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Resumo

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Arthur da Costa Rasinhas
Desde sua introdugao no territério brasileiro, no ano de 1981, o DENV-4 permaneceu
ausente do cenario epidemioldgico nacional por quase 25 anos, até sua reintroducao
em 2010. Esse evento marca a cocirculacédo dos 4 sorotipos conhecidos no Brasil e
embora 0s mecanismos por trds da patogénese do virus ainda ndo sejam
completamente compreendidos, a interagdo entre anticorpos oriundos de infecgbes
heterotipicas € um fator essencial para a evolucédo de quadros brandos de DEN em
guadros hemorragicos e de choque. A dificuldade no estudo da interacdo do virus com
0 hospedeiro se deve principalmente a auséncia de um modelo animal experimental
que reproduza adequadamente a infeccdo por DENV como observada em casos
humanos. Modelos atuais fazem uso de animais imunodeficientes, vias de inoculagao
invasivas e indculos virais neuroadaptados, condi¢cdes que ndo apenas dificultam a
compreensao da patogénese como também impossibilitam a utilizacdo de tais
modelos para testes de candidatos a vacinas e farmacos. O presente estudo tem como
objetivo analisar o potencial tropismo do DENV-4 por figado, pulméo e coracao de
camundongos da linhagem BALB/c e avaliar as alteracbes morfolégicas e
ultraestruturais geradas pelo virus nestes érgdos. Para tal, camundongos da linhagem
imunocompetente BALB/c foram inoculados por via intravenosa com doses nao
neuroadaptadas de DENV-4 isolado de caso humano. Alteracdes observadas nos
tecidos estudados apresentaram perfil semelhante ao caracterizado em casos
humanos de DEN, e a deteccdo do virus nos tecidos revelou a susceptibilidade do

modelo ao sorotipo.
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Abstract

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Arthur da Costa Rasinhas
Ever since its introduction in the Brazilian territory, in 1981, DENV-4 has remained
absent from the national epidemiological scene for almost 25 years, until its
reintroduction in 2010. This event marks the cocirculation of the 4 known serotypes in
Brazil, and although the mechanisms behind the virus’ pathogenesis are not yet fully
understood, the interaction between antibodies originated from heterotypical infections
is an essential factor for the evolution of mild DEN cases into hemorrhagic and shock
cases. The difficulty in studying the interaction between virus and host is mainly due
to the absence of an experimental animal model that adequately replicates the DENV
infection as observed in humans. Current models utilize immunodeficient animals,
invasive inoculation routes, and neuroadapted viral inocula, conditions that not only
hamper the comprehension of the pathogenesis but also prevent the use of such
models for testing vaccine and drug candidates. The present study aims to analyze the
potential tropism of DENV-4 for hepatic, pulmonary and cardiac tissue and evaluate
the morphological and ultrastructural alterations caused by the virus in said tissues. To
achieve this goal, immunocompetent mice of the BALB/c line were inoculated via
intravenous route with non neuroadapted doses of DENV-4 isolated from human case.
Alterations observed in the analyzed tissue presented similar profile to that shown in
human cases of DEN, and the detection of the virus within the tissue show the

susceptibility of the model to the serotype.
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1 Introducéo

Os virus dengue (DENV) sdo arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae,
género Flavivirus, sendo divididos em quatro sorotipos antigenicamente distintos:
virus dengue 1 (DENV-1), DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Reiner et al., 2016; WHO,
2016).

A infeccdo por um sorotipo garante imunidade homotipica duradoura e
imunidade heterotipica de curta duracédo (Guzman et al., 2010). O virus €é transmitido
pela picada do mosquito do género Aedes, mais especificamente Aedes aegypti (Ae.
aegypti) e Aedes albopictus (Ae. albopictus) e a infeccéo resulta na doencga conhecida
como dengue (DEN) (San Martin et al., 2010). Além da DEN, mosquitos do género
Aedes sdo notdrios por transmitirem outras arboviroses, como chikungunya, febre
amarela e zika (Zara et al., 2016).

A DEN é uma doenca emergente em muitas partes do mundo, prevalecendo em
areas urbanas pobres, suburbios e regides rurais, embora possa também ser
identificada em &reas mais ricas em paises tropicais e subtropicais. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que, anualmente, cerca de 100
milhdes de infec¢cdes ocorram nos mais de 100 paises nos quais a DEN é endémica,
entretanto, outras fontes sugerem que este numero esteja mais préximo de 390
milhdes de infec¢cdes ao ano em todo o mundo, quase quatro vezes mais do que o
namero sugerido pela OMS (Bhatt et al., 2013). Segundo o “Centers for Disease
Control” (CDC) cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas onde ha risco de
transmisséo de DEN (CDC, 2014).

1.1 Epidemiologia
1.1.1 Dengue no Mundo

Os primeiros relatos de uma doenca com caracteristicas semelhantes a DEN
ocorreram em trés continentes (Asia, Africa e América do Norte) em 1779 e 1780.
Entretanto, existem relatos de uma doenca que se enquadre neste perfil em
enciclopédias médicas chinesas datadas da dinastia Jin (265 a 420 dC). Outra doenca
desconhecida, responsavel por surtos no Caribe, em 1635 e no Panama, em 1699,
pode ser associada ao DENV (Gubler, 2006).

A entrada dos seres humanos nas florestas e o surgimento de assentamentos
provavelmente induziu a migracdo do DENV para o ambiente rural, onde até hoje é

transmitido a humanos por mosquitos peridomésticos, como Ae. albopictus. Outro
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fator decisivo para a disseminacdo da doenca foi o trafico de escravos entre a Africa
e as Américas, 0 que levou a introducdo do mosquito africano Ae. aegypti, no Novo
Mundo no século XVII. O mosquito rapidamente se instalou nos centros urbanos, se
revelando um excelente vetor para a DEN e a febre amarela (Gubler, 2006).

