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RESUMO

GABRIELA CARDOSO CALDAS

ESTUDOS MORFOLOGICOS E MOLECULARES DE TECIDOS DE MODELO
MURINO INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM O VIRUS DENGUE
SOROTIPO 3

Orientador: Dra Debora Ferreira Barreto Vieira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

A circulacdo do virus dengue sorotipo 3 (DENV-3) foi identificada em 2000, no
estado do Rio de Janeiro. Em 2002, esse sorotipo foi responsavel pela maior e mais grave
epidemia no pais, com 771.551 casos registrados correspondendo a 80% dos casos ocorridos
nas Américas. Diversos estudos epidemiolégicos correlacionaram a infec¢do pelo DENV-3 a
quadros graves, tanto em infeccGes primarias quanto secundarias e, no Brasil, este sorotipo
apresenta maior associagdo a sinais e sintomas mais graves, incluindo choque, dor abdominal
e exantema, em comparacdo aos demais sorotipos. O estabelecimento de modelos animais
para estudos das infeccdes pelos DENV é de grande relevancia para a pesquisa sobre
patogénese, imunidade, desenvolvimento e teste de farmacos e candidatas a vacinas. Porém,
para tal, sdo inimeros os desafios, uma vez que os virus epidémicos circulantes nao infectam
naturalmente espécies ndo-humanas. Diante deste cenario, este estudo teve como objetivo
principal verificar através de analises morfologicas e moleculares possiveis alteracdes
teciduais, assim como a presenca do genoma do DENV em diferentes 6rgdos de camundongos
BALB/c infectados experimentalmente com o DENV-3 epidémico e ndo neuroadaptado.
Camundongos BALB/c machos, de 2 meses de idade foram infectados com DENV-3 pela via
intravenosa, 72 horas pés-infeccdo eutanasiados e cerebelo, coracdo, rim, pulmao, figado e
baco foram coletados. Parte dos tecidos foi fixada e processada por técnicas padrdo para
analises morfoldgicas por microscopia eletrnica de transmissdo, microscopia fotonica e outra
parte foi macerada em meio Leibovitz (L-15) objetivando deteccdo e quantificacdo do RNA
do DENV pela técnica de RT-PCR em tempo real. Analises morfologicas a partir de amostras
de todos os oOrgdos estudados revelaram alteragdes semelhantes as observadas em casos
humanos de DEN e particulas semelhantes aos DENV foram detectadas em célula intersticial
renal. O genoma viral foi detectado no pulmé&o, figado, cerebelo, rim e baco e o maior titulo
recuperado foi observado no bago. Estes resultados demonstram a suscetibilidade do
camundongo BALB/c a infeccdo pelo DENV-3.

Palavras-chave: Dengue; Virus da dengue; Microscopia eletrnica; Biologia molecular;
Camundongos anatomia e histologia.



ABSTRACT

GABRIELA CARDOSO CALDAS

ESTUDOS MORFOLOGICOS E MOLECULARES DE TECIDOS DE MODELO
MURINO INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM O VIRUS DENGUE
SOROTIPO 3

Orientador: Dra Debora Ferreira Barreto Vieira

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

The circulation of dengue virus serotype 3 (DENV-3) was identified in 2000, in the state of
Rio de Janeiro. In 2002, this serotype was responsible for the largest and most severe
epidemic in the country: 771,551 registered cases corresponding to 80% of the cases occurred
in the Americas. Several epidemiological studies have correlated DENV-3 infection with
severe conditions in both primary and secondary infections, and, in Brazil, this serotype
shows a greater association with severer signs and symptoms, such as shock, abdominal pain
and exanthema, compared to other serotypes. The establishment of animal models for studies
of DENV infections is of great relevance for research on pathogenesis, immunity,
development and testing of drugs and vaccines. However, said studies have met numerous
challenges, since circulating epidemic viruses do not naturally infect nonhuman species. In
this scenario, the main objective of this study was to verify possible morphological and
molecular analyzes, as well as the presence of the DENV genome in different organs of
BALB / ¢ mice experimentally infected with epidemic and non-neuroadapted DENV-3. Male
BALB / ¢ mice, 2 months old, were intravenously infected with DENV-3. After 72 hours of
infection, the mice were anesthetized, euthanized and cerebellum, heart, kidney, lung, liver
and spleen were collected. Part of the tissues was fixed and processed by standard techniques
for morphological analysis in transmission electron microscopy, photonic microscopy and
another part was macerated in Leibovitz medium (L-15) aiming at the detection and
quantification of DENV RNA by real time RT-PCR technique. Morphological analysis from
samples of all organs studied revealed alterations similar to those observed in human cases of
DEN and DENV- like particles were seen in kidney interstitial cell. The viral genome was
detected in lung, liver, cerebellum, kidney and spleen. The highest titer recovered was
observed in the spleen. These results demonstrate the susceptibility of BALB / ¢ mice to
DENV-3 infection.

Key words: Dengue; Dengue virus; Electron microscopy; Molecular biology; Mice anatomy
and histology.
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1. INTRODUCAO

A dengue (DEN) é considerada a arbovirose de maior importancia no mundo e é
classificada pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) como a doenca viral transmitida por
vetores com a propagacdo mais rapida, possuindo enorme potencial para causar grandes
epidemias por todo o globo (WHO, 2013; Guzman e Harris, 2015).

Estimativas recentes sugerem que cerca de 390 milhdes de pessoas sdo infectadas por
ano (Bhatt et al., 2013), com 500 mil episoédios de dengue grave (DG) e mais de 20 mil
mortes relacionadas & doenca (Murray, Quam e Wilder-Smith, 2013). Atualmente,
aproximadamente 2,5 bilhGes de pessoas vivem em paises endémicos, nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (WHO, 2013; Guzman e Harris, 2015).

1.1.Virus dengue
1.1.1. Classificacdo, Morfologia e Propriedades Fisico-Quimicas

Os virus dengue (DENVs) sdo arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus. Apresentam quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4 (Calisher, 1989). Sdo mantidos na natureza por um ciclo de
transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados e mosquitos hematdfagos do género Aedes,
sendo o homem, o Unico hospedeiro capaz de desenvolver as formas clinicas da infeccdo
(Gubler, 2002). Em 2013, um quinto sorotipo (DENV-5) foi sugerido durante a investigacéo
de um caso ocorrido em 2007 em Sarawak na Malasia, onde foram realizadas analises a partir
de uma amostra de soro de um fazendeiro de 37 anos (Normile, 2013). Estudos filogenéticos e
de neutralizacdo indicam a existéncia do novo sorotipo e, esta nova descoberta, podera
implicar no controle da doencga e no desenvolvimento de vacinas (Mustafa et al., 2015). A
infeccdo por um dos sorotipos garante imunidade duradoura a este sorotipo e imunidade
transiente aos outros sorotipos (Sabin, 1952).

O género Flavivirus possui mais de 70 virus divididos em oito grupos sorologicamente
relacionados, sendo 40 desses patogénicos para o homem (Bollati et al.,2010). Nesse
contexto, os DENVs sdo considerados responsaveis pelas maiores taxas de doenca e
mortalidade dentre todos o0s membros desse género (Mukhopadhyay, Kuhn e
Rossmann,2005).

Os virus pertencentes ao género Flavivirus possuem densidade de flutuacdo de 1,22-
1,24 g/cm em cloreto de césio e 1,18-1,20 g/cm em sacarose. Os DENVs possuem 175-218S
de coeficiente de sedimentacdo em sacarose e sdo inativados a 50°C, com a infecciosidade da
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particula decrescendo 50% a cada 10 minutos. S80 sensiveis a inativacdo por raios
ultravioletas, detergentes idnicos e ndo idnicos e digestdo por tripsina. A particula do DENV
apresenta maior estabilidade em pH entre 7 a 9, mantendo-se por 5 anos a —70°C ou
liofilizado e conservado a 4°C (Brinton, 1986).

Os DENV sdo virus envelopados, esféricos, possuem nucleocapsideo de simetria
icosaédrica e medem cerca de 50 nandmetros de didmetro (Figura 1). Seu é genoma é de RNA
de fita simples de polaridade positiva (SSRNA) com aproximadamente 11.000 nucleotideos
(Wengler e Gross, 1978) que codificam uma poliproteina precursora contendo trés proteinas
estruturais [E (envelope), prM (precursora da membrana) processada em M e C (capsideo)],
constituintes da particula viral madura e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5), que sdo expressas nas células infectadas (Rice et al., 1985;
Lindenbach e Rice, 2001).

A prM/E Bicamada B
Lipidica

1A 1B

Figura 1: Micrografia eletronica [A] e Esquema 3D da particula dos DENVs [B]. (adaptado de Yu et al., 2008).

1.1.2. Estrutura do genoma

O genoma dos DENVs compreende duas regibes ndo codificantes de 96 e 450
nucleotideos nas extremidades 5’ e 3” (5’UTR e 3’UTR) e uma Unica regido aberta de leitura
(ORF) de RNA. A traducao da ORF produz uma poliproteina que durante e apés a tradugéo, é
clivada por peptidases celulares, furinas, proteases virais e serina, produzindo 10 proteinas
virais (Bollati et al., 2010; Vasilaskis et al.,2011) (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico do genoma [A] e da poliproteina dos DENV [B]. (adaptado de Perera & Kuhn,
2008).

A proteina C possui 11 kilodaltons (kDa) com 100 aminoéacidos, que encapsula o
RNA, formando o nucleocapsideo que por sua vez, é envolto por lipideos derivados da célula
hospedeira, ao qual estdo ancoradas as proteinas M e E. A proteina M, com aproximadamente
8kDa e 75 aminodacidos, é um fragmento obtido da protedlise da proteina pré membrana
(prM). J& a proteina E, além de ser a mais abundante, com 53kDa e 595 amino&cidos, possui 3
dominios estruturais que sdo responsaveis pela neutralizacdo, fusdo e interagdo com
receptores da célula hospedeira (Ligon, 2005; Rodenhuis-Zybert, Wilschut e Smith, 2010).
Além disso, essa proteina desempenha um importante papel na viruléncia viral (Wengler,
Nowak e Wann, 1987) e é o alvo dominante das respostas humorais contra os DENV (Clyde,
Kyle e Harris,2006).

Dentre as proteinas ndo estruturais, a NS1 é altamente conservada e apresenta peso
molecular entre 46-55 kDa, dependendo do grau de glicosilacdo (Rastogi, Sharma e Singh,
2016). O processo de glicosilacdo € importante no que diz respeito a viruléncia e replicacéo
viral. A NS1 existe em varias formas oligoméricas e encontra-se em diferentes localizagdes
celulares: a forma monomérica é intracelular e encontra-se associada a compartimentos
vesiculares e intracelulares induzidos pelo virus; como dimero, associada a membrana e como

hexdmero, forma solivel que é secretada (Rastogi, Sharma e Singh, 2016). A forma
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intracelular desempenha um papel crucial na replicacao viral e as formas extracelular e ligada
a membrana celular tem sido relatadas na evasdo imune e patogénese, através da ativagao da
cascata do sistema complemento (Muller e Young, 2013; Amorim et al., 2014). Além disso, a
deteccdo de anticorpos anti-NS1 é muito utilizada como ferramenta para o diagnostico
precoce da doenga (Lima et al.,2010, Weaver e Vasilakis, 2009).

A NS2A é uma proteina de 22kDa envolvida na replicagdo e empacotamento do RNA
(Khromykh et al., 2001) e, possivelmente, antagonista de interferon (Jones, Patkar e
Kuhn,2005). NS2B, proteina de membrana, associa-se a proteina NS3 formando um
complexo que atua como um co-fator na maturacdo da particula viral. (Erbel et al.,20086,
Leung et al.,2001).

A proteina NS3 (serina protease especifica) € uma proteina néo-estrutural hidrofilica de
aproximadamente de 70 kDa. Atua como tripsina, helicase e enzima RNA trifosfatase, além
de estar envolvida no processamento da poliproteina viral, bem como na replicacdo do RNA
(Gorbalenya et al., 1989, Li et al.,1999).

A regido genébmica de NS4 codifica duas proteinas hidrofébicas: NS4A (16kDa) e NS4B
(27kDa). Esta ultima atua como um inibidor de sinalizacdo de interferon (Munoz-Jordan et
al.,2003; Jones, Patkar e Kuhn,2005). Estudos j& demonstraram a associa¢do da NS4B com
DENV silvestres, sugerindo um possivel papel desta proteina na distingdo dos genoétipos
endémicos de DENV silvestre (Vasilakis et al.,2007).

A NS5 é altamente conservada entre os Flavivirus e multifuncional, com atividades de

metiltransferase e de RNA polimerase dependente de RNA (Lindenbach e Rice, 2001).

1.1.3. Replicagéo dos virus dengue

A infeccdo pelo DENV tem inicio quando o mosquito vetor faz o seu repasto
sanguineo e o virus é inoculado no hospedeiro. A particula viral infecta uma célula permissiva
através da ligacdo da proteina E a receptores celulares. Dentre 0s varios receptores ja
identificados, destacam-se o sulfato de heparina (Chen et al., 1997), heat shock protein (Hsp)
70, Hsp 90 (Reyes-Del Valle et al., 2005), GRP78/Bip, 37-kDa/67-kDa (Jindadamrongwech,
Thepparit e Smith, 2004) e DC-SIGN (Lozach et al., 2005). Apés a adsorcao, a particula é
endocitada em vesiculas recobertas por clatrinas e o nucleocapsideo € liberado no citoplasma
apos a fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo. Essa fusdo € dependente de
pH e ocorre ap6s mudanca conformacional da proteina E (Clyde, Kyle e Harris, 2006; Perera
e Kuhn, 2008; Santos, Romanos e Wigg, 2008) (Figura 3).
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A replicacdo do genoma viral ocorre principalmente no citoplasma das células
infectadas. Inicialmente, 0 RNA viral (vVRNA) atua como RNA mensageiro (mMRNA) para a
sintese da poliproteina que é direcionada para o reticulo endoplasmatico (RE), onde é clivada
pela proteina NS3 juntamente com seu co-fator NS2B. O processamento da poliproteina é
fundamental e ocorre antes do prosseguimento da replicagdo do VRNA, que se resume na
sintese de uma fita negativa de RNA que vai servir de molde para a producdo do genoma viral
(Clyde, Kyle e Harris, 2006; Perera e Kuhn, 2008; Potisopon et al., 2014) (Figura 3). O
dominio NS5-Pol da proteina NS5 é responsavel pela replicacéo e traducdo do genoma viral.

O RNA recém-sintetizado é empacotado pela proteina C para formar o nucleocapsideo
préximo as membranas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER). No RE, particulas imaturas
de DENV apresentam heterodimeros das proteinas prM e E. Ao migrar pela rede trans-Golgi,
a acidificacdo do pH induz uma modificacdo conformacional da particula e uma protease
celular, furina, cliva a proteina prM para gerar particulas virais maduras onde a proteina E
forma homodimeros. O produto da clivagem da prM pela furina fica associado aos virions até
que estes sejam liberados para 0 meio extracelular através do processo de exocitose (Perera e
Kuhn, 2008; Yu et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3: Esquema de replicacdo dos DENV. 1. Adsor¢do da particula viral a membrana celular; 2.
Internalizacdo da particula com formacéo de vesicula endocitica; 3. Formagdo e acidificacdo do endossoma e
fusdo das membranas vesicular e viral; reciclagem dos receptores celulares; 4. Liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma; 5. Liberacdo do RNA viral e as subunidades do ribossomo; 6. Traducdo do RNA viral para a
formacdo da poliproteina do DENV; 7. Clivagem da poliproteina do DENV no reticulo endoplasmaético; 8.
Sintese da fita negativa do RNA viral; 9. Fomacdo do envoltdrio viral junto a membrana do reticulo
endoplasmatico; 10. Migracéo da particula viral imatura para o complexo de Golgi; 11. Maturacdo da particula
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viral no complexo de Golgi; 12. Particula viral madura; 13. Saida do virion por exocitose. Fonte: Oliveira, 2004
(adaptado).

1.2. Células alvo das infecgdes pelos virus dengue

Estudos em pele humana mostraram que as primeiras células a serem infectadas pelos
DENV séo as células de Langerhans e células dendriticas (Wu et al., 2000). A replicacdo dos
DENV ocorre ap6s um periodo de laténcia de 12 a 16 horas, no local da inoculag&o,
provavelmente nas células reticulo-endoteliais, células de Langerhans ou nos fibroblastos que
se encarregam de levar o virus até os linfonodos regionais, favorecendo sua disseminacdo no
sangue, preferencialmente nos monacitos (Rothman e Ennis, 1999).

