SOD. Entretanto, mesmo com a diminuição da SOD nesse período, não foram 

observadas alterações nos biomarcadores de estresse oxidativo utilizados, reforçando a ideia 

de que a Glutationa pode ter um papel primordial em conter a oxidação dos componentes 

celulares e prevenir alterações no balanço redox. 

Outra enzima que participa na regulação redox celular é a Catalase, uma hemeproteína 

encontrada no sangue, medula óssea, mucosas, rins e fígado que catalisa a redução do H2O2 a 

H2O e O2 (Scott et al.,1991). Assim como GPx, Catalase também é de grande importância, 

pois,  elimina o excesso de peróxido de hidrogênio evitando que o H2O2, por meio das reações 

de Fenton e Haber-Weiss, produzam o radical hidroxil que é altamente reativo e tóxico.  

Nossos resultados mostraram que houve uma redução na expressão relativa do mRNA da 

Catalase no fígado dos animais infectados pelo CARV 3 dias pi e um aumento 14 dias pi. 

Ainda, no fígado dos animais infectados, a expressão da proteína Catalase apresentou uma 

discreta diminuição nos dias 3 e 7 pi e um discreto aumento no dia 14 pi. Já a atividade total 

dessa enzima no fígado dos animais infectados aumentou no 3º dia pi e diminuiu no 7º dia pi. 

O aumento observado na atividade total da Catalase 3 dias pi, em contraste à redução 

apresentada na expressão gênica e protéica nesse mesmo dia, pode ter ocorrido devido a um 

retardo/demora na resposta da atividade dessa enzima, uma vez que uma redução na sua 

atividade foi observada no 7º dia pi.  

Yashoda e colaboladores (2011) mostraram que a infecção pelo RSV reduziu a expressão 

e atividade da Catalase em pulmões de camundongos e nas vias aéreas de crianças com 

bronquiolite severa, colaborando para o estresse oxidativo observado no estudo. Yahya e 

colaboradores (2013) demonstraram que pacientes infectados pelo vírus da hepatite C (HCV), 

com hepatocarcinoma hepático, apresentaram níveis séricos de Catalase mais baixos que seus 

controles e um aumento das espécies reativas. Entretanto, Duygu e colaboradores (2012) 

encontraram níveis elevados de Catalase em pacientes com hepatite B crônica e aumento no 

estresse oxidativo. 

Como mencionado anteriormente, a replicação viral associada à inflamação aguda e 

presença de citocinas pró-inflamatórias no fígado dos animais infectados pelo CARV podem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yahya%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24273918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yahya%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24273918
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também ter contribuído para a redução da enzima Catalase, assim como da SOD, nos tempos 

iniciais pós-infecção. No entanto, essa diminuição de Catalase também não foi suficiente para 

provocar um estresse oxidativo evidente.  

A nossa avaliação do efeito da infecção de camundongos BALB/c pelo CARV nos dias 3, 

7 e 14 após a infecção foi uma tentativa de representar todos os eventos encontrados durante a 

progressão da doença, desde a hepatite aguda (dias 3 e 7) até a recuperação dos animais (dia 

14). Entretanto, a análise em tempos anteriores ao de 3 dias poderia contribuir para uma 

melhor compreensão das relações entre a Glutationa endógena, EROs, antioxidantes e 

mediadores anti-inflamatórios na doença hepática induzida por este vírus. 

De acordo com os resultados mostrados aqui, uma figura esquemática com os possíveis 

fatores que contribuíram para o desenvolvimento de hepatite aguda e consequente melhora 

dos camundongos, no nosso modelo de infecção pelo CARV, é apresentada abaixo (Figura 

20). Resumidamente, após a infecção subcutânea de camundongos BALB/c com 10
5
 UFP do 

CARV, o vírus apresenta hepatotropismo. Inicialmente pós-infecção do fígado, o vírus 

multiplica-se ativamente, resultando em um aumento nos níveis da citocina pró-inflamatória 

TNF-α, que culmina com ativação da resposta inflamatória e provável inibição de SOD1. 