A primeira transmissao de DENV por Ae. aegypti foi descrita por Bancroft, em
1906, e confirmada por Siler e Simmons, que, em 1926 e em 1931, estabeleceram o
periodo de incubagdo em mosquitos por meio da transmissdo do virus a voluntarios
humanos. Em 1944, Sabin e Schlesinger isolaram o virus em camundongos pela
primeira vez, e definiram a existéncia de mais de um sorotipo por estudos de
imunidade cruzada em voluntarios humanos (Lindenbach et al., 2013).

Uma doenca apresentando quadro clinico a sindrome do choque por dengue
(SCD) foi relatado na Australia, em 1897, na cidade de Charters Towers, onde, poucos
anos antes, a corrida do ouro e o plantio de cana de acucar, e 0 consequente
surgimento rapido de novos centros urbanos permitiu que o mosquito Ae. Aegypti
rapidamente se multiplicasse e se estabelecesse no continente australiano (Halstead,
1992).

Ja no século XX, a Segunda Guerra Mundial foi um fator determinante para a
disperséo da doenca. Durante os primeiros momentos do conflito, a movimentagé&o de
combatentes do sudeste asiatico permitiu a dispersdo dos diferentes sorotipos do
DENV para locais como o Japéo e as ilhas do oceano Pacifico. Atualmente pouco se
sabe sobre a dispersao dos sorotipos do virus em momentos anteriores a Segunda
Guerra Mundial, mas ndo h& davidas de que as consequéncias trazidas pela guerra
tiveram um grande impacto sobre o crescimento da densidade populacional e da area
ocupada por Ae. aegypti, assim como a transmissdo endémica de todos os quatro
sorotipos do DENV nas regides tropicais do continente asiatico. Em 1990, o DENV ja
havia se espalhado para o norte da China, para o sul da Austrélia e para quase todas
as ilhas do Pacifico.

Na Africa e no Oriente Médio, areas de epidemia incluem o Quénia,
Mocambique, Somélia e Iémen. No continente americano, em meio a tentativas mal e
bem sucedidas de erradicagao do vetor, o virus foi (re)introduzido em diversos paises,
como Cuba, México, Estados Unidos, Colémbia, Equador, Peru, Paraguai, Bolivia,
Argentina, Brasil, varias ilhas caribenhas e maior parte da América Central, (Halstead,
1992; Gubler e Clark, 1995).
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Atualmente a distribuicdo do DENV atingiu uma escala pandémica, fato este
devido principalmente a globalizacdo, a urbanizacdo e a estratégias ineficazes de
controle vetorial (Simmons et al., 2012; Murray et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuigéo global do risco de infecgao por DENV (modificado de Simmons
et al., 2012).

1.1.2 Dengue no Brasil
A presenca do DENV no Brasil pode ser observada ainda no século XIX,
guando, no estado do Rio de Janeiro, foram descritas epidemias nos anos de 1846,
1847 e 1848, na cidade do Rio de Janeiro, em 1886, no municipio de Valenca, e em
1922-23, em Niteroi. Trés campanhas de erradicacdo foram introduzidas, que, embora
objetivando o controle da febre amarela, resultaram também na eliminacédo do DENV.
Por décadas o Brasil esteve livre do virus, entretanto a relutancia de alguns paises,
como os Estados Unidos, a Venezuela, e algumas ilhas do Caribe em participar das
campanhas de erradicacdo, resultou na continuidade da circulacdo do DENV na
regido da América Central. Eventualmente, com o abandono dos programas de
erradicacao, o vetor voltou a expandir sua area de influéncia, retornando a América
do Sul ao longo do tempo (Schatzmayr e Cabral, 2012). Segundo a Organiza¢do Pan-
americana de Saude (OPAS), atualmente o Brasil é responsavel por 85% dos casos
de DEN no continente sul americano, sendo também o pais com o maior indice de

incidéncia da doenca (PAHO, 2016).
O DENV voltou a ser detectado no territério brasileiro em 1981-82, quando os

sorotipos 1 e 4 foram responsaveis por um surto na cidade de Boa Vista, Roraima.
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Programas locais de controle de vetor obtiveram sucesso na contencdo do surto
(Osanai et al., 1983), e nos quatro anos seguintes nao foi detectada atividade do
DENV no Brasil. Em 1986, o virus se tornou novamente um problema de saude
publica, quando o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro, no municipio
de Nova Iguacu, tendo sido isolado no mesmo ano (Schatzmayr et al., 1986; Nogueira
et al., 1988).

Apo6s a introdugdo do DENV-1 em 1986, seguido por anos de baixa co-
circulacao, o sorotipo 1 reapareceu em 2009, e em 2010 foi responsavel pela epidemia
com o maior numero de notificacdes no pais (~1,3 milhdes de casos) até entdo (dos
Santos et al., 2011).

A introducéo do sorotipo DENV-2 no Brasil se deu em 1990, e o virus foi isolado
pela primeira vez na cidade de Niterdi, no estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al.,
1990; Nogueira et al., 1991), desencadeando nova epidemia e sendo responsavel
pelos primeiros casos de dengue grave (Lenzi e Coura, 2004). Em 2007, a
reemergéncia do DENV-2 causou, no ano de 2008, a mais grave epidemia registrada
no pais até entao (SVS/MS, 2008).