Estudos realizados em autdpsias e bidpsias de pacientes demonstraram presenca de RNA
e antigeno viral em mondcitos e linfocitos circulantes, macréfagos do bago, assim como no
figado, pulméo, baco, cérebro, rim, medula éssea e coracdo (Jessie et al., 2004; Aradujo et al.,
2009; Lima et al., 2011). Ensaios de imunomarcagéo e hibridizagdo in situ identificaram o
antigeno viral ou a fita positiva do RNA em células endoteliais no figado, pulm&o e bago
(Jessie et al., 2004; Balsitis et al., 2009; Pévoa et al., 2014).

Em amostras de sangue periférico de pacientes na fase aguda da infeccdo, o virus nédo sé
pode ser recuperado de linfocitos B, mas também em mondcitos, células “natural killer” e
linfocitos T (King et al., 1999). O genoma viral ja foi detectado em plaquetas isoladas de
pacientes durante a fase aguda da infeccdo e particulas semelhantes aos DENV foram
identificadas em plaquetas através de microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
(Noisakran et al., 2009).

1.3. Manifestac6es clinicas e classificacdo dos casos de dengue

A DEN é uma doenca febril aguda, causada por qualquer um dos quatro sorotipos virais
(Edelman e Hombach, 2008), que podem causar manifestagdes clinicas semelhantes
(Rothman e Ennis, 1999), variando de intensidade de acordo com as caracteristicas do
hospedeiro e do virus. O periodo de incubagdo pode variar de trés a quinze dias, com media
de quatro a sete dias, ap0s o qual a doenca apresenta-se sob um espectro clinico que varia
desde uma sindrome viral inaparente ou branda a febre da dengue (FD) ou dengue classica
(DC) e doencas hemorragicas graves (Souza et al., 2008; Santos, Romanos e Wigg, 2008).

A maioria dos pacientes é assintomatica ou apresentam sinais leves de FD ou DC, que
incluem febre de inicio subito, com duracdo média de 2 a 7 dias, cefaléia, dor retro-orbital,

congestdo conjutival, mialgia, artralgia, prostracdo, anorexia, sensacdo de paladar alterado,
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podendo ocorrer erupgdo maculopapular (Souza et al., 2008; Dalrymple e Mackow, 2012). A
mialgia e a artralgia sdo fatores caracteristicos da doenca, e S0 raros 0s sintomas
respiratorios, tais como tosse e rinite (Santos, Romanos e Wigg, 2008).

Alguns pacientes podem evoluir para formas graves da doenca, passando a apresentar
sinais de alerta, principalmente no periodo de defervescéncia, que precede as manifestacbes
hemorréagicas graves. As manifestacdes hemorragicas, apesar de incomuns na DC podem
ocorrer em alguns individuos, sendo mais comuns petéquias, equimoses, epistaxe, hemorragia
gengival e metrorragias, surgindo no final do periodo febril (Cunha e Nogueira, 2005). A
forma classica é auto limitada e geralmente resulta em uma completa recuperacdo (Nishiura e
Halstead, 2007).

As manifestacGes mais graves da DEN, segundo a classificacdo utilizada pela OMS
(1997), sdo a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome do Choque por Dengue.
(SCD). No caso da FHD, tendéncias hemorrégicas, trombocitopenia, extravasamento de
plasma, com aumento de hematdcrito acompanham os sintomas de DC. Sinais de hipotenséo,
choque e insuficiéncia circulatoria indicam progressdo para SCD e caso um tratamento
adequado ndo seja iniciado, o paciente pode vir a obito em um periodo de 8 a 24 horas.
(WHO, 1997; Santos, Romanos e Wigg, 2008; Zompi e Harris, 2012). FHD/SCD possui 4
graus de gravidade e ocorre com maior frequéncia nas infeccbes secundarias. Os Graus | e 11
sédo considerados os mais brandos da FHD, enquanto os Graus Ill e IV representam a
evolucdo da doenca para o estdgio de choque. Esta é uma classificacdo dinamica e pode
mudar rapidamente, de acordo com a evolucdo e o estdgio em que o paciente se encontra
(Tristdo-Sa e Zagne, 2008).

1.3.1. Infeccdo secundéria e efeitos na progressao da doenca

Os sintomas clinicos decorrentes de uma infeccdo primaria com um sorotipo de DENV
incluem uma doenca febril aguda autolimitada, mialgia e erupg¢do maculopapular. A
recuperacdo é acompanhada pelo desenvolvimento de uma imunidade homotipica a longo
prazo. No entanto, a imunidade heterotipica tem curta duracdo, de modo que o individuo
permanece susceptivel a uma infeccdo secundaria pelos outros trés sorotipos do DENV
(Sabin, 1952).

Apesar da progressdo do quadro clinico para FHD e SCD nédo ser totalmente
compreendida, duas principais teorias sdo propostas para explicar o aumento das chances de

desenvolvimento de FDH e SCD em infeccOes secundérias: a resposta imune dependente de
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anticorpos (ADE — antibody dependent anhancement) e a teoria do “pecado original” (T cells
antigenic sin) (Sarathy et al., 2015).

A teoria da ADE considera que anticorpos produzidos em resposta a infeccao
primaria, de reacdo cruzada e baixa capacidade neutralizante, contribuem para a patogénese
da DG ao promover a entrada do virus através de receptores Fcy (FcyR) e infecgdo de células
mieldides (Guzman, 1990; Halstead, 2003; Mathew e Rothman, 2008), gerando um aumento
da infeccdo dependente de anticorpo (ADE). Acredita-se que o complexo anticorpo-antigeno,
ao ser reconhecido e internalizado por macrofagos, aumenta potencialmente o risco de
desenvolvimento das formas mais graves da DENV, em virtude do aumento das células
infectadas e, consequentemente, da carga viral. Além disso, a infeccdo celular acarreta na
liberacdo de mediadores vasoativos na corrente sanguinea, causando o aumento da
permeabilidade vascular, ativacdo do sistema complemento e da tromboplastina tissular
(Hastead, 2003).

A teoria do “Pecado Antigénico Original” propde que células B ¢ T de memoria,
induzidas por exposicdo prévia a um sorotipo do DENV, geralmente sdo capazes de se ativar
e se multiplicar mais rapidamente que as células “naive” durante uma infec¢do secundaria.
Entretanto, essas células de memdria reativadas durante a infeccdo secundaria tem baixa
afinidade pelos epitopos do sorotipo infectante e por isso sdo menos eficientes em responder
ao segundo desafio (Alexander-Miller, Leggatt e Berzofsky, 1996; Mongkolsapaya et al.,
2003). Acredita-se, portanto, que pacientes com DG teriam células T com um potencial
citotoxico limitado, ndo permitindo o controle eficiente da infeccdo, mas sim a estimulacéo de
células T produtoras de citocinas inflamatérias, induzindo maior dano tecidual e
extravasamento plasmatico (Duangchinda et al., 2010). A ativacdo massiva de grande
guantidade dessas células de memdria, assim como mondcitos, macrofagos e células
endoteliais pode resultar na liberacdo e inducéo de citocinas e mediadores inflamatdrios que
contribuiréo para o aumento da permeabilidade vascular e extravasamento plasmatico (Pang,
Cardosa e Guzman, 2007).

1.3.2. Revisao da classificacdo das infec¢bes por dengue

A OMS prop6s uma nova classificacdo dos casos de DEN, a partir da iniciativa
intitulada Dengue Control (DENCO), que possui 0 objetivo de orientar medicos na
identificacdo precoce de casos graves (WHO, 2009). Observacgdes preliminares do DENCO

confirmaram que utilizando um conjunto de parametros clinicos e/ou laboratoriais, € possivel
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a distincdo entre pacientes apresentando DEN com ou sem sinais de alerta e DG (WHO,

2009) (Figura 4).

4 DENGUE % SINAIS DE ALERTA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave de plasma

COM

SINAIS DE Hemorragia grave

ALERTA

Grave envolvimento de orgaos

CRITERIOS PARA DENGUE  SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave do plsma

CASO PROVAVEL DE DENGUE SINAIS DE ALERTA* A

Morar ou viajar para drea endémica de dengue. *Dorabdominal ocasionando:

Apresentar febre e 2 dos seguintes critérios: *Vdmito persistente 'Choque(SCI'))' . o
*Néusea, vémito +Derrame cavitirio *Derrame cavitario com estresse respiratério
*Rash *Sangramento de mucosa ’

*Dores *Letargia , inquietagdo *Hemorragia grave

*Prova do lago positiva *Figado aumentado o

*Leucopenia *Laboratorial: hematacrito elevado deacordo com avaliagio médica.

*Qualquer sinal de alerta simultanea plaquetopenia

*Grave envolvimento de drgédos
*Figado: AST ou ALT = 1000

*SNC: envolvimento da consciéncia
*Coragéo e outros drgéos

CONFIRMAGAO LABORATORIAL DE DENGUE “Requer ohservagio e intervengio
(imporfante quando ha sinal de extravasamento médica
do plasma)

Figura 4. Nova classifica¢do dos casos de DEN de acordo com a OMS. Fonte: OMS, 20009.

Desde a revisdo do esquema de classificagdo, que atualmente consiste de DEN com ou
sem sinais de alerta e DG, tem sido possivel identificar a gravidade dos casos em tempo real
para tomada de decisdes, medir e comparar a mortalidade e morbidade por paises e
globalmente, bem como para disparar planos de contigéncia precocemente (Horstick et al.,
2015). Contudo, apesar dessa nova classificacdo ser util para o manejo de casos
potencialmente graves, a definicdo ampla do conceito de DG complica os estudos de

patogénese da doenca (Zompi e Harris, 2012).

1.4. Patogenia e histopatologia das infec¢des por dengue

As alteraces teciduais pela infeccdo pelos DENV séo comumente verificadas no figado,
corroborando a hipétese de que este 6rgao seja um dos principais alvos na infec¢do por esses
virus (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Trung et al., 2010). Andlises histopatoldgicas de tecido
hepatico de pacientes revelaram necrose de hepatdcitos, focos de hemorragia e edema,
infiltrado mononuclear no espaco periportal e vacuoalizacdo do citoplasma. Analises
ultraestruturais revelaram espessamento de hepatdcitos e de mitocondrias, indicando processo
apoptotico, acumulo de lipidios préximo ao ndcleo (microesteatose) e macroesteatose na
periferia das células (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Kularatne et al., 2014; Pdvoa et al.,
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2014). Particulas semelhantes aos DENV (PSD) foram observadas no citoplasma de
hepatécitos (Limonta et al., 2012; Pdvoa et al.,, 2014). A elevacdo dos niveis das
transaminases - glutamico piravica (TGP) e glutdmico oxalacética (TGO)- é a alteracdo mais
frequentemente reportada, ocorrendo ja no inicio da fase febril e atingindo o pico no periodo
de convalescéncia (Kuo et al., 1992; Nguyen, Nguyen e Tieu, 1997; Larreal et al., 2005;
Trung et al., 2010). Anormalidades nos niveis das demais enzimas hepaticas, como
bilirrubina, fosfatase alcalina e gama glutamil transpeptidase também foram observadas (Kuo
etal., 1992).

Manifestages cardiacas associadas ao DENV ndo sdo comumente observadas (Gulati,
Mahesh e Wari, 2007), porém dentre 0s pacientes que apresentam algum comprometimento
cardiaco, a miocardite é a condicdo mais encontrada (Satarasinghe et al., 2007; Lee, Teo e
Low., 2009; Salgado et al.,2010; Weerakoon et al., 2011). Quadros de arritmia ventricular e
atrial, bradicardia e taquicardia sinusal, hipocinesia, choque cardiogénico, efuséo
pericardiaca, faléncia cardiaca e até infarto do miocérdio ja foram associados a casos graves
(Obeyesekere e Hermon, 1973; Lee, Teo e Low, 2009; Salgado et al., 2010). Analises
histopatoldgicas de amostras de coracdo provenientes de casos fatais revelaram edema
intersticial com infiltrado inflamatdrio (miocardite) difuso formado principalmente por células
mononucleadas e fibroblastos. Processo apoptdtico em fibras cardiacas, evidenciado por
degradacdo nuclear e alteracGes mitocondriais também ja foi reportado (Lee, Teo e Low,
2009; Weerakoon et al., 2011; Povoa et al., 2014). O genoma e antigenos NS1 e NS3 dos
DENYV ja foram detectados no tecido cardiaco (Araujo et al., 2009; Lima et al., 2011). Outros
fatores, como a presenca da fita negativa do RNA viral nas células endoteliais, mioblastos,
ceélulas intersticiais do miocardio e macrofagos também indicam a infeccdo pelos DENV
(Salgado et al., 2010; P6voa et al., 2014).

Estudos histopatoldgicos de necropsias de pulmédo de pacientes revelaram infiltrado
inflamatério mononuclear (pneumonia intersticial), espessamento de septo interalveolar,
hiperplasia de macrdéfagos alveolares, edema intersticial, focos de hemorragia e congestéo
alveolar difusa. Megacaridcitos e fragmentos celulares semelhantes a plagquetas foram
observados no espaco alveolar (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Pdvoa et al., 2014). Analises
por MET revelaram presenca de PSD em células endoteliais e em macrofagos alveolares
(Limonta et al., 2012; Povoa et al., 2014). Através da técnica de imuno-histoquimica, o
antigeno viral pode ser detectado em macréfagos alveolares, em pneumacitos do tipo I, no

endotélio vascular pulmonar e em mondcitos circulando nos vasos sanguineos (Miagostovich
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et al., 1997; Jessie et al., 2004, Araujo et al., 2009). A observacédo da presenca da fita negativa
do RNA viral nestas células indica a replicagdo viral (Povoa et al., 2014).

ManifestacGes neuroldgicas associadas a infeccdo pelos DENV possuem um espectro
que varia desde sinais e sintomas nao especificos a convulsdes, meningite e, mais raramente, a
sindrome de Guillian-Barré (Lum et al., 1996; Salomon et al., 2000; Cam et al., 2001; Malik
et al., 2014). Alteragdes teciduais, como edema, lesdes focais espalhadas, hematoma subdural,
cerebelar e hemorragia intracraniana ja foram observados em exames de tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (Solomon et al., 2000; Cam et al., 2001; Bhoi et
al., 2014). Pleiocitose também ja foi observada no liquido cefalorraquidiano (Misra, 2006;
Bhoi et al., 2014). Estudos ultraestruturais revelaram PSD no RE de neuroglias e no espago
intersticial entre dois neurdnios (Limonta et al., 2012).

Analises morfologicas de amostras de rim de casos fatais de DEN revelaram distdrbios
circulatérios e danos no parénquima, caracterizados por sinais de necrose tubular aguda, focos
de hemorragia, edema e trombos nos capilares glomerulares. Estudos ultraestruturais
evidenciaram alteracbes nucleares e dilatacio do RE nas células necréticas
(Laoprasopwattana et al., 2010; Limonta et al., 2012; P6voa et al., 2014). Embora sinais de
replicacdo viral (presenca da proteina NS3 ou da fita negativa do RNA viral) ndo tenham sido
observados, o antigeno viral ja foi detectado por imuno-histoquimica em células
inflamatorias, macrofagos e mondcitos circulantes (Jessie et al., 2004; Basilio- de-Oliveira et
al., 2005; Pdvoa et al., 2014).

Acerca do baco, estudos histopatoldgicos mostraram disfuncBes parenquimais
proeminentes, com atrofia de foliculos linfoides, alteracdo do padréo estrutural e destruicdo
dos centros germinativos. Sinais de congestdo vascular e edema, principalmente na polpa
vermelha, também foram observados. Andlises por MET revelaram areas de vacuolizagdo do
citoplasma de células intersticiais e danos no endotélio de capilares sinuséides (Limonta et al.,
2012; Pdvoa et al., 2014). Antigenos virais ja foram detectados em macrofagos em circulacao
na polpa vermelha. Em adicdo, a detec¢do da proteina NS3, bem como o RNA viral nessas
células sdo indicios de ocorréncia da replicagdo viral (Balsitis et al., 2009; Jessie et al., 2004;
Pbvoa et al., 2014).