Assm, um quadro de hepatite aguda é estabelecido, com aumento de células inflamatórias e 

níveis séricos de AST/ALT. Ainda, observa-se um aumento nos níveis endógenos de 

Glutationa total e, de maneira geral, uma diminuição das enzimas antioxidantes SOD/CAT. 

Contudo, nenhum estresse oxidativo é evidenciado. Com o passar dos dias, provavelmente 

após o 8º e 9º dias, uma efetiva resposta do hospedeiro à infecção é estabelecida. Desde que 

os animais recuperam da doença, não há mais alteração histopatológica no fígado, o vírus não 

é mais detectado pela técnica de titulação e os níveis de TNF-α, células inflamatórias e de 

AST/ALT voltam ao normal. Ainda, há um aumento das enzimas SOD/CAT e de Glutationa 

total, com manutenção do equilíbrio redox celular e, portanto sem estresse oxidativo evidente.  

Dessa forma, este trabalho demonstrou que a infecção pelo CARV resulta em doença 

hepática com alterações nas defesas antioxidantes, mas sem estresse oxidativo. A modulação 

do “status” antioxidante pode ter um papel fundamental em conter o estresse oxidativo na 

infecção hepática causada por este vírus. Este trabalho abre perpectivas sobre o papel do 

estresse oxidativo/defesas antioxidantes em outras formas de hepatite desencadeada por vírus, 

sejam as formas mais leves até as mais graves, bem como a capacidade de cada agente 

desencadear a produção de EROs e a extensão e o tipo de dano oxidativo gerado.  
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Uma vez que a doença causada pelo CARV é um problema de saúde pública e de 

potencial caráter emergente, este estudo contribui para o conhecimento dos primeiros 

mecanismos sobre os aspectos relacionados à sua patogênese. Uma vez compreendidas essas 

relações, este conhecimento poderá também ser estendido a outros importantes patógenos da 

família Bunyaviridae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Representação esquemática de possíveis fatores associados à infecção pelo vírus 

Caraparu que contribuem para a hepatite aguda e melhora da doença em camundongos BALB/c.  
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ANEXOS 

 
1) Comprovante do Comitê de Ética dos animais:  
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2) Comprovante de submissão de artigo científico 
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 “Caraparu virus induces damage and alterations in antioxidant defenses in the liver of BALB/c mice after 
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Abstract Oxidative stress is a disturbance in the oxidant-antioxidant balance leading to potential cellular 

damage. Most cells can tolerate a mild degree of oxidative stress because they have a system that counteracts 

oxidation that includes antioxidant molecules such as glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD). 

Disruption of the host antioxidant status has been recognized as an important contributor to the pathogenesis of 

many viruses. Caraparu virus (CARV) is a member of group C of the Bunyaviridae family of viruses. In South 

American countries, group C bunyaviruses are among the common agents of human febrile illness and have 

caused multiple, notable outbreaks of human disease in recent decades; nevertheless, little is known about the 

pathogenic characteristics of these viruses. The purpose of this study was to examine the hepatic pathogenesis of 

CARV in mice and the involvement of oxidative stress and antioxidant defenses on this pathology. Following 

subcutaneous infection of BALB/c mice, CARV was detected in the liver and histopathology revealed acute 

hepatitis. Increased serum levels of aspartate and alanine aminotransferases (AST/ALT) and greater hepatic 

expression of the proinflammatory cytokine Tumor necrosis factor-α (TNF-α) were found in infected animals. 

The CARV-infection did not alter the biomarkers of oxidative stress but caused increased GSH content and 

altered expression and activity of SOD. This is the first report of an alteration of oxidative homeostasis upon 

CARV infection, which may, in part, explain the hepatic pathogenesis of this virus, as well as the pathogenesis 

of other Bunyaviridae members.     
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3) Trabalhos apresentados em congressos 
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