Em 2000, o DENV-3 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro, e seu
isolamento se deu a partir do soro de um paciente residente do municipio de Nova
Ilguagu, que apresentava sinais e sintomas classicos, (Miagostovich et al., 2006;
Nogueira et al., 2007). O sorotipo foi responsavel por um grave epidemia, sendo
notificados mais de 160.000 casos em menos de 3 meses (Lenzi e Coura, 2004).

O DENV-4, apesar de ter sido detectado pela primeira vez no territério brasileiro
em 1981-82, no norte do pais, sua reintroducdo ocorreria apenas muitos anos mais
tarde, em 2010, quando ressurgiu, novamente no estado de Roraima, e foi isolado
pela primeira vez em Niterdi, em marco de 2011 (Nogueira e Eppinghaus, 2011). Apos
sua reintroducdo, nos anos de 2011 e 2012 o DENV-4 foi responsavel por epidemias
na maioria dos estados brasileiros (SVS/MS, 2012). A detec¢cdo do DENV-4 marcou a
circulacdo simultanea dos 4 sorotipos no territorio brasileiro.

Em 2015, foram registrados no pais 1.479.950 casos de DEN, 1.481 casos de
dengue grave, 19.449 casos de dengue com sinais de alerta e 814 6bitos. Em 2016,
até a semana epidemiologica 49 foram registrados 1.487.673 casos de DEN em todo
0 pais, 826 casos de dengue grave, 8.116 casos de dengue com sinais de alerta, e
609 6bitos (SVS/MS, 2015; 2016).
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1.2 Virus

Os DENV sao particulas esféricas, com didmetro variando de 40-60nm, e
apresentando envelope lipidico e nucleocapsidio icosaédrico, que mede cerca de
30nm de diametro (Figura 2a) (Barth, 2010). Em micrografias eletrénicas o virus pode
ser observado como uma particula esférica de superficie finamente granulada,
apresentando nucleocapsideo eletrondenso (Figura 2b) (Kuhn et al., 2002,
Lindenbach et al., 2003; Barth, 2010; Lindenbach et al., 2013).

Proteina M

Dimero E

Figura 2: (a) Esquema da particula do DENV, discriminando suas proteinas
estruturais e seu genoma (modificado de ViralZone, 2016); (b) Particulas de DENV
(seta) no interior de células de mosquito Ae. albopictus (C6/36) infectadas (Barreto-
Vieira e Barth, 2015).

1.3 Genoma

Os DENV possuem um genoma constituido por uma fita simples de RNA
polaridade positiva, com cerca de 11 kilobases (kb) de comprimento. O genoma
codifica trés proteinas estruturais, a do nucleocapsideo (C), e duas inseridas no
envelope viral, a proteina da membrana (M) e a proteina do envelope (E), e sete
proteinas nao estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Guzman et
al., 2010; de Araujo et al., 2012) (Figura 3).

A expressdo das proteinas NS é fundamental para a manutencdo dos
mecanismos de replicacdo e patogénese do DENV (Wan et al., 2013), sendo estas
capazes de induzir modificagdes no reticulo endoplasmatico (RE) do hospedeiro, onde

a replicagao viral ocorre (Tarantino et al., 2016).
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Figura 3: Representacao estrutural do genoma do DENV, discriminando as proteinas
estruturais C, M e E, proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5 e regides nao traduzidas (UTR) 5’ e 3’ (Guzman et al., 2010).

1.4 Replicacéao

O DENV é capaz de se replicar em um amplo espectro de tipos celulares,
incluindo mondécitos (Mo), macréfagos (M®) e células dendriticas (CD), além de
linfécitos e células endoteliais (CE) (Libraty et al., 2001; Marovich et al., 2001; Gulati
et al., 2007; Balsitis et al., 2009, Nielsen, 2009; Salgado et al., 2010; Schmid et al.,
2014; Simmons et al., 2015). Antigenos virais ja foram detectados em tecido hepatico,
esplénico, pulmonar e renal, além de linfonodos, timo e pele (Jessie et al., 2004).
Acredita-se que CD apresentem um papel essencial na disseminacdo do DENV pelo
organismo, pois é geralmente o primeiro tipo celular a entrar em contato com o virus
apos a inoculacéo (Morrison et al., 2012; Zubair et al., 2016).

A replicacao dos flavivirus tem inicio com a interagédo entre o virion e a célula
hospedeira, resultando na fusdo do envelope viral a membrana da célula, e
culminando em sua endocitose (Figura 4). A entrada do DENV na célula hospedeira
ocorre através de endocitose mediada por receptor. Os possiveis candidatos a tal
receptor abrangem receptores de manose, receptores Fc-y, receptores de vitamina D
e receptores “Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin” (DC-SIGN) (Dejnirattisai et al., 2011; Prada-Arismendy et al., 2012; Back et
al., 2013; Lindenbach et al., 2013).

A proteina E possui um papel essencial no reconhecimento antigénico do virus
e no processo de ligacao e fusdo a membrana da célula hospedeira. Uma vez ocorrida
a endocitose, o virus sofre diversas mudancas conformacionais irreversiveis,
mediadas pelo baixo pH do endossomo. Alteracbes na estrutura da proteina E
resultam na fuséo do envelope do virus a membrana endossomal e na liberacdo do
nucleocapsideo no meio intracelular (Lindenbach et al., 2013; Zhang et al., 2015;
Valadao et al., 2016).
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Uma vez no meio intracelular, o nucleocapsideo libera o RNA viral (vRNA) no
citoplasma, que é identificado pela célula hospedeira como RNA mensageiro, e
traduzido em uma Unica poliproteina. Esta poliproteina é direcionada as membranas
do RE, onde é processada por proteases do hospedeiro e do virus, para formar as
proteinas estruturais e ndo estruturais. A infeccdo da célula pelo virus desencadeia
diversas alteracbes na configuracdo citoplasmética e as membranas do RE
apresentam um papel essencial na replicagédo do virus. A morfogénese viral ocorre no
interior do RE, e as particulas virais imaturas, formadas por nucleocapsideo e VRNA,
emergem da sua membrana como formas néo infecciosas (Lindenbach et al., 2003;
Barth, 2010; Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Apte-Sengupta et al., 2014).