1.5. Modelos experimentais para o estudo de infeccGes pelos virus dengue

O maior desafio no entendimento da patogénese dos DENV em humanos e no

desenvolvimento de uma candidata a vacina e drogas antivirais é a auséncia de um modelo
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animal experimental adequado, que desenvolva a doenga com aspectos semelhantes aos da
FHD e SCD, quando inoculados com amostras selvagens isoladas a partir de pacientes com
DEN (Bhamarapravati, 1993; Gubler, 2002). Entretanto, varios modelos ja foram propostos e
tém sido de grande importancia para a elucidacdo de varios aspectos da patogénese dos
DENV.

1.5.1. Primatas ndo humanos (PNH)

Os PNH mantém o ciclo de transmissdo selvagem da DEN, sendo naturalmente
infectados pelos quatro sorotipos, produzindo baixa viremia e anticorpos neutralizantes (AN)
(Gubler, 1998). Apesar de tal modelo ndo apresentar sinais clinicos, esse tem sido utilizado
para a investigacdo da resposta imunoldgica e para testes de imunogenicidade e eficacia de
vacinas candidatas antes da fase de testes clinicos (Zompi e Harris, 2012; Sariol e White,
2014; Zellweger, Prestwood e Shresta, 2010).

1.5.2. Modelos murinos

O desenvolvimento de um modelo murino tem sido desafiador, ja que isolados
clinicos, além de ndo causarem doenca, apresentam baixa ou nenhuma replicacdo em
camundongos imunocompetentes (Zompi e Harris, 2012; Zellwegwer, Prestwood e Shresta,
2010). A maioria dos modelos propostos utilizam camundongos humanizados ou
imunodeficientes, e vias altamente invasivas de inoculacdo (Faugout et al., 1990; Raut et al.,
1996) ou amostras de virus adaptados (Johnson et al., 1999; Goncalves et al., 2012),

resultando em doenca neuroldgica e paralisia (Costa et al., 2006).

1.5.2.1. Camundongos humanizados

Encontra-se na literatura a descricdo de diversos modelos humanizados capazes de
desenvolver sinais clinicos compativeis com a DEN, nos quais esses animais, transplantados
com tecidos ou que expressam genes humanos, mostram-se ferramentas importantes nos
estudos da patogénese da doenca (Legrand et al., 2009).

Camundongos com imunodeficiéncia combinada grave (SCID), transplantados com
diferentes células de linhagens humanas apresentaram febre, exantema e eritema,
trombocitopenia e até mesmo hemorragia branda no figado (An et al., 1999; Bente et al.,
2005; Kuruvilla et al., 2007; Mota e Rico-Hesse, 2011; Cox et al., 2012) quando infectados
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pelos DENV por vias diferentes. Viremia também foi observada em muitos destes modelos
(Lin et al., 1998; An et al., 1999; Kuruvilla et al., 2007; Cox et al., 2012; Frias-Staheli et al.,
2014).

O aumento dos niveis de citocinas foi verificado em camundongos BLT (do inglés
bone marrow, liver, thymus) (Frias-Staheli et al., 2014) e em camundongos transplantados
com células tronco do sangue de corddo umbilical humano (Mota e Rico-Hesse, 2011).
Interferon (IFN) gama, interleucina (IL) 2 e fator de necrose tumoral (TNF) alfa foram
produzidas por linfécitos T humanos em camundongos SCID, diabéticos ndo obesos (NOD)
transplantados com células tronco hematopoéticas (Jaiswal et al., 2009). Ao ser infectado pela
picada do mosquito, esse modelo foi capaz de produzir TNF-a, IL-4 e IL-10 (Cox et al.,
2012). Além disso, os anticorpos detectados no soro destes camundongos humanizados
infectados foram capazes de neutralizar o DENV (Kuruvilla et al., 2007; Jaiswal et al., 2009,
2012).

1.5.2.2. Camundongos imunodeficientes/interferon-deficientes

Estudos utilizando camundongos interferon deficientes - que ndo apresentam
receptores para IFN a ¢ f e IFN y'(AG129) - observaram que ha robusta replicacdo do DENV
nesses animais. Esses modelos, uma vez infectados com virus neuroadaptados, apresentam
sinais neurolégicos como paralisia, cegueira, permeabilidade vascular aumentada, niveis
significantes de TNFa no soro e morte (Johnson e Roehrig, 1999; Shresta et al., 2006;
Prestwood et al., 2008; Milligan et al., 2015).

Camundongos AG129 apresentaram manifestacfes graves de DEN quando infectados
com altas doses de DENV né&o adaptado. Neste caso, foi observado extravasamento de plasma
levando a hemorragia, comprometimento de érgdos, hipercitocinemia e morte durante o pico
da viremia (Tan et al., 2010; Milligan et al., 2015); quando infectados com doses baixas da
mesma cepa, no entanto, mostraram disseminagdo do DENV sem qualquer sintoma com
replicacdo do virus ocorrendo no cérebro, baco e figado. O aumento da permeabilidade
vascular também foi notado, embora ndo houvesse sinais de hemorragia (Tan et al., 2010).

Objetivando estudos de amplificagdo de resposta tipo ADE, os camundongos AG129
foram inoculados com doses subneutralizantes de anticorpos anti-DENV, antes da infecgédo
pelo virus. Este modelo apresenta sinais de DG, tais como permeabilidade vascular, elevados
niveis de citocinas no soro, trombocitopenia, hematocrito elevado e hemorragia

gastrointestinal. O antigeno ou genoma viral pode ser detectado em diferentes érgdos, como



29

figado, intestinos delgado e grosso, estbmago, rim e cérebro (Balsitis et al., 2010; Zellweger,
Prestwood e Shresta, 2010).

1.5.2.3. Camundongos imunocompetentes

Camundongos imunocompetentes infectados com DENV sdo capazes de produzir
viremia (Paes et al., 2005; Barth et al., 2006; Costa et al., 2006; Yamanaka e Konishi, 2009;
Gongalves et al., 2012), embora a replicagdo viral seja menos eficiente em comparagdo a
observada em humanos (Ashour et al., 2010; Morrison e Garcia-Sastre, 2014). Esses animais,
guando infectados pela via intracraniana ou inoculados com virus neuroadaptados ou
adaptados em linhagens de células de camundongos, apresentam manifestaces neurologicas
como encefalite e paralisia, seguida de morte (Falgout et al., 1990; Raut et al., 1996;
Atrasheuskaya et al., 2003).

Dentre os sinais clinicos apresentados por modelos imunocompetentes estdo:
trombocitopenia, hematdcrito elevado, extravasamento de plasma, hemorragia e choque
(Atrasheuskaya et al., 2003; Shresta et al., 2004; Chen et al., 2007). Além disso, ja foram
relatados aumento dos niveis de diferentes citocinas no soro e producdo de AN
(Atrasheuskaya et al., 2003; Shresta et al., 2004; Chen et al., 2007; Gongalves et al., 2012).
Camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados pelo DENV apresentam niveis elevados de
enzimas hepaticas, indicando que o envolvimento hepatico também pode ser observado neste
modelo (Chen et al., 2004; Paes et al., 2009).

As alteracBes histopatoldgicas observadas em figado desses animais sdo: macro e
microesteatose, infiltrado inflamatério mononuclear, vacuoalizacdo do citoplasma, edema
intracelular e intersticial, capilar sinusoide parcialmente colapsado, hemorragia e necrose
(Chen et al., 2004; Paes et al., 2005, 2009; Gongalves et al., 2012). Sinais hemorragicos
também foram encontrados no baco desses camundongos (Gongalves et al., 2012). As
alteracbes descritas no pulmédo incluem edema e pneumonia intersticial mononuclear,
hiperplasia do epitélio bronquiolar, espessamento de septo interalveolar, células inflamatdrias
e debris nucleares nos alvéolos (Atrasheuskaya et al., 2003; Barth et al., 2006; Barreto et al.,
2009). Edema perivascular discreto também foi observado no cérebro (Atrasheuskaya et al.,
2003).
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1.5.2.4. Camundongos BALB/c

A utilizacdo de camundongos BALB/c é de grande valor para estudos de
imunogenicidade de vacinas, uma vez que estes animais apresentam respostas imunoldgicas
eficientes, sdo menos custosos e mais acessiveis (Balsitis et al., 2010). Embora se acredite que
estes sdo pouco susceptiveis a infec¢do pelos DENV (Ashour et al., 2010; Morrison e Garcia-
Sastre, 2014), estudos realizados com camundongos BALB/c infectados experimentalmente
com DENV pela via intravenosa (IV) demonstraram que este modelo € capaz de produzir
viremia entre 0 2° e 0 11° dia p6s-infec¢do (p.i.), atingindo o pico no 7 ° dia. Contudo, poucos
sinais clinicos de DEN podem ser observados, dentre estes trombocitopenia e alteracdo da
funcdo hepatica (Paes et al., 2005; Barth et al., 2006).

Estes camundongos sdo capazes de expressar uma resposta imunoldgica contra DENV
produzindo citocinas e AN (Atrasheuskaya et al., 2003). Analises histopatolégicas de pulméo
de camundongos BALB/c infectados com DENV revelaram espessamento de septo
interalveolar, congestdo vascular, presenca de macréfagos alveolares, células inflamatérias,
debris nucleares e eritrécitos no espago alveolar, plaquetas e células inflamatorias
mononucleadas e polimorfonucleadas circulantes em capilares, pequenos focos de
hemorragia, edema e hiperplasia do epitélio bronquiolar. Além disso, PSDs foram observadas
em macrofagos alveolares (Atrasheuskaya et al., 2003; Barth et al., 2006; Barreto et al., 2007,
2009). Estudos histopatoldgicos e ultraestruturais de figado revelam vacuoalizacdo do
citoplasma, edema intersticial, infiltrado inflamat6rio mononuclear, capilares sinuséides
parcialmente colapsados e vasos sanguineos dilatados, esteatose, eritrocitos internalizados por
hepatocitos, hemorragia e necrose (Atrasheuskaya et al., 2003; Paes et al., 2009). Analises
morfolégicas de tecido nervoso indicaram presenca de edema perivascular discreto, em
infeccdo utilizando cepa de DENV neuroadaptado (Atrasheuskaya et al., 2003).

Acerca do tecido cardiaco, estudos morfologicos revelaram presenca de infiltrado
inflamatorio, rarefacdo citoplasmética de cardiomidcitos, ativacdo de células endoteliais e
plaquetas, caracterizada pela emissdo de prolongamentos de membrana citoplasmatica,
presenca dessas no intersticio e circulando no capilar, inclusdes eletrondensas na regido
perinuclear de cardiomidcitos e desorganizacao das fibras cardiacas (Rasinhas, 2013; Jacome
et al., 2015a,b). Além disso, PSD foram observadas em cardiomiécito e células endoteliais
(Jacome et al., 2015a,b).
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1.6. Vacinas

Em consequéncia das dificuldades encontradas na implementacdo de
programas de controle do mosquito vetor da DEN, juntamente com o numero crescente de
casos de DEN no mundo, o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz tornou-se uma
das grandes prioridades da OMS. Apesar dos esforcos, o desenvolvimento de uma vacina
tetravalente, que garanta uma imunidade protetora de longa duragcdo ainda permanece um
desafio, por conta da epidemiologia dos quatro sorotipos do DENV, das complexas e
incompreendidas respostas imunoprotetoras e da falta de um modelo animal vélido. Apesar
dos varios obstaculos, existem atualmente varias vacinas promissoras em fase pré-clinica e
clinica de desenvolvimento (Del Angel e Reyes-del Valle, 2013; McArthur, Sztein e Edelman,
2013).

Recentemente, a primeira vacina contra a DEN, Dengvaxia® (tetravalente, atenuada),
foi avaliada na fase 3 de ensaios clinicos e aprovada pela OMS para uso em quatro paises
onde a doenca é endémica (Meéxico, Filipinas, Brasil e ElI Salvador). Desenvolvida pelo
laboratdrio Sanofi Pasteur, esta vacina é baseada no virus atenuado da vacina contra a febre
amarela (cepa vacinal 17D). Genes M e E dos quatro sorotipos de DENV séo substituidos no
genoma do vetor atenuado (Vannice, Roehrig e Hombach, 2015; Scott, 2016; Vannice,
Durbin, Hombach, 2016). Resultados das primeiras fases de testes clinicos foram promissores
(Sabchareon, 2012). Embora a vacina reduza a incidéncia da doenca, a eficacia da mesma
variou conforme a idade dos participantes, status sorolégico, gravidade da DEN e sorotipo
infectante, mostrando-se maior contra os sorotipos 3 e 4 (71,6% e 76.9%, respectivamente)
em comparacdo aos sorotipos 1 e 2 (54,7% e 43,0%, respectivamente). Até o momento, a
vacina Dengvaxia® representa 0 maior avanco na prevencdo da DEN em regides endémicas
(Scott, 2016).

Além desta, outras candidatas a vacina estdo sob avaliagéo clinica e pré-clinica. Com
base em diversas tecnologias e em diferentes fases de desenvolvimento, os resultados
alcancados em modelos animais sé&o promissores. A tabela 1 apresenta uma visdo geral das
candidatas a vacina da DEN, com suas respectivas abordagens tecnoldgicas e estagios de
desenvolvimento (Vannice, Roehrig e Hombach, 2015).



32

Tabela 1. Estagios de desenvolvimento e abordagem tecnolégica das vacinas candidatas atuais (Modificada de
Vannice, Durbin, Hombach, 2016).

Nome Antigeno Desenvolvedor Pré-clinico® | Fase | Fase | Fase
| 1 i
CYD-TDV Quimera (cepa 17D do virus Sanofi Pasteur X X X X
(Tetravalente/ da febre amarela (YF) +
Atenuada/ genes E e M dos DENV)
Recombinante)
TV003/TV005 Quimera (DENV-1e US National Institutes of X X X X
(Tetravalente/ DENV-3 ndo modificados + | Health e Instituto Butantan
Atenuada/ DENV-2 recombinante +
Recombinante) DENV-4)
DENVax Quimera (DENV-1/3/4 ndo Takeda X X X
(Tetravalente/ modificados + DENV-2
Atenuada/ recombinante + DENV-2)
Recombinante)
TDENV PIV DENV purificado e GSK/US WRAIR/Fiocruz X X
(Tetravalente/ inativado
Inativada)
DEN-80E Subnidade da proteina E Merck X X
(Tetravalente/
Subunidade)
TVDV Proteinas prM/E expressas US NMRC X X
(Tetravalente/ DNA) em vetor plasmidial
TLAV-TPIV Combinagdo virus atenuado US WRAIR X X
(Tetravalente/ purificado + virus inativado
Atenuada+ Inativada/ purificado
Recombinante)
------------- Proteinas de fusdo (E e C) IPK/CIGB X
expressas em E-coli
------------- Proteinas de fusdo (E) VaxInnate X
expressas em
baculovirus/células de
inseto
------------- Consenso do dominio 11l da NHRI X
proteina E expresso em E.
coli
------------- Proteinas prM/E expressas uUS CbC X
em vetor plasmidial
------------- EDIII-HBsAg virus like ICGEB X
particle expresso em P.
pastoris
------------- Consenso do dominio 11 da Themis X
proteina E e proteina M Bioscience/Instituto
DENV-1 expressos em Pasteur
vetor do virus do sarampo
------------- E85 expresso em virus da Global Vaccines X
encefalite equina
venezuelana
------------- DENV inativado + US NMRC X
Psoraleno
------------- DENV purificado e FIOCRUZ X
inativado
------------- DENV inativado + virus da Global Vaccines X
encefalite equina
venezuelana como
adjuvante
------------- Quimera DENV Universidade Chiang X
(Atenuada) Mai/Universidade
Mahidol/NSTDA/BioNet-
Asia
------------- Dominio transmembranar Arbovax X
da proteina E mutado
------------- DEN-SA 14 14 2 Instituto Beijing X
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------------- Mutagdo DENV (2 -O- Instituto Novartis de X

metiltransferase) Doencas Tropicais/
Agéncia de Ciéncia,

Tecnologia e Pesquisa,

Singapura
............. Proteinas prM/E expressas NMRC/WRAIR X
vetor plasmidial + DENV
atenuado
(Atenuada, DNA)
............. Quimera DENV prM/E + FIOCRUZ X
YF 17D

(Atenuada, DNA)

2: Avaliacdo em curso ou concluida em PNH.
1.7. Epidemiologia

Representando um sério problema de salde publica, pela crescente incidéncia global e
distribuicdo geografica, a DEN estd presente em quase todas as regiGes tropicais e
subtropicais do mundo, com uma intensa transi¢do de ciclo de transmissdo epidémico para
endémico (Guzman et al., 2010).