A maturacdo da particula viral ocorre durante a sua passagem pela via
exocitica, no complexo de Golgi. O baixo pH da rede trans Golgi desencadeia uma
alteracdo conformacional nas proteinas do envelope, o que permite que a protease
furina presente no meio intracelular realize a clivagem da proteina prM (proteina
precursora da proteina de membrana M) no peptideo pr e na proteina M (Zybert et al.,
2008; Lindenbach et al., 2013). O peptideo pr atua como um inibidor da exocitose
prematura da particula viral, e permanece ligado ao envelope do virus até o momento
da sua saida da célula. O processamento de prM e a liberacdo de pr sdo eventos
essenciais para a garantia da infectividade do virus (Pierson e Kliegan, 2013).
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Figura 4: Esquema demonstrando a replicacdo de um Flavivirus no interior da célula

hospedeira (modificado de Richard J Kuhn Lab, 2016). RE: Reticulo endoplasmatico;
RTG: Rede trans Golgi; pr: Peptideo pr.

1.5 Manifestacgdes e classificacdo de casos de dengue

Caracterizada por seu amplo espectro de manifestacdes clinicas, a DEN pode
apresentar uma evolucao imprevisivel. Tais manifestacdes podem variar desde febre
branda, auto limitada, com recuperacdo espontanea a um quadro muito severo de
extravasamento de plasma, concomitante a um quadro de hemorragia.

A grande maioria das infec¢des pelos DENV permanece assintomatica ao longo
do curso da doenca, sem a apresentacdo de sinais clinicos notaveis (Burke et al.,
1988; Cardosa, 1998). Quando presentes, tais manifestacdes apresentam-se ap4s um
periodo de incubacao de 3-15 dias (Back et al., 2013) e podem englobar sintomas
brandos, normalmente febre aguda, possivelmente acompanhada de cefaléia, dor
retro-orbital, mialgia, artralgia, leucopenia e trombocitopenia branda. Em casos raros,

podem emergir sintomas mais severos, como extravasamento de plasma, quadros
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trombocitopénicos graves (<100.000 plaguetas/m?), hemorragias espontaneas na
pele e em outros 6rgaos (melena, epistaxe), dor abdominal, hipotenséo e choque.

A necessidade de uma caracteriza¢cdo adequada dos casos, de modo a permitir
a triagem apropriada de pacientes e um tratamento eficaz, fez com que a OMS, em
2009, reformulasse a escala de classificacdo da DEN (Figura 5).

Casos de DEN sao atualmente caracterizados como dengue sem sinais de
alerta — caracterizada por apresentar, além de febre, até dois sintomas brandos, entre
nausea, vomito, erupcdo cutanea, dor localizada, teste do torniquete positivo e
leucopenia — e dengue com sinais de alerta — com sinais que incluem dor abdominal,
vomito persistente, acumulo de fluidos, sangramento de mucosas, letargia ou
inquietacdo, aumento do figado e diminuicdo da contagem de plaquetas — ambos
podendo progredir para um quadro mais severo classificado como dengue grave,
caracterizado por severo extravasamento de plasma (que pode evoluir para um
quadro de choque), hemorragia intensa e faléncia de 6rgaos (WHO, 2009).

A nova escala de classificacdo foi reavaliada pela OMS em 2012, sendo

utilizada em diversos paises para diagnoéstico de quadros de DEN (WHO, 2012).

DENGUE COM OU SEM SINAIS

DE ALERTA DENGUE GRAVE

1. Extravasamento severo de plasma
2. Hemorragia severa
3.

Dano severo aos orgios

CRITERIOS PARA DENGUE COM OU SEM SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE
Provavel dengue Sinais de alerta* Extravasamento severo de plasma
Morar em/ viajar para drea endémica.  * Dor abdomunal intensa levando a-

Febre e dots dos seguimntes critérios: » Vémito persistente + Choque (SCD)
* Niusea e vomito * Actimulo de fluidos + Actimulo de flaido com dificuldade
* Erupcio cutdnea * Sangramento de mucosas respiratéria
» Dores no corpo * Letargia, inquietacio i .
* Teste do torniquete + *» Aumento do figado =2em Sangl_:ll_“;znm Sev E'l d?
* Leucopenia * Laboratorial: aumento do A ST Fvaliadc POr T mecica
* Qualquer sinal de alerta g.em.at"f“}t";i:‘mﬁaneo Eaplda Envolvimento severo de 6rgios
1MINMIEAD 63 contagem » Figado: AST ou ALT = 1000
plaquetas

+ SNC: consciéncia comprometida

Confirmacio l.abuﬂra t.orml I:Fe den gue _ . i « Coragdo e outros orgos
(Importante na anséncia de sinais de *{necessitando estrita observagio e

extravasamento de plasma) intervencio médica)

Figura 5: Fluxograma da classificacdo da dengue sugerida pela OMS em 2009
(modificado de WHO, 2009). SCD: Sindrome do choque por dengue, AST: Aspartato

aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase.
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1.6 Patogénese

Durante a década de 1960, foi identificada no sudeste asiatico uma sindrome
febril aguda sistémica grave, responsavel pela morte de diversas criancas. O quadro
clinico foi rapidamente associado ao DENV e denominado febre hemorragica do
dengue (FHD), sendo atualmente classificado como dengue grave Desde entéo,
diversas teorias vem sendo formuladas, tentando explicar os mecanismos por tras dos
casos mais graves de DEN (Halstead, 2015; Halstead e Cohen, 2015).

Atualmente, duas hipdteses sdo mais comumente aceitas, uma delas sugerindo
a associacao de casos severos de infeccdes por DENV ao grau de viruléncia de cepas
distintas. Diferentes graus de viruléncia em cepas de DENV-2 foram reportados na
década de 1980, na Africa, Vietnd e Malasia, e durante a década de 1990, a origem
evolucionaria destas cepas foi devidamente tracada e suas distincdes genéticas
confirmadas (Rico-Hesse, 1990; Rico-Hesse et al., 1997; Rico-Hesse, 2003).

Outra hipétese sugere que a gravidade da infecdo por DENV esté ligada a pré-
existéncia de anticorpos heterotipicos gerados por uma infecgéo primaria por DENV,
quadro denominado amplificacdo dependente de anticorpo (ADE) (Halstead et al.,
1973, Halstead e O’'Rourke, 1977). A presenca destes anticorpos ndo neutralizantes
durante uma infeccdo secundéria heterotipica permite que o DENV se ligue com
facilidade a receptores Fcy de Mo e MO, resultando na producéo de uma carga viral
muito mais elevada. Ademais, a reacdo cruzada de linfocitos T de memoria gerados
por uma infeccao posterior por DENV pode culminar na super ativacdo de vias pro-
inflamatdrias (Williams et al., 2009; Schmid et al., 2014; Yacoub et al., 2016) e no
aumento da ativacdo de Mo (Oliveira et al., 2016). Outros fatores importantes em
casos de ADE séo a aquisi¢cdo passiva de anticorpos in utero (Kliks et al., 1989) e a
transmissao vertical da doenca, que podem levar ao agravamento de casos de DEN
em criancas, devido a reatividade cruzada (Jain e Chatuverdi, 2010). E importante
ressaltar que, enquanto infec¢cdes secundarias por sorotipo heterdlogo séo
normalmente associadas a dengue grave, infec¢des priméarias por DENV também
podem evoluir para a forma mais severa da doenca (Kurane, 2007).

De um modo geral, os mecanismos associados a patogénese do DENV ainda
nao séo totalmente compreendidos. Isso se deve principalmente a inexisténcia de um
modelo animal que reproduza adequadamente a infecgdo como ocorre em pacientes
humanos (Thein etal., 1997; Simmons et al., 2012; Mawson, 2013; Zubair et al., 2016).
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Devido a presenca de quadros hemorragicos e de extravasamento plasmatico
em infeccbes por DENV, o papel de CE na patogénese da DEN é amplamente
estudado (Srikiatkhachorn et al., 2014). O antigeno viral foi detectado com sucesso
em CE de tecido cardiaco (Salgado et al., 2010) e de tecido esplénico (Balsitis et al.,
2009) e replicacao viral foi reportada in vitro, em culturas de CE (Jessie et al., 2004).
O receptor “Liver/Lymph node-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Integrin” (L-SIGN), presente em CE linfonodais, hepéticas e pulmonares é sugerido
como peca fundamental na infeccdo por DENV nesses tecidos (Dejnirattisai et al.,
2011; Salazar et al., 2014). Niveis elevados de diversas citocinas, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e diversas interleucinas (IL),
também podem ser detectados em pacientes com dengue grave, sendo associados
ao mau funcionamento de CE (Kurane, 2007; Williams et al., 2009; Dejnirattisai et al.,
2011).

1.7 Patologia

As principais estruturas atingidas pelo DENV s&o vasos sanguineos e
plaguetas (Sun e Kochel, 2013; Kadam, et al., 2016; Sreekanth et al., 2016),
entretanto, a analise histopatoldgica dos vasos ndo demonstra dano as CE (Rothman
e Ennis, 1999).

Alteracdes hepaticas resultantes da infeccdo por DENV podem variar de
elevacfes assintomaticas das enzimas hepaticas a faléncia hepética fulminante. O
qguadro de hepatite aguda esta presente em grande parte dos pacientes (Sam et al.,
2013; Fernando et al., 2016

Em muitos casos, ictericia pode ser observada nos primeiros dias da doenca
(Kadam, et al., 2016). Quadros de faléncia hepatica e colecistite acalculosa estéao
entre as ocorréncias mais raras (Yudhishdran et al., 2014). A andlise histopatolégica
de tecido hepatico revela diversas alteracdes teciduais, tais como esteatose, necrose
e hiperplasia de hepatdécitos, presenga de infiltrado celular, e necrose de células de
Kupffer (Basilio de Oliveira et al., 2005; Pévoa et al., 2014).