Pardmetros ambientais, como temperatura e indices pluviométricos, afetam a
demografia e 0 comportamento do vetor, 0 mosquito Aedes aegypti (Ae. aegypti). Além do
clima, o aumento desordenado da populacédo global, viagens internacionais, pobreza e a falta
de programas sustentaveis, em varios niveis, sdo fatores considerados de suma importancia

para entender a grande disseminacao da doenca em tdo pouco tempo. (Guzman et al., 2010).

1.7.1. Dengue no mundo

Os primeiros relatos de uma doenca semelhante 8 DEN podem ser encontrados em
enciclopédias médicas chinesas datadas da dinastia Chin (265 a 420 a.C) e da dinastia Sung
(992 a.C) (Gubler, 2006). Chamada de ‘veneno da agua’, acreditava-se na época que a doenca
correlacionava-se de algum modo com insetos voadores associados a agua.

As primeiras epidemias de DEN ocorreram entre 1779 e 1780 simultaneamente na
Asia, Africa e América do Norte. Nesta época, a DEN era considerada uma doenca benigna e
ndo-fatal contraida por visitantes dos tropicos e os longos intervalos entre grandes epidemias
se justificavam pelo fato de que virus e mosquitos apenas circulavam entre populagdes através
de viagens maritimas (Gubler e Clark, 1995).

O termo ‘dengue’ foi introduzido na literatura inglesa entre 1827 e 1828 pela rainha da
Espanha durante uma epidemia caracterizada por exantema e artralgia. A palavra dengue vem
da expressdo “Ki-Dinga pepo” que significa uma caimbra repentina causada por um espirito

mau. Antes varios nomes lhe foram dados, tal qual “Knokkelkoorts” em Jacarta (1779).
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Benjamin Rush, em 1789, relatou o primeiro caso definitivo da doenga, denominando-a como
"febre quebra-ossos". Posteriormente foi utilizado o termo “dunga” numa epidemia em Cuba,
1827, que logo foi substituido por dengue (Gubler, 1997; Halstead, 1992).

A transmissdo do DENV pelo artrépode vetor, 0 mosquito Ae. aegypti, foi descrita
pela primeira vez em 1906 (Bancroft, 1906 apud Cao-Lormeau, 2009) e, no mesmo ano,
determinada a etiologia viral (Ashburn e Craig, 1906 apud Pontes e Ruffino-Netto, 1994). Em
1926, foi possivel estudar a transmissdo da doenca em voluntarios e estabelecer o periodo de
incubacdo em mosquitos (Siler et al., 1926 e Simmons et al.,1931 apud Schlesinger, 1977).

Apesar de ter sido descrita no século XVIII, o isolamento do DENV, em
camundongos, ocorreu somente em 1943. O experimento resultou no isolamento dos dois
primeiros sorotipos do DENV — os sorotipos 1 e 2 (DENV-1 e DENV-2) (Gubler e Clark,
1995). Na década de 1950, os sorotipos 3 e 4 (DENV-3 e DENV-4) foram isolados durante a
epidemia de FHD ocorrida nas Filipinas (Gubler, 1997; Guzman et al., 2010).

Ap6s a Segunda Guerra Mundial, uma epidemia global de DEN teve inicio no
sudoeste asiatico (Halstead, 1992) e em 1975, casos de FHD tornaram-se a principal causa de
hospitalizacbes e morte entre criancas nesta area (Gubler e Clark, 1995). A DEN foi
reintroduzida no Pacifico no inicio dos anos 1970 e epidemias causadas pelos quatro sorotipos
ja eram reportadas. Na Africa, o nimero de epidemias tem crescido significativamente desde
a década de 1980, sendo o leste da Africa a regido onde ha maior ocorréncia da doenca
(Gubler e Clark, 1995).

Nas Ameéricas, uma campanha objetivando o controle da febre amarela liderada pela
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) erradicou 0 mosquito Ae. aegypti entre as
décadas de 1950 e 1960 (Guzman e Kouri, 2003). Durante esse periodo, epidemias de DEN
ocorriam esporadicamente em ilhas do Caribe. Com a descontinuacdo do programa de
erradicacdo do vetor, os DENV voltaram a circular em paises do continente americano. Em
1970, o DENV-2 estava presente nas Américas e 0 DENV-3 apresentava uma distribuicdo
focal na Colébmbia e em Porto Rico. O DENV-1 foi introduzido no continente em 1977,
causando epidemias na Jamaica, em Cuba, em Porto Rico e na Venezuela. Mais tarde, atingiu
outros paises caribenhos além de México, América Central e o norte da América do Sul. Em
1981, além da introducdo do DENV-4 no leste das Ilhas do Caribe, um novo gendtipo de
DENV-2 proveniente do sudoeste asidtico causou a primeira grande epidemia de FHD em
Cuba. Este gendtipo disseminou-se rapidamente e em 1995, 14 paises do continente

americano j& haviam reportado casos confirmados de FHD (Guzman e Kouri, 2003).
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Nas Ultimas décadas, a incidéncia de DEN tem crescido dramaticamente no mundo,
com mudangas no perfil epidemioldgico (Wilson e Chen, 2015). Com mais de um terco da
populacdo mundial vivendo em areas de risco de infeccdo, 0 DENV é uma das principais
causas de doenca e mortes nas regides tropicais e subtropicais do planeta (CDC, 2016). Antes
da década de 1970, apenas nove paises registravam epidemias graves. Entretanto, atualmente,
a doenca é endémica em mais de 100 paises da Africa, Américas, Sudoeste Asiatico e regides
oeste do Pacifico (WHO, 2014). As areas mais afetadas sdo as Americas, o sudoeste asiatico e
as regides oeste do Pacifico, onde em 2010, mais de 2,3 milhdes de casos foram notificados.
Em 2013, o nimero de casos reportados somente na Américas foi de 2,35 milhdes. Contudo,
com o crescente nimero de casos, a DEN tem se disseminado por novas areas e atualmente
existe a ameaca de possiveis surtos no continente europeu. Em 2010, foram reportados casos
autoctones na Franca e Croacia. Em 2012, um surto na Ilha da Madeira, em Portugal, resultou
em mais de 2000 casos, alem de casos importados em outros 10 paises europeus. Em 2013
foram notificados casos na Flérida, Estados Unidos e Yunnan, na China. Ja em 2014, o
namero crescente de casos de DENV-3 tem afetado paises das llhas do Pacifico (WHO,
2014).

A Figura 5 mostra a atual distribuicdo global do risco de infeccdo pelos DENV (WHO,
2014).
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Paises ou dreas onde a dengue
tem sido reportada

Figura 5. Paises ou éreas de risco de infeccdo por DENV. As linhas da faixa isotermal de janeiro e julho
indicam as areas de risco de infec¢do por DENV, definidas pelos limites geogréaficos dos hemisférios norte e
sul para a sobrevivéncia durante todo o ano do mosquito Aedes aegypti, o principal vetor da dengue.
(Modificado de WHO, 2014).
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1.7.2. Dengue no Brasil

A primeira epidemia de DEN no Brasil, documentada clinica e laboratorialmente,
ocorreu no inicio da década de 1980 na cidade de Boa Vista, Roraima, causada pelos
sorotipos 1 e 4, com sete mil casos notificados, porém a transmissao permaneceu restrita a
esta cidade (Osanai et al., 1983).

A DEN se tornou um problema de salde publica ap6s a introducdo e posterior
isolamento do DENV-1 no ano de 1986, em Nova lguacu, no estado do Rio de Janeiro, RJ
(Schatzmayr et al, 1986). O intenso fluxo de pessoas e a proximidade aos grandes centros
urbanos facilitaram a rapida disperséo do virus, causando uma epidemia explosiva com 92 mil
casos reportados (Nogueira et al, 1999).

Em 1990, um novo surto ocorreu na Regido Metropolitana do RJ, na cidade de Niteroi,
onde o DENV-2 foi identificado pela primeira vez no Brasil. Apo6s sua introducéo, a situacdo
do pais se agravou, sendo notificados os primeiros casos de FHD e SCD (Nogueira et al,
1990, 1991, 1993).

A circulacdo do DENV-3 foi identificada em 2000, no municipio de Nova Iguacu, RJ
(Nogueira et al., 2002). Em 2002, esse sorotipo foi responsavel pela maior e mais grave
epidemia ocorrida no pais até entdo, que registrou 771.551 casos (Nogueira et al., 2002),
correspondendo a 80% dos casos ocorridos nas Ameéricas.

Os anos de 2004 e 2005 foram considerados como interepidémicos (Aradjo et
al., 2006). A reemergéncia do DENV-2 em 2007 causou em 2008 uma grave epidemia, com
um total de 259.392 casos no estado do RJ (Secretaria de Vigilancia Sanitaria [SVS], 2009) e
um novo perfil epidemiol6gico, com a ocorréncia de casos graves em criancas (Teixeira et al.,
2009; Cavalcanti et al., 2011). Em 2009, o DENV-1 substituiu o DENV-2 como sorotipo
predominante no pais, ocasionando uma grande epidemia, com mais de 1 milhdo de casos no
ano de 2010 (SVS, 2010).

Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, cerca de 30 anos ap0s
a sua primeira deteccdo no pais (Tempordo et al., 2011). Em 2011 e 2012, o DENV-4 se
tornou o sorotipo predominante e, em 2013, foram registrados 1.476.917 casos de DEN, 6.566
casos graves e 573 obitos. Em 2014 foram registrados no pais 572.308 casos da doencga, 673
casos de DG e 465 0Obitos (SVS, 2013, 2014).

No ano de 2015, foram registrados 1.587.080 casos de DEN, com 1.529 casos de DG e
839 odbitos confirmados, o que representa um aumento de 80,4% em compara¢do com o
mesmo periodo de 2014 (SVS, 2015). Em 2016, foram registrados 1.426.065 casos provaveis
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de DEN no pais até a Semana Epidemiologica 32 (3/1/2016 a 13/08/2016), com 728 casos de
DG e 7.105 casos de DEN com sinais de alerta. Foram confirmados 509 o6bitos por DEN, o
que representa uma reducdo no pais de 37% em comparagdo com 0 mesmo periodo de 2015,
quando foram confirmados 814 o6bitos. A regido com maior nimero de casos confirmados de
DG e de dengue com sinais de alarme € a regido Sudeste, com 388 e 3.419 casos,
respectivamente. Em relagdo aos sorotipos circulantes no pais nos ultimos dois anos, estudos
soroepidemioldgicos apontam a predominancia do DENV-1 (90%), seguido do DENV-2
(5,7%), DENV-4 (3,3%) e DENV-3 (1%). (SVS, 2015, 2016).
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2.  JUSTIFICATIVA

A circulacdo do DENV-3 foi identificada em 2000, no estado do Rio de Janeiro. Em 2002,
esse sorotipo foi responsavel pela maior e mais grave epidemia no pais, com 771.551 casos
registrados correspondendo a 80% dos casos ocorridos nas Americas (Nogueira et al., 2002).

Diversos estudos epidemioldgicos correlacionaram a infeccdo pelo DENV-3 a quadros
graves, tanto em infeccdes primarias quanto secundarias (Eram et al., 1979; Harris et al.,
2000; Messer et al., 2002; Guzman et al., 2006; Gutierrez et al., 2011). De fato, no Brasil,
este sorotipo apresenta maior associacdo a sinais e sintomas mais graves, incluindo choque,
dor abdominal e exantema, em comparacdo aos demais sorotipos (Passos et al., 2004).

O estabelecimento de modelos animais para estudos de infec¢es por DENV tem sido um
desafio, uma vez que os virus epidémicos circulantes ndo infectam naturalmente espécies ndo-
humanas (Zompi & Harris, 2012). Neste contexto, tais estudos sdo de grande relevancia para
as diversas areas de pesquisa em DEN, incluindo patogénese, imunidade, desenvolvimento de
farmacos, desenho e teste de vacinas.

Estudos prévios realizados pela equipe do Laboratdrio de Morfologia e Morfogénese Viral,
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) demonstram que
camundongos BALB/c imunocompetentes, quando infectados experimentalmente com
DENV-1 e DENV-2 ndo neuroadaptado pelas vias IV ou intraperitoneal, (IP), apresentam
viremia. Sinais clinicos como tremores, diarreia e aumento da temperatura corporal, bem
como alteracdes teciduais semelhantes aos observados em casos humanos de infeccdo por
DENV foram observados. O antigeno viral foi detectado em amostras de figado, em células
endoteliais e hepatdcitos (Barreto et al., 2004, 2007, 2009; Barth et al., 2006; Paes et al.,
2005, 2009). Ademais, sendo objeto de estudo do Laboratorio de Morfologia e Morfogénese
desde 1997, o camundongo BALB/c j4 foi utilizado como modelo animal experimental para
teste de vacina de DNA com o gene NS1. Os resultados mostraram que esses animais
desenvolveram uma resposta imune humoral de longa duracdo, com producgdo de altos niveis
de anticorpos anti-NS1 e prote¢do contra um posterior desafio com DENV-2 (Costa et al.,
2006).

Neste trabalho, realizamos infecgdes experimentais de camundongos BALB/c com uma
cepa de DENV-3 isolada de caso humano durante a epidemia de 2008, no estado do Rio de
Janeiro, ndo neuroadaptada e avaliamos as alterac6es morfoldgicas nos tecidos, assim como a

quantificacdo da carga viral nos mesmos. Com este estudo, espera-se colaborar com
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informacdes no sentido de preencher lacunas sobre a patogénese dos DENV, assim como
propor um modelo para testes de candidatas a vacinas e farmacos contra os DENV.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar possiveis alteracdes morfoldgicas, assim como a presenca do RNA do DENV

em diferentes 6rgdos de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com DENV-3

3.2. Objetivos Especificos

e Observar possiveis alteracbes morfolégicas em figado, pulmao, coracéo, cerebelo e rim
de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com o DENV-3 pela via
intravenosa, buscando semelhangas com casos humanos de DEN.

e Verificar a presenca do DENV assim como sua biossintese em células de diferentes
6rgdos de camundongos infectados.

e Detectar e quantificar o RNA viral a partir de amostras de macerado de diferentes 6rgaos

de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com DENV-3.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracdes éticas

Todos os procedimentos que foram realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica Para Utilizacdo de Animais de Laboratorio da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) (CEUA-Fiocruz, protocolos P0098-01 e LW-50/11) (Anexo I).

4.2. Virus dengue sorotipo 3

A amostra do DENV-3 utilizada (cepa 289/2008-RJ) foi isolada a partir de uma
amostra de soro de paciente enviada ao Laboratério Referéncia em Flavivirus, do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C), Fiocruz. Para a producdo do estoque viral, uma aliquota de 100uL foi
inoculada em garrafas de 175cm? contendo células de linhagem de mosquito Aedes albopictus
a uma concentracdo de 5x10° células/mL. A titulacdo foi calculada pelo método de Reed &
Muench (1938). Ao final de cinco passagens, a cepa representativa apresentou titulo de
10*#TCIDso/ImL. Apbs as passagens, 0 sorotipo infectante foi confirmado pela técnica de
imunofluorescéncia indireta utilizando-se anticorpo monoclonal especifico para DENV-3
(8A1) (Henchal et al., 1982).

4.3. Camundongos BALB/c

Para as infeccBes experimentais, foram utilizados 60 camundongos BALB/c machos
de 2 meses de idade, pesando entre 20 e 25 gramas e obtidos através do Centro de Criacdo de
Animais em Laboratério (CECAL) da Fiocruz. Durante os experimentos, 0os camundongos
foram mantidos no Biotério do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira do 10C, Fiocruz, onde
temperatura (~20°C), fotoperiodo (12h/12h), alimentacdo e hidratacdo foram rigorosamente
controlados. Ao serem admitidos no biotério, os animais foram identificados através de
marcagdes em alguns pontos do corpo (orelha, pata dianteira, pata traseira, cabeca, dorso e
ventre) com &cido picrico diluido em agua e separados em grupos de 5 animais por caixa.
Todas as caixas foram devidamente identificadas com etiquetas contendo informagdes tais
como data de chegada, idade, sexo, nimero de animais por caixa, data de inoculacdo e
eutanasia, patégeno contido no indculo, pesquisador responsavel, telefone para contato e
numero da licenca da CEUA.

Os animais utilizados como controles negativos (CN) foram mantidos em ambientes

separados dos infectados.
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Segue abaixo o desenho experimental deste estudo (Figura 6).