Em pulméo, as alteragcbes observadas geralmente incluem casos de
pneumonia intersticial, com presenca de areas de congestéo alveolar. Mais raramente
podem estar presentes quadros de hemorragia pulmonar e hemoptise, que, embora
relevantes, possuem poucas descri¢cdes na literatura (Marchiori et al., 2009). Quanto

as alteragOes histopatolégicas, pode ser observado espessamento de septo alveolar,
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hemorragia no espaco alveolar, presenca de infiltrado inflamatério mononuclear e
hiperplasia de M® alveolares (Basilio de Oliveira et al., 2005; Povoa et al., 2014).
ManifestagBes cardiacas em infec¢cdes associadas ao DENV estdo entre as
menos comuns, entretanto, quando presentes, sdo geralmente associadas a quadros
mais severos (Arora et al., 2016). Devido a infeccéo viral de cardiomiocitos e de CE,
tais manifestacdes podem levar a casos de disturbio da conducéo atrio ventricular,
arritmia supraventricular e miocardite (Salgado et al., 2010), este ultimo estando
associado a degradacdo de fibras cardiacas. Enquanto quadros de miocardite
aparentam ser, em grande parte, benignos durante o curso da doenca, podendo
inclusive permanecer assintomaticos (Gamakaranage et al., 2012), o quadro pode
muitas vezes apresentar uma evolugdo muito grave, resultando em casos de
insuficiéncia cardiaca aguda com hipocinesia global e cardiomiopatia dilatada
(Shivanthan et al., 2015). Também podem ser observadas areas focais de infiltrado

mononuclear e edema intersticial (Weerakoon et al., 2011; Pévoa et al., 2014).

1.8 Modelo experimental para estudos de infecgcdo por DENV

A inexisténcia de um modelo experimental animal adequado que replique o
espectro da infeccdo por DENV como observada em humanos é um problema relatado
constantemente na literatura (Rico-Hesse et al., 1997; Rothman e Ennis, 1999; Yauch
e Shresta, 2008; Williams et al., 2009; Simmons et al., 2012; Back et al., 2013; del
Angel e Reyes-del Valle, 2013; Wan, et al., 2013; Pdvoa et al., 2014; Salazar et al.,
2014), o que dificulta imensamente a compreensdo dos mecanismos de
imunopatogénese do virus, assim como a elaboragéo de farmacos e vacinas eficazes
contra a DEN (Oliveira et al., 2016).

Com o passar do tempo, diversos modelos vém sendo propostos, cada um
oferecendo diferentes abordagens para o estudo da patogénese e da patologia do

DENV, assim como para o desenvolvimento de farmacos e vacinas.

1.8.1 Primatas ndo humanos (PNH)
PNH apresentam intima relacdo genética com seres humanos e resposta
imune similar. Apesar disso, tentativas de estabelecer um modelo de DENV em PNH

nao obtiveram sucesso, reproduzindo apenas quadros brandos de infecgdo. Os
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achados patolégicos envolvendo PNH normalmente envolvem quadros de
linfoadenopatia e esplenomegalia, observados em diferentes espécies de primatas do
velho e do novo mundo. Sintomas e sinais observados em humanos, como rash
cutaneo, febre, ou alteracées comportamentais ndo sédo observados, ou apresentam
dificuldade de afericdo (Clark et al., 2013). Entretanto, PNH sédo capazes de
desenvolver resposta imune de anticorpos anti-DENV semelhante a resposta humana
(Zompi e Harris, 2012), sendo, portanto, considerados modelos viaveis para testes de
imunogenicidade, seguranca e eficacia de vacinas, através da analise da producéo de

anticorpos (Zellweger e Shresta, 2014).

1.8.2 Modelos murinos imunodeficientes humanizados

A linhagem de camundongos imunodeficientes NOD/SCID é caracterizada
principalmente pela sua deficiéncia na producédo de linfécitos B, linfécitos T e da
proteina C5 do sistema complemento, além de defeitos no funcionamento de células
“Natural Killer” (NK), defeitos na producéo e funcionamento de células apresentadoras
de antigenos (Bente et al., 2005). Devido a essas condi¢des, o modelo se revelou um
O0timo receptor para enxertos humanos e para expressdo de genes humanos.
Contudo, enquanto o DENV pode ser inoculado em células tumorais enxertadas em
camundongos NOD/SCID, sendo inclusive capaz de se replicar, o virus infecta apenas
as células tumorais enxertadas, posteriormente migrando para o cérebro e gerando
quadro de paralisia (Zompi e Harris, 2012).

Camundongos NOD/SCID receptores de transplante autélogo de figado fetal
e timo, inoculados com células humanas hematopoiéticas e infectados com DENV-2
desenvolveram sinais brandos de infec¢éo por DENV e apresentaram viremia (Frias-
Stahelli et al.,2014).

1.8.3 Modelos murinos imuno/interferon-deficientes
Modelos murinos interferon-deficientes normalmente englobam a linhagem de
camundongos AG129 e IFNAR™, a primeira linhagem apresentando deficiéncia de
receptores de interferon alfa e beta (IFN-a/B) e IFN-y (Sarathy et al., 2014; 2015) e a
segunda linhagem, deficiéncia apenas de receptores IFN a/ (Zellweger e Shresta,
2014). Devido a importancia da resposta de interferon no controle da infegéo viral
(Johnson e Roehrig, 1999), resultados obtidos através de uma linhagem

imunodeficiente devem ser cuidadosamente interpretados (Milligan et al., 2015).
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Camundongos AG129 apresentam intensa replicacédo de todos o0s sorotipos de
DENV em tecido esplénico, tecido muscular, linfonodos e medula éssea (Williams et
al., 2009), além de aumento de permeabilidade vascular, contagem reduzida de
plaguetas, aumento do hematdcrito e hemorragia intestinal e em muitos casos o
qguadro evolui ao obito (Zellweger e Shresta, 2014). Niveis elevados de mortalidade
podem estar associados a intensa producao de TNF-a, responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular, especialmente no intestino delgado (Watanabe et al., 2015).
Na presenca de quadro de ADA, e quando infectados com doses muito elevadas de
DENV, camundongos AG129 apresentam uma sindrome de extravasamento vascular
intensa, com caracteristicas semelhantes a dengue grave em humanos (de Alwis et
al., 2014).

Camundongos da linhagem IFNAR”, por sua vez, ndo desenvolvem paralisia
apos infeccdo com DENV-2 pela via intravenosa (IV), entretanto, quando infectados
com dose de indculo viral elevada, ou em casos de ADA, séo capazes de reproduzir
uma doenca semelhante a dengue grave (Zellweger e Shresta, 2014). A infeccao
experimental intradérmica de camundongos IFNAR” com DENV-2 resulta na
deteccgédo do virus em células de Langerhans (CL), M®, CD, Mo, além da deteccéo de
quantidades muito elevadas de particulas virais em células CD45* na derme (Schmid
e Harris, 2014).

1.8.4 Modelos murinos imunocompetentes

Devido ao baixo custo e facil acesso e manuseio, modelos murinos
imunocompetentes, especialmente se comparados a sua variante imunodeficiente ou
a PNH, sdo mais viaveis como modelo de infeccdo experimental por DENV.
Entretanto, modelos imunocompetentes enfrentam um grave problema para sua
validacdo por apresentaram baixa susceptibiidade ao DENV. Tentativas de
estabelecer tais modelos normalmente fazem uso de vias de inoculagao
extremamente invasivas, como a intracraniana (IC), ou da inoculacdo de doses muito
elevadas do virus (>10° PFU), geralmente resultando em quadros neurovirulentos de
DENV (Balsitis et al., 2010), que culminam em paralisia e na morte do animal (Clark
et al., 2013; de Alwis et al., 2014).

Modelos murinos imunocompetentes utilizados em infeccdo experimental com
DENV abrangem a linhagem A/J, a linhagem C57BL/6 e a linhagem BALBI/c.
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Em camundongos da linhagem A/J inoculados pela via IV com cepa néo
neuroadaptada de DENV-2 foi detectado elevado grau de ativacdo de células NK,
linfécitos B e linfocitos T, produgdo de imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M
(IgM) DENV especifico e producao tardia de IFN-y por linfécitos T CD4* (Shresta et
al., 2004). Além disso, camundongos A/J infectados com in6culos de DENV-2 em
concentracdo de 108 PFU pela via IV apresentam trombocitopenia, viremia e paralisia
(Huang et al., 2000).

Camundongos C57BL/6 apresentaram replicacdo viral e viremia quando
infectados por via subcutanea (SC) com cepa ndo neuroadaptada de DENV-2
(Christofferson et al., 2013) e quando infectados por via intraperitoneal (IP) com cepa
neuroadaptada de DENV-1 esta linhagem apresentou reducdo da contagem de
plaguetas, aumento dos niveis de AST e ALT no plasma, aumento dos niveis de
citocinas (TNF-a e IFN-y), presenca de microesteatose e infiltrado inflamatorio no
figado e focos de hemorragia esplénica (Goncgalves et al., 2012). A inoculagédo de
doses muito elevadas (>3x10° PFU) de DENV-2 nessa linhagem pode também induzir

guadros de dano endotelial e hemorragia tissular (Zompi e Harris, 2012).

1.8.5 BALB/c

Desde a década de 80, estudos vém sendo conduzidos tentando estabelecer a
linhagem Bagg Albino (BALB/c) como modelo para infecgéo experimental com DENV.
Hotta demonstrou que camundongos BALB/c “nude” inoculados pela via IP com doses
de 10" a 1078 PFU de DENV-1 apresentam titulos virais elevados no cérebro (108
PFU/g) e em tecido cardiaco (10* PFU/g). Além disso, perante andlise de microscopia
eletrdnica de transmissao, a presenca de particulas semelhantes a DENV (PSD) foi
observada em neurdnios (Hotta et al. 1981). Alguns anos mais tarde, a analise por
imunofluorescéncia indireta de células de camundongos BALB/c infectados pela via
IP com DENV-2 neuroadaptado revelou a presenca de antigenos virais no citoplasma
de M® peritoneais (Hotta e Hotta, 1982) e em linfécitos T citotéxicos (Pang et al.,
1988).

Estudos prévios demonstram que a inoculagéo experimental de camundongos
BALB/c com cepas néo neuroadaptadas de DENV-2 em titulos baixos, por via IP ou
IV foi capaz de reproduzir alteracdes histopatologicas semelhantes as observadas em
infeccdo por DENV, sem que nenhum camundongo viesse a o6bito. Alteragbes como

pneumonia intersticial, zonas focais de hemorragia, hiperplasia do epitélio bronquiolar,
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presenca de filopédios em CE e recrutamento de plaquetas e células inflamatérias
puderam ser observadas em analise de pulmao (Barreto et al., 2002, 2007; Barth et
al., 2006), enquanto em figado foi observada a presenca de hepatdcitos com areas de
esteatose difusa, congestdo portal e centrolobular, presenca de plaguetas nos
capilares, recrutamento de células inflamatorias e areas de necrose. Ademais, a
analise bioquimica das enzimas hepéticas AST e ALT revelou um aumento nos niveis
de ambas em animais infectados (Paes et al., 2005, 2009; Barth et al., 2006).

Quando infectados pela via IP com inéculos neuroadaptados de DENV-2,
camundongos BALB/c apresentaram manifestacfes clinicas, como arqueamento do
dorso, ericamento da pelagem e adinamia. Entre 5 e 6 dias pos inoculacado foram
observados sinais graves da doenca, com presenca de anorexia, perda de peso,
paralisia e morte. Foi detectada a presenca de DENV-2 no sangue dos animais e o
titulo virémico aumentou gradativamente do dia 2 pés-infeccéo ao dia 6 pos-infecgao.
Animais infectados também demonstraram quadros trombocitopénicos graves.
Perante andlise histopatoldgica, foi observada em figado a presenca de vacuolizacao
em hepatocitos e de edema intracelular, colapso dos capilares sinusoidais e perda da
parede do endotélio (Atrasheuskaya et al., 2003).