Camundongos

BALB/c machos
(n=60)

CN (n=27)

- ndo infectados: 21
- inoculados com L-15: 6

Inoculagéo IV

Verificacdo da temperatura
corporal e de sinais
clinicos

Eutanésia 72 h.p.i

Microscopia Fotonica Micoscopia Eletronica RT-PCR em tempo

(N=22: 14 infectados/ de Transmissdo (N=14: real (N=24: 12

5CN néo infectados/3 7 infectados/4 CN nao infectados/12 CN
CN L-15) infectados/3 CN L-15) néo infectados)

Figura 6: Fluxograma do desenho experimental para as infecgbes de camundongos BALB/c machos com o
DENV-3. IV: intravenosa, CN: controle negativo, h.p.i: horas ap6s infeccdo. L-15: meio Leibovitz
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4.4. Experimentacgdo animal

4.4.1. Infeccdo

Os animais foram contidos com auxilio de um suporte de acrilico e infectados pela via
intravenosa. A cauda foi cuidadosamente esticada e 100 pL do indculo injetados
vagarosamente na veia caudal. Foram utilizadas seringas de 1 mililitro (mL) e agulhas de 13 x
4,5 mm. Além dos animais infectados com inéculo de DENV-3, uma parcela dos animais
utilizados como controle negativo foi inoculada com 100 pL de meio Leibovitz (L-15) pela
veia caudal, o mesmo utilizado para a dilui¢do viral. Os animais restantes, utilizados como

controle negativo, ndo sofreram qualquer tipo de intervencao.

4.4.2. Verificacdo de temperatura corporal e sinais clinicos associados a
infeccéo

Os animais foram cuidadosamente contidos e a temperatura corporal foi verificada
com auxilio de um termémetro lubrificado com dleo mineral inserido no reto, onde foi
mantido por 3 minutos. As temperaturas, tanto dos animais controles quanto dos infectados
foram verificadas previamente a inoculacdo com DENV-3 e 72 horas po6s-infec¢édo (p.i).

Os animais infectados foram observados (antes da inoculacéo e 72 horas p.i.) quanto a
presenca dos seguintes sinais clinicos: tremores, petéquias, diarreia e 6bito. Todos os dados

coletados foram registrados em fichas.

4.4.3. Eutanésia

Apos 72 h.p.i, os animais foram anestesiados com 150uL de Hypnol 3% com auxilio
de seringas de 1 mL e agulhas de 13 x 4,5 mm. Sob efeito do anestésico, os animais foram
afixados pelas patas com agulhas em um suporte de isopor em decubito dorsal. A dissecagédo
se iniciou com uma pequena incisao na pele para posterior incisao na linha alba para acesso as
cavidades toraxica e abdominal. Com os 6rgdos ja expostos, cada um deles foi coletado e
acondicionado de maneira diferente, dependendo do objetivo final, conforme descrito a

sequir.

o Analises em microscopia fotonica (N=22: 14 infectados/5 CN ndo infectados/ 3 CN L-

15). Amostras de pulmao, figado, cerebelo, rim e coracdo foram coletadas apds a eutanasia,
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clivadas, acondicionadas em tubos falcon de 50 mL estéreis contendo o fixador Millonig pH
7,4 e encaminhadas para o Laboratorio de Patologia, 10C, Fiocruz, onde foram estocadas a
4°C até o momento do processamento.
o Andlises em microscopia eletronica de transmissdo (N=14: 7 infectados/4 CN néo
infectados/3CN L-15). Uma vez anestesiados e contidos em suporte de isopor com o abdémen
voltado para cima, foi feita uma pequena incisdo no peritdnio que seguird até a altura do
externo, que foi removido com a finalidade de expdr o coragdo. Em seguida, uma agulha de
13 x 4,5 mm adaptada a um sistema de canulacdo foi introduzida no ventriculo esquerdo, o
atrio imediatamente seccionado e um fluxo de salina fisioldgica (NaCl a 0,9%, pH 7,2)
liberado por dois minutos, com o intuito de remover todo o sangue da arvore vascular. Apos a
interrupcdo do fluxo de salina fisiologica, teve inicio o processo de fixacdo por perfusdo, em
que o fluxo de paraformaldeido a 4%, em tampédo fosfato de sédio a 0,2M, pH 7,2, foi
liberado por trinta minutos. Apds o periodo de fixacdo por perfusdo, os 6rgdos foram
cuidadosamente coletados, acondicionados em tubos falcon estéreis devidamente etiquetados
e fixados por imersdo em glutaraldeido a 2% em tampé&o cacodilato de sédio a 0,2 M, pH 7,2.
As amostras foram estocadas a 4°C até o0 momento do processamento.
o Analises moleculares por RT-PCR em tempo real (N=24: 12 infectados/12 CN nao
infectados). Amostras de pulmdo, figado, cerebelo, rim e coracdo foram coletadas ap6s a
eutanasia, acondicionadas em tubos falcon de 50 mL estéreis e devidamente etiquetados e
estocadas em freezer -70°C até o momento da extracao do acido nucleico viral.

Todos os procedimentos foram executados em cabine de seguranca NB-2 e todo o
material cirdrgico, assim como qualquer outra ferramenta utilizada na dissecacdo, foram

esterilizados previamente. As carcagas dos animais foram autoclavadas e descartadas.

4.5. Processamento de amostras para analise em microscopia fotonica.

Ap0s a coleta, os orgdos fixados por imersdo em Formalina Millonig pH 7,4 foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol, clarificados em xilol e incluidos em
parafina. Seccdes de espessura de 5 um foram obtidas com auxilio de uma faca de teflon
descartavel acoplada a um micrétomo (Leica 2025), coradas com hematoxilina e eosina e
observadas em microscopio fotonico (Zeiss Axiophot). Todo o processamento de tecidos
objetivando analises por microscopia fotbnica foi realizado em colaboragdo com o
Laboratdrio de Patologia, IOC/Fiocruz.
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4.6. Processamento de amostras para analise em microscopia eletrénica de

transmissao

Apo6s o procedimento de fixacdo por perfusdo os Orgdos foram cuidadosamente
coletados, pos-fixados por imersdo em glutaraldeido a 2% em tampé&o cacodilato de sédio a

0,2M pH 7,2 e estocados em geladeira até 0 momento do processamento.

Clivagem. O material foi clivado sobre uma placa de Petri com o auxilio de um bisturi

de aco inoxidavel com a finalidade de obter fragmentos com didmetro em torno de 1mm?.

Pos-fixacdo por Tetroxido de Osmio. Apds a clivagem, os fragmentos de tecidos
foram lavados em tampéo cacodilato de sodio a 0,2M em sacarose a7%, pos-fixados em
tetroxido de 6smio a 1% e novamente lavados em tampédo cacodilato de sédio a 0,2M em
sacarose a 7% e agua destilada.

Desidratacdo e Inclusdo. As amostras foram desidratadas em concentragcfes crescentes
de acetona, de 15%, 30%, 50%, 70% em acetato de uranila a 1%, 90% e 100% em sulfato de
cobre (super seca). Uma vez desidratadas, estas foram infiltradas em resina ep6xi diluida em
acetona durante 30 minutos e em resina pura por quatro horas. Realizou-se, entdo, uma ultima
troca, na qual o material clivado foi depositado em moldes de silicone identificados e
mantidos em estufa aquecida a 60°C, por trés dias para polimerizacdo. Apds 0 processo de
polimerizagédo, os blocos contendo os fragmentos foram retirados das formas de silicone,
desbastados com auxilio de uma lixa e uma navalha de aco inoxidavel, objetivando o formato
de um trapézio ou um quadrado perfeito para que a face do bloco apresentasse uma melhor

incidéncia no ponto de corte da faca de diamante.

4.6.1. Ultramicrotomia

e SeccOes semifinas. As seccOes semifinas (0,5um de espessura) foram obtidas
utilizando uma faca de diamante (DIATOME) adaptada ao ultramicrétomo Reichert-Jung E
Ultracut. Os cortes foram coletados e acondicionados em l&minas de vidro. As laminas
contendo os cortes foram colocadas sobre a uma chapa de platina aquecida a 60°C, durante
dois minutos para que 0s mesmos se fixassem e logo depois, esses foram corados com solugéo
de 1% de azul de metileno em solucdo de borato de sodio a 1% e 1% de azur Il em agua
destilada (Richardson et al., 1960 modificado; Humphrey & Pittman, 1974) e analisados em

microscopio fotonico (Zeiss Axiophot).
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e Seccdes ultrafinas. As sec¢des ultrafinas (50-70 um de espessura) foram obtidas com
auxilio uma faca de diamante (DIATOME) adaptada ao ultramicrotomo Reichert-Jung E
Ultracut e coletadas em grades de cobre de 300 malhas que foram acondicionadas em um
suporte proprio, devidamente identificadas para secagem.

Uma vez secos, as seccdes foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo (técnica de contrastacao positiva). A técnica consiste na aplicacdo de sais de metais
pesados que reagem com componentes celulares de baixo numero atdbmico, contrastando-o0s
(Reynolds, 1963).

Inicialmente, as aliquotas de acetato de uranila e citrato de chumbo utilizadas, foram
centrifugadas por 1 minuto a 3000 rota¢fes por minuto (rpm). Em seguida, em uma camara
escura, a face da grade contendo o material foi posta em contato com gotas de acetato de
uranila por 15 minutos. Ap6s o periodo de incubacéo, as grades foram lavadas em trés banhos
de &gua destilada e submetidas a incubacdo por quatro minutos, em citrato de chumbo, em
camara com hidroxido de soédio. Apo6s a segunda incubacdo, as grades foram novamente
lavadas em trés banhos de &gua destilada e acondicionadas em placa de Petri, onde secaram
naturalmente e foram mantidas até o0 momento das analises em microscopio eletrdnico de
transmissdo Zeiss EM-900. Todo o procedimento foi executado em capela de exaustdo

quimica.

4.7. Extracdo de Acido Nucleico

Para a extracao de &cidos nucleicos, amostras de figado, coracdo, baco, pulmdo, rim e
cerebelo foram maceradas em 500 pL de meio de cultura L-15 (Sigma, Alemanha)
suplementado com penicilina-streptomicina a 2% e fungizona a 1% (Invitrogen, EUA) e
centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm, a uma temperatura de 4°C. A extracdo foi
realizada a partir de 140 pL do sobrenadante dos 6rgdos macerados, utilizando-se o conjunto
comercial de diagndstico QIAmp Viral RNA minikit (Qiagen, Alemanha). O método emprega
membranas de silica gel em conjunto com centrifugagfes das colunas. As amostras foram
inicialmente lisadas sob condigdes altamente desnaturantes, para inativar as RNAses e
garantir o isolamento do RNA viral intacto. Foram realizadas lavagens com dois diferentes
tampdes que garantem a ligagdo do RNA a membrana e remocdo dos contaminantes. Por fim,

0 RNA foi eluido da membrana utilizando 60 pL de tampéo livre de RNAses.
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4.8. Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

Para quantificacdo do genoma viral, a curva padrdo foi construida a partir de uma
diluicdo seriada de RNA extraido de uma amostra de DENV-3 (cepa CH53489), de titulo
conhecido (3,9x 10°TCID/0.1mL), gentilmente cedida pelo Laboratério de Referéncia em
Flavivirus. O protocolo empregado segue o recomendado pelas instru¢es do kit SuperScript
Il Platinum One-Step Quantitative RT-PCR (Invitrogen, EUA), utilizando-se os iniciadores
DENJ3-R  (5-CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT3’) e  DENI3-F  (5—
GGACTGGACACACGCACTCA- 3°), desenhados a partir de um fragmento da regido 3' ndo
codificante, e sonda DENJ3-P (Cy3 5’- ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG- 3° BHQ-
1).

Para a reacdo de amplificacdo, uma mistura de reacédo foi preparada utilizando 1 pL de
cada iniciador a 50puM; 12,5 pL de mistura de reagdo 2x; 0,5 pL da enzima Super Script 111
RT/Platinum Tag Mix®; 3,5 pL de agua destilada livre de DNase/Rnase; 1 puL de MgSO* a
5mM e 0,75 pL da sonda a 9 uM. Numa microplaca optica (PE Applied Biosystems,
Califérnia, EUA), de 96 micropocos, primeiramente, foram adicionados 20uL da mistura,
contendo os iniciadores, sonda, agua e o conjunto comercial de diagndstico SuperScript Il
Platinum One-Step Quantitative RT-PCR (Invitrogen, EUA) em cada poco. Posteriormente,
foram acrescentados 5pL do RNA extraido, totalizando assim um volume final de 25uL/poco.
As amostras e a curva padrdo foram aplicadas em duplicatas. As placas foram colocadas na
plataforma LineGene 9660 (Bioer, 44 China), para a reacdo de qRT —PCR, seguindo 0s
parametros de ciclagem disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros da qRT-PCR, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Transcricdo reversa 50°C 15 minutos 1 ciclo
Ativacéo da enzima 95°C 2 minutos 1 ciclo

Desnaturagédo 95°C 15 segundos 40 ciclos

Hibridizagdo/Extensdo 60°C 1 minuto 40 ciclos
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5. RESULTADOS

Durante a realizacdo da etapa de experimentacdo animal, nenhum camundongo veio a
Obito e todos os animais foram eutanasiados. Sinais clinicos tais como paralisia, tremores,
cegueira, petéquias ou perda de peso ndo foram observados durante o periodo entre a infeccéo

e a eutanasia.

5.1. Analise histopatologica de pulméo de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Analises histopatoldgicas de pulmdo de camundongos BALB/c ndo infectados
(controles negativos) demonstraram bronquiolos, alvéolos e septos intralveolares sem
quaisquer alteragdes, bem como a presenca de eritrécitos contidos nos capilares sanguineos
(Figura 7).
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Figura 7: Seccéo histolégica de pulmédo de camundongo BALB/c ndo infectado corada com hematoxilina e
eosina. Alvéolos (a) e saco alveolares (sa) com auséncia de eritocitos em seu limen, septos intralveolares (A)
bem preservados e presenca de eritrécitos contidos nos capilares sanguineos (c). Barra= 100um

As analises de pulmédo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. com DENV-3 revelaram
infiltrado inflamatorio no espago peribronquiolar, focos de hemorragia no septo interalveolar
e em bronquiolos, espessamento de septos interalveolares com presenca de células
inflamatdrias (pneumonia intersticial) e acimulo de liquido no bronquiolo respiratorio

(Figuras 8A-8D).
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Figura 8A-8D: Seccoes histologicas de pulmédo de camundongos BALB/c 72 h.p.i por DENV-3 coradas com
hematoxilina e eosina. Presenca de liquido (e) no bronquiolo respiratério [A]. Foco de hemorragia (h) no septo
interalveolar [B] e bronquiolo (B) [B,C]. Espessamento de septo interalveolares (A) [C, D]. Infiltrado
inflamatério (IF) no espaco peribronquiolar [D]. Barras (A, B, C, D) = 200 um.

5.2. Analise ultraestrutural de pulméo de camundongos BALB/c infectados com DENV-
3

Anélises ultraestruturais de pulmdo de camundongos BALB/c ndo infectados
(controles negativos) mostraram alvéolos, células intersticiais e septo interalveolar
preservados, bem como a presenca de eritrocitos e célula endotelial contidos no capilar

sanguineo (Figura 9).
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Figura 9: Secgdo ultrafina de pulm&o de camundongo BALB/c ndo infectado contrastada com acetato
de uranila e citrato de chumbo. Alvéolos (A), septo intralveolar, pneumdcito do tipo I (PI1). Célula endotelial
(CE) e eritrocitos (E) contidos no capilar. Barra= 5um

As analises ultraestruturais de pulmédo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. com o
DENV-3 revelaram espessamento de septo interalveolar devido a presenca de células
inflamatérias mononucleadas e polimorfonucleadas (pneumonia intersticial), acimulo de
liqguido nos capilares, sinais de necrose de células intersticiais e presenca de plaquetas e
células inflamatérias mononucleadas circulando nos capilares. Além disso, foi observada a
ativacdo de células endoteliais, plaquetas, célula inflamatéria mononucleada e de célula
inflamatoria polimorfonucleada do tipo neutréfilo, evidenciada pela emissdo de

prolongamento da membrana citoplasmatica (Figuras 10A-10G).
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Figuras 10A-10G: Seccles ultrafinas de pulméo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo. Compressdo alveolar (A) devido ao espessamento dos septos
intralveolares [A, D] pela presenca de células inflamatorias mononucleares (CIm). Presenca de célula
inflamatoria polimorfonuclear (Cip) do tipo eosinéfilo no intersticio [B]. Necrose (Ne) de célula intersticial [D].
Ativagdo de célula endotelial (CE) [E], célula inflamatéria mononuclear [C], plaqueta (p) [F] e célula
inflamatoria polimorfonuclear do tipo neutréfilo [G] no capilar, caracterizada pela emissdo de prolongamentos
da membrana citoplasmatica (setas). Eritrdcitos (E). Pneumécito do tipo Il (PIl). Barras (A,B,C,D,E) =5 pm.
(F) =1,5um. (G)=3,5 um.

5.3. Andlise histopatoldgica de coracdo de camundongos BALB/c infectados com DENV-3

Andlises histopatoldgicas de coracdo de camundongos BALB/c ndo infectados
(controles negativos) mostraram cardiomiécitos de diametro normal, arranjados em feixes
paralelos, com auséncia de infiltrado inflamatorio e tecido conjuntivo no intersticio (Figura
11).

11 —

Figura 11: Seccdo histoldgica de coragdo de camundongo BALB/c ndo infectado corada com hematoxilina e
eosina. Area tecidual bem preservada, sem alteracfes histopatoldgicas. Cardiomiécitos (c), capilar sanguineo
(C), célula endotelial (CE). Barra= 100 um.
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Anadlises histopatoldgicas de cora¢do de camundongos BALB/c 72 h.p.i. com DENV-3
revelaram presenca de infiltrado inflamatorio no intersticio, sinais de hipertrofia, com leve
fibrose intersticial e desarranjo da arquitetura das fibras do miocardio, que se apresentaram

dispostas de maneira irregular, em varias direc6es (Figuras 12A-C).
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Figuras 12A-12C: Seccdes histoldgicas de coragdo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. com DENV-3 coradas
com hematoxilina e eosina. Presenca de infiltrado inflamatorio no intersticio (IF) [A,B,C]. Sinais de hipertrofia
(*) [A,C] e fibrose intersticial (Fi) [B]. Barras=100 pm.

5.4. Andlise ultraestrutural de coragdo de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Analises ultraestruturais de coragdo de camundongos BALB/c ndo infectados (controles
negativos) mostraram &reas teciduais totalmente preservadas, com fibras cardiacas e

cardiomidcitos sem qualquer alteracdo (Figura 13).

Figura 13: Seccdo ultrafina de coracdo de camundongo BALB/c ndo infectado contrastada com acetato de
uranila e citrato de chumbo. Area bem preservada, sem alteragdo ultraestrutural. Cardiomidcito (c), nucleo (N),
fibras cardiacas (f), mitocondrias (M). Barra = 5um.
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Andlises ultraestruturais de coracdo de camundongos infectados experimentalmente
com DENV-3 demonstraram alteracdes pontuais havendo areas do tecido preservadas. As
principais alteracbes observadas foram: presenca de indmeras células inflamatérias
mononucleadas e plaquetas no intersticio, desorganizacdo das fibras cardiacas e sinais de
ativagdo do endotélio e de células inflamatorias mononucleadas, evidenciada pelo
espessamento do citoplasma de células endoteliais e emisséo de prolongamento da membrana
citoplasmatica de células endoteliais e células inflamatdrias mononucleadas (Figuras 14A-G).
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Figuras 14A-14G: Secc0es ultrafinas de coragdo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo. Presenca de células inflamatérias (CI) e células inflamatérias
mononucleares (Clm) no intersticio [A, B, C, E, F]. Desorganizac¢éo de fibras cardiacas (*) [C, G]. Ativacdo de
células endoteliais (CE) evidenciada pela emisséo de prolongamentos de membrana plasmética (setas) [D, E] e
pelo espessamento de citoplasma [D]. Ativacdo de célula inflamat6ria mononuclear também foi observada [F].
Plaquetas (p) circulando fora do capilar sanguineo (c) [G]. Barras (A, B) = 3,5 um. (C, D, E, F) = 1,5 um. (G) =
2,5 pm.

5.5. Analise histopatoldgica de figado de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Anédlises histopatoldgicas de figado de camundongos BALB/c ndo infectados
(controles negativos) demonstraram auséncia de alteragBes histopatolégicas no intersticio,
com eritrocitos contidos nos vasos e/ou capilares sinusodides, bem como a arquitetura do

hepatdcito bem preservada (Figuras 15A-15B).
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Figuras 15A-15B: Secg¢Bes histologicas de figado de camundongo BALB/c ndo infectado coradas com
hematoxilina e eosina. Regido central de um Iébulo hepético, composto principalmente por uma veia centro-
lobular (v) e por corddes de hepatdcitos (he) que se distribuem radialmente ao redor da veia. Inimeros vasos de
pequeno calibre (setas), principalmente capilares do tipo sinusdide, compdem o estroma hepatico [A].
Hepatocitos com citoplasma bem distribuido e citoplasma finamente granuloso [B]. Nucleo (N), Célula
endotelial (CE). Barra (A) = 50um. (B)= 10um.

Analises histopatoldgicas do parénquima hepatico de camundongos BALB/c 72 h.p.i.
com DENV-3 revelaram focos de hemorragia, congestdo vascular (Figuras 16A-16B),
infiltrado celular no espaco periportal e infiltrado inflamatério intersticial (Figuras 17A-17B).

A respeito dos hepatdcitos, uma das principais alteracfes histopatoldgicas observadas
foi a presenca de inclusdes lipidicas Unicas (esteatose macrogoticular) no citoplasma dessas
células (Figuras 18A-18E). Na maioria dos casos, a inclusdo ndo provocou o deslocamento do
nacleo (ndo mostrado). Em casos focais, entretanto, observou-se um estagio avancado de
degeneracdo celular, no qual o nucleo do hepatécito foi comprimido ou deslocado para a
periferia devido a presenca da inclusdo lipidica (Figuras 19A-19B). Aléem disso, pode-se
observar uma extensa area de esteatose microgoticular, onde o corddo de hepatdcitos
apresentava inimeras inclusdes lipidicas no interior celular (Figuras 20A-20B).

Por fim, foram evidenciados sinais de degeneracdo celular, com inclusdes nucleares

atipicas e alteracdo no padrao de distribuicdo de cromatina (Figuras 21A-21C).
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Figuras 16A-16D: Secgdes histoldgicas de figado de camundongos BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 coradas com
hematoxilina e eosina. Focos de congestdo vascular (CV) [A, B, C], hemorragia (h) [C, D] e infiltrado celular
(IC) no espago periportal [D]. Barra (A, B, C) =50 pm. (D) = 100 pm.
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Figuras 17A-17B: Presenca de infiltrado celular (IC) no espaco porta [A] e infiltrado inflamatério (IF) no
intersticio [B]. Hepatocitos (he). Barras (A,B) = 20 pum.
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Figuras 18A-18E: Presenca de incluses lipidicas (esteatose macrogoticular) (setas) no interior do citoplasma de
hepatocitos (he). Barra (A) = 10 um. (B, C, D, E) = 20 pm.
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Figuras 19A-19B: Presenca inclusdes lipidicas (setas) no citoplasma do hepatécito, comprimindo o ndcleo

celular [A] e/ou deslocando o0 mesmo para a periferia [B]. Barra (A) =50 um. (B) = 20 pm.
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Figuras 20A-20B: Presenca de multiplas inclusdes lipidicas no citoplasma de hepat6citos (setas), caracterizando
esteatose microgoticular em uma extensa area do parénquima hepético [A]. Em maior aumento, 0 aspecto de um
hepatocito contendo inumeras inclus@es lipidicas (setas) em seu citoplasma [B]. Barra (A) = 50 um. (B) = 20

pm.
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Figuras 21A- 21C: Degeneracdo de hepatdcitos, com presenca de inclusdes nucleares atipicas (setas pretas) [A,
B, C]. A seta vermelha aponta para um nucleo de hepatocito com alteracdo no padrdo de distribuicdo da
cromatina [C]. Barras (A, B, C) =20 um.
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5.6. Andlise ultraestrutural de figado de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3
Neste estudo, a fixacao insatisfatoria do érgdo inviabilizou a obtencéo de sec¢des bem

preservadas para esta analise e, por essa raz&o, os resultados ndo serdo mostrados.

5.7. Analise histopatoldgica de cerebelo de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Anélises histopatoldgicas de cerebelo de camundongos BALB/c ndo infectados
(controles negativos) demonstraram celularidade regular nas camadas molecular e granulosa,
com auséncia de alteracbes morfoldgicas. Além disso, a camada de Purkinje apresentou-se
disposta de forma continua, com os neurdnios de Purkinje e astrdcitos de Bergmann sem

deformacdes ou alteracbes morfoldgicas (Figuras 22A-22B).
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Figuras 22-22B: Secg¢des histologicas de cerebelo de camundongos BALB/c nédo infectados coradas com
hematoxilina e eosina. Disposicao, celularidade e morfologia normal das camadas de Purkinje (P), granulosa (G)
e molecular (M). [A]. Em maior aumento, as trés camadas j& citadas com detalhes. Na camada molecular (M) h&
poucas celulas, predominando dendritos, ax6nios e sinapses (ndo mostrado). Na camada de Purkinje, além dos
neurdnios de Purkinje (np), estdo os ndcleos dos astrdcitos de Bergmann (setas), que langam seus dendritos a
camada molecular. Na camada granulosa h4 numerosos nucleos, que pertencem em sua grande maioria aos
neurdnios pequenos (ndo mostrado). Os nucleos das células granulosas tém distribuicdo irregular, com espacos
entre eles, que constituem os glomérulos cerebelares, sinapses complexas (*) [B]. Barra (A)=50um (B) = 20

pm.

Anadlises histopatoldgicas de cerebelo de camundongos infectados experimentalmente
com DENV-3 demonstraram altera¢fes pontuais havendo areas teciduais preservadas. Dentre
0s principais achados histopatolégicos estdo: distribuicdo heterogénea da camada de Purkinje,
com perda da linearidade da camada de neurdnios (Figuras 23A-23B); pequenos focos de
hemorragia e eritrécitos ndao contidos no capilar (Figuras 24A-24B) e celularidade exacerbada
na substancia branca (Figura 25). Além disso, pode-se observar sinais de degeneracao celular,

com presenca de nucleos picnoticos (Figura 26) na camada molecular.
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Figuras 23A-23B: Seccdes histoldgicas de cerebelo de camundongos BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 coradas
com hematoxilina e eosina. Disposi¢do irregular da dos neurbnios da camada de Purkinje, com perda da
linearidade da camada de neurénios (chaves) [A, B] e foco de hemorragia (h) na camada granulosa (G) [B].
Neuronio de Purkinje (np). Barra (A)= 50um. (B)= 20 pum.



7

24A

24B

70

Figuras 24A-24B: Eritrocitos ndo contidos (setas) no capilar cerebelar (c) [A,B] e aglomerados no intersticio

[B]. Barras (A, B) =20 um.

25

Figura 25: Celularidade anormal (destacada dentro do quadrado), na substéncia branca. Barra = 50um.
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Figura 26: Presenca de nlcleos picnéticos (setas), indicativo de necrose celular [C]. Barra =50 pm.

5.8. Andlise ultraestrutural de cerebelo de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Apesar de alguns problemas na fixacdo do 6rgdo pelo protocolo padrdo para a
realizacdo da técnica de MET, as analises estruturais de cerebelo de camundongos BALB/c
ndo infectados (controles negativos) mostraram que, as areas e células fixadas néo

apresentavam qualquer tipo de alteracdo morfol6gica. (Figura 27).

27

Figura 27: Seccdo ultrafina de cerebelo de camundongo BALB/c ndo infectado contrastada com acetato de
uranila e citrato de chumbo. Neurdnio de Purkinje bem preservado (np). Nucleo (N), Citoplasma (Ci) Barra =
lpm.
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Anédlises ultraestrurais de cerebelo de camundongos infectados experimentalmente com
DENV-3 demonstraram alteracBes pontuais havendo areas teciduais preservadas. As
principais alteracdes observadas foram a ativacdo do endotélio, caracterizada pela producéo
de vesiculas de transporte (Figura 28); sinais sutis de necrose de célula endotelial e células do
intersticio (Figura 29) e intensa atividade proteica em células intersticiais, evidenciada pelo
espessamento do reticulo endoplasmatico rugoso e presenca de inumeros ribossomos
eletrondensos (Figuras 30A-30B). Além disso, pode-se observar presenca de células
inflamatdrias mononucleares no intersticio (ndo mostrado) e aderidas ao endotélio ativado
(Figura 31).

Figura 28: Seccdo ultrafina de cerebelo BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 contrastada com acetato de uranila e
citrato de chumbo. Ativacao de célula endotelial evidenciada pela producéo de inimeras vesiculas de transporte
(destacadas em maior aumento). Sinais sutis de necrose celular, com degeneracdo nuclear (setas). Barras =
0,5pum.
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Figura 29: Evidéncia sutil de necrose (Ne) de célula intersticial, caracterizada pela presenca de nicleo picnético.

Barra = 0,5um.
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Figuras 30A-30B: Intensa atividade proteica de células intersticiais, evidenciada pelo espessamento de reticulo

endoplasmatico rugoso (setas) e areas com intimeros ribossomos eletrondensos (*). Nucleo (N). Mitocondria
(M). Barras (A, B) = 200nm.
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Figura 31: Presenca de célula inflamatdria mononuclear (Cim) aderida ao endotélio ativado. Emissdo de
prolongamentos de membrana (setas) pelo endotélio. Barra = 1um.
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5.9. Analise histopatologica de rim de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Anadlises histopatoldgicas de rim de camundongos BALB/c nédo infectados (controles
negativos) demonstraram corplsculos de Malpighi, formados pela capsula de Bowman e
glomérulos, bem preservados. Além disso, tabulos contorcidos proximais, tubulos contorcidos

distais e tubulos coletores nao apresentavam qualquer tipo de alteracdo (Figura 32).

TCD
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Gl cB
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Figura 32: Sec¢do histolégica de rim de camundongos BALB/c ndo infectado corada com hematoxilina e
eosina. Parénquima renal bem preservado, com tGbulo contorcido distal (TCD), tdbulo contorcido proximal
(TCP), tabulo coletor (TC) e corplsculo de Malpighi, formado pela capsula de Bowman (cB) e glomérulo (GI)
sem qualquer alteracdo histopatolégica. Barra = 20 pm.

Anélises histopatoldgicas de rim de camundongos infectados experimentalmente com
DENV-3 revelaram focos de congestdo capilar e congestdo vascular difusa (Figuras 33A-
33C); infiltrado inflamatdrio no intersticio (Figuras 34A-34C) e presenca de incluses
citoplasmaticas semelhantes a lipidios em células epiteliais dos tubulos contorcidos (Figuras
35A-35C).



CC

CcC

33A

CC

CC

33B

76



33C

CVv

CcVv

CcVv

77

Figuras 33A-33C: Seccles histoldgicas de rim de camundongos BALB/c 72h.p.i. por DENV-3 coradas com
hematoxilina e eosina. Foco de congestéo capilar (CC) [A, B] e congestdo vascular (CV) difusa [C] Barra (A) =
20 um. (B, C) =50 um.
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Figuras 36A-36C: Presenca de infiltrado inflamatério (IF) no intersticio. Capilar (c). Glomérulo (GI).

Congestdo capilar (CC). Barra (A) =50 um. (B, C) = 20pum.
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Figuras 35A-35C: Presenca de inclusdes citoplasmaticas semelhante a lipidios (setas) no citoplasma das células
epiteliais tubulares. As setas vermelhas indicam compressdo do nucleo celular, devido a presenca da incluséo no
citoplasma [A]. Barra (A, B) = 20 um. (C) = 10 um.

5.10. Analise ultraestrutural de rim de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3

Analises ultraestruturais de rim de camundongos BALB/c ndo infectados (controles

negativos) mostraram parénquima renal totalmente preservado, auséncia de ceélulas

inflamatdrias, sinais de congestdo ou qualquer outro tipo de alteracdo (Figura 36).
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Figura 36: Seccdo ultrafina de rim de camundongos BALB/c néo infectado contrastada com acetato de uranila e
citrato de chumbo. Eritrocitos (E) contidos no capilar (c) e células do tdbulo contorcido proximal (TCP) sem

qualquer alteracdo. Barra =2 pm.

Anadlises ultraestruturais de rim de camundongos infectados experimentalmente com
DENV-3 revelaram presenca de células inflamatdrias mononucleares no intersticio e no
capilar (Figuras 37A-37B), focos de congestdo vascular, sinais de degeneracdo celular,
caracterizados pela presenca de nucleos picndticos (Figura 38), degeneracdo nuclear de
células intersticiais (Figura 39) e intensa atividade proteica em célula intersticial, evidenciada
pelo espessamento do reticulo endoplasmatico rugoso e presenca de inimeros ribossomos
eletrondensos. Além disso, foi observada presenca de particulas semelhantes em morfologia e
didametro aos DENV (Figura 40).
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Figuras 37A-37B: Seccdo ultrafina de rim de camundongo BALB/c 72 h.p.i. por DENV-3 contrastada com
acetato de uranila e citrato de chumbo. Presenca de células inflamatorias mononucleares (Cim) no capilar [A] e
no intersticio [B]. Eritrdcito (E). Barra (A) = 2um. (B)=1 pum.

Figura 38: Congestdo vascular (CV) e célula apresentando ndcleo picnético (destacado em maior aumento).
Célula endotelial (CE). Barra = 2um.
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Figuras 40A-40C: Intensa atividade proteica de célula intersticial, evidenciada pelo espessamento de reticulo

endoplasmatico rugoso (setas brancas) e areas com indmeros ribossomos eletrondensos (*). Particulas
semelhantes em morfologia e didmetro aos DENV (setas vermelhas) no interior de compartimento membranoso
no citoplasma. Citoplasma (Cit). Reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Membrana plasmatica (MP). Barras
(A, B) =200nm. (C)=100nm.
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5.11. Andlise molecular

O resultado do teste de RT-PCR em tempo real a partir de amostras de macerados de
tecidos de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com DENV-3 demonstrou
que estes animais foram suscetiveis a cepa epidémica, ndo neuroadaptada utilizada neste
estudo. Considerando a deteccdo de RNA viral em diferentes o6rgdos (pulméo, figado,
coragdo, rim, baco e cerebelo), observamos que o figado (33,33%), cerebelo (25%), pulmao
(25%), baco (8,3%) e rim (8,3%) apresentaram maior recuperacao do RNA viral (Tabela 3).

Tabela 3. Deteccdo do genoma viral de DENV-3 por RT-PCR em tempo real em oOrgdos de
camundongos BALBI/c.

Orgéo Baco Cerebelo | Coragdo | Figado Pulméo Rim
Positivos/Testados 1/12 3/12 0/12 4/12 3/12 1/12
(%) (8,3%) | (42,85%) (28,57%) | (28,57%) | (8,3%)

Conforme mostrado na tabela 4, o 6rgdo que obteve a maior média de titulo recuperado
foi 0 bago (1 x 10 cpias/mL). O RNA viral pode ser recuperado de 4 das 12 amostras de
figado testadas, com média dos titulos igual a 4,6 x 10* cépias/mL. No cerebelo e pulméo, a
fita positiva do RNA foi recuperada em 3 das 12 amostras testadas, com média dos titulos
igual a 2,66x10* e 3,94x10* copias/mL, respectivamente. Das 12 amostras de rim testadas,
somente em 1 foi possivel detectar e quantificar a carga viral, sendo a média da quantificacdo
igual a 1,78x10°c6pias/mL. Ndo foi detectado o genoma viral nas amostras de coracdo
testadas.

A fita positiva do RNA viral foi detectada em 8 dos 12 camundongos (66,66%), em
pelo menos um orgéo testado. Em dois animais, 0 RNA do DENV-3 foi detectado em dois
orgdos distintos (Tabela 4), e em um detectamos a carga viral em trés 6rgdos. Conforme

mostrado na tabela 5, 0 camundongo 4 apresentou maior média de titulo de RNA recuperado.
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Tabela 4. Quantificagdo da carga viral do DENV-3 por RT-PCR em tempo real, a partir de 6rgédos de
camundongos BALBJ/c.

Camundongos Quantificacdo do DENV-3 (copias de RNA/mL)
Baco Cerebelo | Coracdo Figado Pulmao Rim
1 ND ND ND ND ND ND
2 ND 2,65x10 ND ND 3,68x10 ND
3 ND ND ND ND ND ND
4 IX10 2,23x10 ND ND ND ND
5 ND ND ND 8.93x10 ND ND
6 ND 6.93x10 | ND ND ND ND
7 ND ND ND 6,01x104 4,15x105 2,14x104
8 ND ND ND ND 2.05x10 ND
9 ND ND ND 4.18x10 ND ND
10 ND ND ND 3.86x10 ND ND
11 ND ND ND ND ND ND
12 ND ND ND ND ND ND
Média/ 6rgao 8,33x1010 2,66x104 0 4,76x104 3,94x104 1,78x103

ND = ndo detectado.

Tabela 5. Média da quantificacdo dos titulos de RNA viral recuperados por camundongo BALB/c.

Camundongos

Média dos titulos recuperados (copias de RNA/mL)

ND

4
1,06 x10

ND

11
1,67 x10

4
1,49 x10

4
1,16 x10

4
8,28 x10

3
3,42 x10

O |0 N |O |0 | | W[N] P

4
6,97 x10

[E=N
o

2
6,43 x10

[EEN
[EEN

ND

[EE
N

ND
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6. DISCUSSAO

Atualmente, ha fortes linhas de evidéncias sugerindo uma relacdo especifica entre a
genética viral e o resultado clinico da infeccdo por DEN. Todos 0s quatro sorotipos possuem a
habilidade para causar SCD/FHD, porém, a infeccdo por DENV-2 e DENV-3 estdo mais
associadas a uma maior gravidade da doenca (Nisalak et al., 2003).

A circulagcdo do DENV-3 no Brasil foi identificada em 2000, no municipio de Nova
Iguacu, RJ. Dois anos depois, esse sorotipo foi responsavel pela maior e mais grave epidemia
ocorrida no pais até entdo, correspondendo a 80% dos casos ocorridos nas Américas
(Nogueira et al., 2002). A infeccdo por DENV-3 pode resultar em uma serie de resultados
clinicos, incluindo doenca grave tanto em infeccBes primarias como secundarias, como
observado em varios estudos epidemioldgicos na Indonésia (Eram et al., 1979; Sumarmo et
al., 1983), Sri Lanka (Messer et al., 2002), Cuba (Guzman et al., 2006), Tailandia (Vaughn et
al., 2000) e Nicaragua (Gutierrez et al., 2011). No Brasil, infeccdes por este sorotipo estdo
fortemente associadas a sintomas mais graves, incluindo choque, dor abdominal e exantema,
em comparagdo aos outros trés sorotipos (Passos et al., 2004). Como ainda ndo estdo bem
definidos os fatores que determinam porque certos individuos apresentam DEN e outros
desenvolvem DG, o estabelecimento de modelos animais pode ser de grande relevancia para
estudos sobre a patogénese da doenca.

Modelos murinos imunocompetentes nao sdo capazes de produzir viremia
eficientemente quando inoculados com amostras provenientes de isolados clinicos (Ashour et
al., 2010; Zompi e Harris, 2012) e a maioria dos modelos propostos na literatura trata-se de
camundongos neonatos, humanizados ou imunodeficientes (Sriurairatna, Bhamarapravati e
Phalavadhtana, 1973; Tan et al., 2010; Rajmane et al., 2013), que utilizam vias invasivas de
inoculacdo, como a intracraniana (Falgout et al., 1990; Raut et al., 1996) ou cepas de virus
neuroadaptadas em camundongos neonatos (Raut et al., 1996; Atrasheuskaya et al., 2003;
Gongcalves et al., 2012).

Contudo, estudos prévios realizados no Laboratério de Morfologia e Morfogénese
Viral (I0C, Fiocruz) utilizando camundongos BALB/c infectados com cepas de DENV-1 e
DENV-2 néo neuroadaptadas e inoculadas pelas vias IV ou IP detectaram viremia do 2° ao
11° dia po6s-infeccdo (Barth et al., 2006; Paes et al., 2005;), além de alteracfes teciduais
similares aquelas observadas em casos humanos (Barth et al., 2006; Barreto et al., 2007,
2009; Paes et al., 2009; Rasinhas, 2013; Jacome, 2015b).
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Alteragfes em tecido pulmonar durante a infecgdo pelos DENV sdo comumente
observadas, caracterizadas principalmente por pneumonite, hemoptise, hemorragia pulmonar
e congestdo de septos alveolares (Bhamarapravati, Tuchinda e Boonpucknavick, 1967;
Guzman et al., 1990; Setlik et al., 2004; Wang et al., 2007; Marchiori et al., 2009).

Neste estudo, as analises morfoldgicas de pulméo de camundongos BALB/c quando
infectados com DENV-3 revelaram pneumonia intersticial, infiltrado inflamatério
peribronquiolar, focos de hemorragia parenquimal e bronquiolar, edema capilar, necrose de
células intersticiais e ativacdo de células endoteliais, plaquetas, célula inflamatéria
mononucleada e célula inflamatéria polimorfonucleada, evidenciada pela emissdo de
prolongamentos de membrana citoplasmatica. Estas alteracGes assemelham-se as observadas a
partir de amostras provenientes de casos de ébito por DEN em humanos (Burke et al., 1988;
Miagostovich et al., 1997; Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Pévoa et al., 2014).

Modelos murinos infectados experimentalmente com os DENV apresentaram
alteracdes em diferentes tecidos (Bhamarapravati, 1989, Hotta et al., 1981, Atrasheukaya et
al., 2003). Nossos achados corroboram os de Barreto (2004, 2007), Barth (2006) e Jacome
(2015b), que observaram espessamento de septo interalveolar, focos de hemorragia,
recrutamento de plaquetas, presenca de infiltrado inflamatério e presenca de células
inflamatorias mononucleares e polimorfonucleares em pulmdo de camundongos BALB/c
infectados com o DENV-2 ndo neuroadaptado e com os resultados preliminares (ndo
publicados) de experimentos realizados com o DENV-1. No entanto, até onde sabemos, este é
o primeiro relato de necrose de células intersticiais pulmonares em infeccdo por DENV.
Todos esses achados sdo confirmagdes de que, em modelo murino, assim como em casos
humanos, pode haver o envolvimento do pulm&o durante a infecgdo pelos DENV.

A presenca de PSD em pulmédo humano ja foi demonstrada previamente, em células
endoteliais e macrofagos alveolares (Limonta et al., 2012; Pdvoa et al., 2014). O antigeno
viral ja foi detectado em macrdfagos alveolares, em pneumdcitos do tipo II, no endotélio
vascular e em mondcitos circulando nos vasos sanguineos (Miagostovich et al., 1997; Jessie
et al., 2004, Araujo et al., 2009). A fita complementar do RNA viral, indicativa de replicacdo
viral, ja foi identificada em macréfagos alveolares (Povoa et al., 2014). Em pulméo de
camundongos BALBI/c, estudos prévios demonstraram o isolamento dos DENV (Barreto et
al., 2004; Barth et al., 2006) e PSD foram observadas em reticulo endoplasmatico rugoso de
macrofagos alveolares (Barreto et al., 2007). Neste estudo, 0 RNA do DENV-3 pbde ser
recuperado em 3 das 12 amostras de pulméo de camundongos BALB/c infectados. Embora a
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4
média dos titulos encontrados (3,94x10 ) fosse menor que o inoculado, a deteccdo do RNA

sugere que houve disseminacao viral.

A disfuncdo hepatica € um aspecto comum durante a infeccdo por DENV e o
envolvimento do figado na patogénese da infeccdo é demonstrado pelo aumento dos niveis
das transaminases TGO e TGP, leséo tecidual, presenca de antigenos e RNA do DENV em
amostras provenientes de casos humanos (Bhamarapravati e Halstead, 1964; Bhamarapravati,
Tuchinda e Boonpucknavik, 1967; Burke, 1968; Kuo et al., 1992.; Kalayanarooj et al., 1997,
Miagostovich et al., 1997; Nguyen, Nguyen e Tieu, 1997; Rosen, Khin e Tin, 1989; Rosen,
Drouet e Deubel 1999; Wang et al., 1990; Povoa et al., 2014). Os achados histopatol6gicos
relatados em pacientes com FHD/SCD revelam que, além da ocorréncia de hemorragia e
edema, danos causados por alteracBes metabdlicas e/ou inflamatérias, como a presenca de
esteatose, necrose centrolobular, vacuolizacdo de citoplasma de hepatocitos, hiperplasia de
celulas de Kupffer e areas com células infiltradas sdo também encontrados (Burke, 1968;
1997; Huerre et al., 2001; Basilio-de-Oliveira et al., 2005;). Essas lesdes podem ser
consequéncia direta da presenca do DENV e/ou resultantes de uma resposta imune
exacerbada (Costa et al., 2013).

Em nossas anélises de tecido hepatico, diferentes alteracGes foram observadas e
corroboram as pontuadas por Basilio-de-Oliveira (2005) e Pévoa (2014) que, a partir de casos
humanos, detectaram inclusdes lipidicas na regido perinuclear de hepatdcitos, microesteatose
e macroesteatose, infiltrado celular no espaco periportal, infiltrado inflamatdrio no intersticio,
focos de hemorragia e degeneracdo nuclear. O espessamento de mitocdndrias, indicativo de
processo apoptotico e reportado em estudos realizados com cultura de células HepG2 (El-
Bacha et al., 2007) e biopsia de caso fatal de DEN (Povoa et al., 2014) ndo pode ser avaliado
neste estudo, devido ao estado de preservacdo do material para andlises em MET.

Em modelo murino, o comprometimento hepatico, como alteracbes de
fungdes hepaticas e da morfologia do tecido também é observado (Chen et al., 2004; Paes et
al.,2009; Tan et al.,, 2010; Goncgalves et al., 2012). Infiltrado de células inflamatorias,
congestado de capilares sinuséides, congestao vascular, inclusdes semelhantes a lipideos, focos
de hemorragia e microesteatose, verificados durante este estudo, ja foram previamente
reportados (An et al., 1999; Atrasheuskaya et al., 2003; Barreto et al., 2004; Chen et al.,
2004; Barth et al., 2006; Paes et al., 2005, 2009; Goncalves et al., 2012; Jacome, 2015b).
Necrose, acumulo de liquido no capilar e hiperplasia de células de Kuppfer (Atrasheuskaya et
al., 2003; Barreto et al., 2004; Paes et al., 2005) ndo foram verificados durante este estudo.
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Observamos inclusdes nucleares semelhantes as observadas em figados de camundongos
BALB/c 13 d.p.i com DENV-2. Embora descritas por Paes e colaboradores (2005) como
inclusbes nucleares semelhantes a lipideos, a natureza dessas inclusdes ainda precisa ser
comprovada.

A presenca do DENV ja foi verificada em amostras de figado humano e murino
através da deteccdo do genoma viral, do antigeno viral ou da fita complementar do RNA do
virus (Miagostovich et al., 1997; Barreto et al., 2004; Chen et al., 2004; Paes et al., 2005,
2009; de Macedo et al., 2006; Aradjo et al., 2009; Lima et al., 2011; Gongalves et al., 2012;
Pdvoa et al., 2014). Neste estudo, a fita positiva RNA do DENV-3 p6de ser detectada em 4
das 12 amostras de figado de camundongos BALB/c infectados, com média dos titulos igual a
4,76x10* copias/mL. A deteccdo do DENV em amostras de figado através de MET j4 foi
descrita por Limonta e colaboradores (2012). Embora o RNA do DENV tenha sido detectado,
a presenca de particulas virais ndo puderam ser verificadas devido a fixacdo insatisfatoria do
orgéo.

O envolvimento do tecido muscular cardiaco na infeccdo pelos DENV ndo é incomum
e as manifestacdes clinicas associadas a DEN podem variar amplamente, desde a bradicardia
assintomatica a miocardite fatal (Sheetal e Jacob, 2016). Diversos estudos ja reportaram
arritmias, hipotensdo, miocardite, depressdo miocardica, com sintomas de insuficiéncia
cardiaca e choque e pericardite (Lee, Teo e Low, 2009; Miranda et al., 2013; Shivanthan et
al., 2015; Sheetal e Jacob, 2016). O envolvimento do miocardio pode ser resultado direto da
infeccdo pelo DENV, porém multiplos fatores, tais quais citocinas, e/ou mediadores celulares
da resposta imune podem representar importante papel na patogénese da miocardite viral
(Pelupessy, Allo e Jota, 1989; Dhan et al., 1990; Kasim et al., 1991; Matsumoria e Sasayama,
1995).

Em um estudo realizado no Sri Lanka, Kularatne e colaboradores (2005) descreveram
trés casos de miocardite causada por DENV-3. Embora até o presente momento ndo haja
relatos de manifestacdes cardiacas em infeccdes por DENV-1 e DENV-4, € precipitado
determinar se um sorotipo especifico estd preferencialmente associado ao envolvimento
cardiaco. Além disso, embora seja postulado que a SCD/FHD ocorra principalmente em
infec¢Bes secundarias da DEN, ndo se sabe se o envolvimento cardiaco é mais comum em
uma reinfeccdo por um sorotipo heterdlogo. A variabilidade do envolvimento cardiaco entre
epidemias é possivelmente um reflexo de variagbes na antigenicidade, em relacdo aos
sorotipos e por isso, mais estudos sdo necessarios para estabelecer a relacdo entre os sorotipos
do DENV e o dano cardiaco (Songco et al., 1987; Sheetal e Jacob, 2016).
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As alteracbes morfoldgicas mais comumente reportadas a partir de amostras
provenientes de casos humanos de infeccdo por DENV incluem degeneracdo das fibras do
miocardio e infiltrado de células inflamatorias mononucleares (Weerakoon et al., 2011;
Miranda et al., 2013; Pdvoa et al., 2014), também observadas neste estudo, em amostras de
coragdo de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com DENV-3. Sinais de
edema intersticial, hemorragia, infiltragdo de neutrofilos e eosinofilos e degeneragdo nuclear,
com alteracdes na mitocdndria e presenca de nucleos picnoticos, ja reportados (Weerakoon et
al., 2011; Miranda et al., 2013; Torres et al., 2013; Povoa et al., 2014), ndo foi verificado em
nossas analises prévias. Tomados em conjunto, tais achados sugerem que a infec¢do direta do
DENV do miocérdio pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela disfungéo cardiaca.

No presente estudo, as analises morfologicas a partir de amostras de coracdo de
camundongos BALB/c inoculados pela via IV com DENV-3 revelaram presenca de células
inflamat6rias mononucleares e plaquetas no intersticio, degeneracdo das fibras do miocérdio,
com sinais de fibrose e desarranjo das mesmas. Ativacdo de células endoteliais e células
inflamatdrias mononucleares, evidenciada pelo espessamento de citoplasma e emissao de
prolongamentos de membrana citoplasmatica também foi observada. Tais resultados
corroboram os achados de Rasinhas (2013) e Jacome (2015a) ao estudarem amostras de
coracdo BALB/c infectados por DENV-1, -2 e -3 pela via intravenosa. Nesse estudo,
entretanto, ndo foi possivel observar acimulo de liquido no capilar, producdo de vesiculas de
transporte e presenca de PSD em células endoteliais e cardiomidcitos, como descrito por esses
autores.

Estudos prévios ja confirmaram a presenca do DENV em células cardiacas e células
endoteliais do coragéo (Jessie et al., 2004; Araujo et al., 2009; Salgado et al., 2010; Povoa et
al., 2014; Jacome, 2015a) e o antigeno viral foi identificado em células inflamatdrias nesse
orgdo (Miranda et al., 2013; Basilio-de-Oliveira et al., 2005). Embora no presente estudo, ndo
tenha sido detectada a presenca da fita positiva do RNA viral e nem PSD em células
endoteliais e/ou cardiacas em nenhum dos animais testados, os resultados aqui apresentados
sdo preliminares e mais amostras de coragdo de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3 serdo processadas e testadas para analises por MET e RT-PCR em tempo real.

A relagéo entre a infeccdo por DENV e desenvolvimento de distdrbios no sistema
nervoso central (SNC) foi descrita pela primeira vez em 1976, por Sanguansermsri e
colaboradores (Sanguansermstri et al., 1976) e mais tarde por Gulati e Maheshwari (2007). As
manifestacdes neuroldgicas em pacientes com DEN sdo diversas, incluindo convulsdes febris,

encefalopatia, encefalite, meningite asséptica, trombose e hemorragias e intracranianas,
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efusbes subdurais, mononeuropatias, polineuropatias, sindrome de Guillain-Barré e
transmielite (Verma, Sahu e Holla, 2014; Aggarwal, Kumar e Faridi, 2016). Os fatores
envolvidos na fisiopatologia das lesdes sdo diversos e incluem leséo tecidual direta causada
pelo virus devido a sua neurotropicidade, hemorragia capilar, coagulacdo intravascular
disseminada e disturbios metabdlicos (Lum et al., 1996; Gulati e Maheshwari, 2007).
Ademais, casos de paraparesia, quadriparesia e hemiplagia, ainda que reversiveis, ja foram
observados em humanos infectados pelos DENV (Gutch, Aggarwal e Amar, 2012).

A gravidade da doenca neuroldgica causada pelos diferentes sorotipos de DENV tem
sido analisada em varios estudos e 0 DENV-2 e -3 tém sido apontados como os principais
causadores de sintomas neuroldgicos (Lum et al., 1996, Row, Weinstein, e Murray-Smith,
1996, Hommel et al., 1998).

Nenhum sinal de alteracdo neurologica foi observado nos camundongos
infectados pela cepa de DENV-3 durante o periodo entre a infeccdo e eutanésia. Entretanto,
sinais de encefalite, paralisia e cegueira ja foram reportados em trabalhos desenvolvidos com
camundongos (Falgout et al., 1990; Lin et al., 1998; An et al., 1999; Johnson e Roehrig,
1999; Huang et al., 2000; Atrasheuskaya et al., 2003; Li et al., 2013). Tal fato pode estar
relacionado a via de inoculacdo invasiva escolhida ou a escolha de camundongos
humanizados ou imunodeficientes como modelo experimental.

Neste estudo, as alteracdes morfoldgicas observadas em amostras de cerebelo foram:
distribuicdo heterogénea dos neurdnios de Purkinje, com perda da linearidade da camada,
focos de hemorragia e presenca de eritrécitos no intersticio, celularidade exacerbada na
substancia branca, sinais de degeneracdo celular, com presenca de nucleos picnéticos,
ativacdo do endotelio, caracterizada pela producdo de vesiculas de transporte, sinais sutis de
necrose de célula endotelial e células do intersticio e intensa atividade proteica em células
intersticiais, evidenciada pelo espessamento do reticulo endoplasmatico rugoso e presenca de
inimeros ribossomos eletrondensos. Além disso, pode-se observar presenca de células
inflamatorias mononucleares no intersticio e aderidas ao endotélio ativado. Dentre as
alteracOes teciduais verificadas, a que se assemelha aos achados de Jacome (2015b), que
utilizou camundongos BALB/c infectados com duas linhagens de DENV-2 ndo-
neuroadaptado, é a presenca de vesiculas de transporte no citoplasma de células endoteliais.
Além disso, acimulo de liquido no lIimen de capilares e no espaco perivascular, infiltrado
inflamatério mononuclear e plaquetas circulantes nos capilares ja foram reportados
(Atrasheuskaya et al., 2003; Jacome, 2015b), porém tais alteracBes ndo puderam ser

analisadas neste estudo devido ao estado de preservacao insatisfatorio do tecido.
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Neste estudo, o RNA viral foi detectado em amostras de cerebelo dos
camundongos infectados por DENV-3. Das 12 amostras testadas, 3 foram positivas (42,85%)
e os titulos variaram entre 2,65x10* e 2,23x10° cépias de RNA/mL, com média igual a
2,66x10. Tanto 0 genoma quanto antigenos virais do DENV j& foram detectados em amostras
de cérebro de camundongos infectados experimentalmente (Lin et al., 1998; An et al., 1999;
Jonhson e Roehrig, 1999; Barreto et al., 2004; Shresta et al., 2006), e a partir de casos fatais
humanos (Miagostovich et al., 1997; Ramos et al., 1998; Araujo et al., 2009; Lima et al.,
2011). Através de MET, Limonta e colaboradores (2012) detectaram PSD em uma amostra
proveniente de caso humano de ébito e Sriurairatna e colaboradores (1973), em cérebro de
camundongos neonatos infectados intracranialmente. Tais resultados sugerem que o DENV
pode infectar células do SNC tanto em humanos quanto em camundongos.

Diversas formas de comprometimento renal tém sido identificadas em pacientes com
DEN, incluindo elevacdo do nivel de creatinina sérica, sindrome renal aguda, necrose tubular
aguda, sindrome urémica hemolitica, proteinuria, glomerulopatia e sindrome nefrotica
(Horvath, McBride e Hanna, 1999; Lombardi et al., 2008). A insuficiéncia renal aguda é uma
complicacdo potencial da DG e, embora seja mal estudada, apresenta uma alta taxa de
mortalidade (Lizarraga e Nayer, 2014; Oliveira e Burdmann, 2015). Varios mecanismos tém
sido propostos para explicar a etiopatogenia da insuficiéncia renal aguda induzida pela
infeccdo por DENV, incluindo a acdo direta do virus, instabilidade hemodindmica,
rabdomidlise, hemdlise e lesdo glomerular aguda (Lima e Nogueira, 2008).

Ao contrario de Atrasheuskaya e colaboradores (2003) que ndo observaram alteracfes
morfolégicas em amostras de rim de camundongos BALB/c infectados por DENV-2, as
analises morfologicas realizadas no presente estudo revelaram distarbios circulatorios e danos
no parénquima, caracterizados pela presenca de infiltrado inflamatorio, congestdo vascular e
células intersticiais apresentando dilatacdo do RER e nucleos picnoticos. Tais achados
corroboram aos observados em amostras provenientes de casos de obito por DEN em
humanos (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Laoprasopwattana et al., 2010; Limonta et al.,
2012; Pbvoa et al., 2014; Pagliari et al., 2016). Focos de hemorragia, edema e trombos nos
capilares glomerulares, apesar de ja terem sido descritos (Basilio-de-Oliveira et al., 2005;
Limonta et al., 2012; Povoa et al., 2014), ndo foram verificados durante este estudo.

Embora sinais de replicacao viral (presenca da proteina NS3 ou da fita negativa do RNA
viral) ndo terem sido observados, o antigeno viral ja foi detectado por imuno-histoquimica em
células inflamatorias, macr6fagos e mondcitos circulantes (Jessie et al., 2004; Basilio- de-

Oliveira et al., 2005; Pdvoa et al., 2014). Neste estudo, 0 genoma viral foi detectado em
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apenas 1 das 12 amostras testadas. Além disso, PSDs foram observadas em célula intersticial.
Apesar de Boonpucknavig e colaboradores (1976) terem descrito a presenca de PSD em
amostras de biopsia renal, ensaios de imunomarcacdo deverdo ser realizados para a
confirmacéo de que as particulas observadas sdo de fato DENV.

Diversos estudos sugerem que células endoteliais desempenham papel importante na
patogénese da FHD (Atrasheuskaya et al., 2003; Dalrymple e Mackow, 2012) e trabalhos
prévios em cultura celular demonstraram que os DENV modulam a funcdo de células
endoteliais por acdo direta e/ou indireta (Avirutnan et al., 1998; Rothman e Ennis, 1999; King
et al., 2000). Neste trabalho, células endoteliais de capilares sanguineos no pulmao, coracéo e
cerebelo exibiram prolongamentos de membrana citoplasmatica, espessamento de citoplasma
e produgdo de vesiculas de transporte. De acordo com Feroze (1997), a presenca de um
grande ndmero de vacuolos endociticos e prolongamentos de membrana em células
endoteliais podem ser indicativos de ativacdo das mesmas. Sugere-se que estas células sdo
permissiveis a replicacdo de DENV e liberam diversos mediadores inflamatérios, como a I1L-8
e RANTES (Avirutnan et al., 1998, Juffrie et al., 2000). Essas substancias sédo capazes de
recrutar neutréfilos e promover o aumento da permeabilidade vascular.

O envolvimento do baco durante a infeccdo pelos DENV ja foi reportado
(Gulati e et al.,, 2007; Mukhopadhyay et al., 2014). Esplenomegalia e ruptura esplénica
espontanea sdo manifestacGes raras que ja foram verificadas em pacientes com DEN. O baco
encontra-se frequentemente congestionado em casos de FHD e hematoma subcapsular é
observado em 15% dos casos de 6bito (Gulati e Maheshwari, 2007; de Moura Mendonca et
al., 2011; Bhaskar e Moorthy, 2012; Mukhopadhyay et al., 2014). Neste estudo, 0 genoma
viral foi detectado em 1 amostra de baco de camundongo BALB/c infectado com DENV-3,
apresentando o maior titulo recuperado durante este estudo. Ha na literatura, descricdo de
casos humanos de DEN onde o virus pode ser detectado em células do baco (Basilio-de-
Oliveira et al., 2005; Lima et al., 2010; Pdvoa et al., 2014). Além disso, um estudo prévio
com modelo murino também reportou a presenca do virus neste 6rgédo (Shresta et al., 2006).

Neste estudo, camundongos BALB/c imunocompetentes, quando inoculados com cepa
de DENV-3 epidémica e ndo neuroadaptada, apresentaram alteragdes teciduais semelhantes as
observadas em casos humanos de DEN e mostraram-se susceptiveis ao DENV-3, com a
presenca do genoma viral detectada na maioria dos 6rgéos testados por RT-PCR em tempo
real e identificacdo de PSD em célula intersticial renal. Por fim, mais estudos sdo necessarios
buscando a consolidagéo deste modelo e um maior entendimento da fisiopatogenia do DENV-

3, através de testes imunoldgicos e bioquimicos.



94

7. CONCLUSOES

e AlteracBes morfoldgicas j& descritas no pulméo, coracdo, figado e rim de casos humanos
de infeccdo por DENV também foram observadas nestes 6rgdos de camundongos BALB/c

infectados por DENV-3 pela via intravenosa.

e Nao foram observadas diferencas no perfil das alteracdes morfoldgicas induzidas por
DENV-3 no pulmdo de camundongos infectados, quando comparado com estudos prévios
realizados pelo Laboratério de Morfologia e Morfogénese Viral com cepas de DENV-1 e
DENV-2; porém, ao contrario destes, focos de necrose foram observados em células

intersticiais pulmonares.

e AlteracBes morfoldgicas, bem como a presenca de PSD em célula intersticial renal foi
observada em amostras de rim de camundongos BALB/c infectados pelo DENV-3, ao
contrério de outro estudo utilizando o mesmo modelo, no qual ndo foram observadas

alteracdes neste orgao.

e O genoma viral foi detectado na maioria dos 6rgaos testados por RT-PCR em tempo real,
com excecdo do coracdo e o maior titulo observado foi no baco de um dos camundongos.

Como a via de inoculacdo utilizada foi a intravenosa, sugere-se que houve disseminacao viral.

e Através deste trabalho e dos resultados divulgados, concluimos que o camundongo
BALB/c foi susceptivel a cepa de DENV-3 epidémica e ndo neuroadaptada utilizada na
infeccdo experimental e pode ser utilizado como modelo animal para estudos de

monoinfeccdo pelo DENV.
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. PERSPECTIVAS

Realizar nova experimentagdo animal, a fim de obter amostras de figado e cerebelo em
melhores condigdes de fixacdo para anélise por MET.

Detectar e titular o RNA viral a partir de mais amostras de macerados de 6rgaos, soro e
saliva de camundongos BALB/c infectados com DENV-3 atraves de RT-PCR em tempo
real.

Fenotipar o infiltrado inflamatério induzido pela infeccdo por DENV-3 nos diferentes
Orgdos de camundongos BALB/c.

Realizar estudos histomorfométricos em amostras dos diferentes 6rgaos de camundongos
BALB/c infectados com DENV-3, objetivando mensurar as alteracées morfologicas.
Verificar a presenca de particulas dos DENV assim como sua biossintese em células de
diferentes 6rgdos de camundongos infectados, através da técnica de imunomicroscopia.
Realizar sorologia a partir de amostras de soro de camundongos BALB/c infectados com
DENV-3, a fim de avaliar a producdo e dosagem de anticorpos.

Realizar testes bioquimicos a partir de amostras de soro de camundongos BALB/c
infectados com DENV-3 objetivando a avaliacdo da funcdo hepética e dosagem das
enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase.

Realizar ensaios de citometria de fluxo e imunomarcagdo objetivando identificacéo e
dosagem de diferentes citocinas envolvidas na infecgdo por DENV a partir de amostras de

soro e de diferentes drgdos de camundongos infectados com DENV-3.
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