Camundongos BALB/c inoculados pela via SC com doses de 10° PFU de
DENV-2 neuroadaptado apresentaram em tecido hepatico hiperplasia de células de
Kupffer e presenca de infiltrado inflamatorio préximo aos dutos biliares, além de niveis
elevados de IL-13 e TNF-a. Foi também detectada uma pequena elevacao nos niveis
de AST e ALT (Francga et al., 2010).

Estudos realizados em camundongos BALB/c, infectados experimentalmente
pela via IP com in6culos neuroadaptados de DENV-3 demonstraram a detec¢édo do
virus em baco, figado, além de titulos virémicos elevados. Foi observado um aumento
nos niveis das citocinas IFN-y, IL-6 e TNF-a em soro e baco. O anticorpo anti-NS3 foi
detectado em tecido hepético, especialmente em hepatdcitos. Dano hepatico foi
observado através de andlise histopatoldgica, revelando areas multifocais de necrose
e hemorragia, e presenca de infiltrado inflamatorio proximo a vasos sanguineos e no
parénquima hepatico (Costa et al., 2012).

Um estudo realizado em camundongos BALB/c infectados com cepas nao
neuroadaptadas de duas linhagens distintas de DENV-2 pelas vias IP e IV revelou a
presenca do VRNA em coracgéo, figado, pulméo, cérebro e baco, detectados através

de analise molecular. A analise histopatoldgica revelou no coracdo a presenca de
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células inflamatorias e plaquetas nos capilares, acumulo de liquido nos capilares, CE
emitindo prolongamentos de membrana, e presenca de PSD em CE e cardiomidcitos.
No figado foi observada a presenca de células inflamatdrias mononucleadas e
plaguetas em capilares, inclusdes lipidicas e microesteatose em hepatécitos e
inclusbes eletrondensas perinucleares em CE. Em pulmdo foi observado o
espessamento do septo interalveolar, acumulo de liquido nos vasos e presenca de
células inflamatdrias e plaquetas (Jacome et al., 2015).

A andlise de figados de camundongos BALB/c infectados pela via IC com cepa
de DENV-2 neuroadaptada apresentou presenca de infiltrado inflamatorio,
microesteatose, necrose e disfuncdes circulatérias. (Oliveira et al., 2016).

Infec¢Bes in vitro com in6culos neuroadaptados de DENV-4 realizadas em CE
de origem cerebral de camundongos neonatos revelaram a presenca de alteracdes
morfologicas e fisiolégicas em CE, sugerindo a possibilidade de comprometimento da

barreira hematoencefélica (Velandia-Romero et al., 2016).

1.9 Vacinas

A vacinacado é considerada a estratégia ideal para o controle do DENV, tendo
em vista os avancos alcancados no combate a outras arboviroses com o
desenvolvimento da vacina da febre amarela e da vacina da encefalite japonesa. (del
Angel e Reyes-Del Vale, 2013). Contudo, o desenvolvimento da vacina da DEN tem
se revelado uma tarefa bastante desafiadora, devido principalmente ao papel da
interacdo entre anticorpos heterélogos e o DENV em infec¢cfes secundarias (White et
al., 2007; Whitehead et al., 2007; Alves et al., 2016; Russel e Halstead, 2016).

1.9.1 Vacina de DNA

Vacinas de DNA possuem vantagens sobre outros métodos de imunizacao
pois, além de gerarem resposta imune duradoura, também garantem a apresentacao
do antigeno por moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de
classe |, gerando resposta de linfocitos T citotoxicos (Pérez-Vélez et al., 2009).
Também na imunizacdo com vacinas de DNA tetravalentes ndo ha risco de um
sorotipo viral interferir na replicagéo de outro sorotipo ou na ocorréncia de dominancia
da resposta imune contra antigenos de um sorotipo. Além disso, existem relatos de
efeitos sinérgicos quando ha a combinacao de vacinas de DNA e outras estratégias

de imunizacdo (Azevedo et al., 2013; Putri et al., 2015).
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1.9.2 Vacina inativada

Vacinas inativadas consistem em formulagdes compostas de particulas virais
inativadas. Por esse motivo, apresentam a grande vantagem de nao haver risco de
reversao a viruléncia. Além disso, vacinas inativadas sao capazes de gerar resposta
imune balanceada, caracteristica essencial no desenvolvimento de uma vacina
tetravalente (Wan et al., 2013).

Atualmente, uma colaboracéo entre a GlaxoSmithKline (GSK), a Fiocruz e o
Walter Reed Army Research Institute vem tentando desenvolver duas vacinas
tetravalentes inativadas (TDENV-PIV e DPIV), com estudos de fase | envolvendo a
TDENV-PIV sendo realizados nos Estados Unidos e em Porto Rico. A vacina é
administrada em duas doses, a segunda dose sendo aplicada 4 semanas apés a
primeira (Schwartz et al., 2015; Lim et al., 2016).

1.9.3 Vacina de subunidade

Vacinas de subunidade sdo formuladas a partir de proteinas de fusao
recombinantes, normalmente entre proteinas do virus e outra proteina ou sequéncia
proteica desejada. Embora sejam consideradas mais seguras quando comparadas a
vacinas atenuadas, também apresentam menor potencial imunogénico, sendo
necesséria a aplicacdo de doses de refor¢co ou da utilizacdo de adjuvantes (Wan et
al., 2013; Ghosh e Dar, 2015). Também podem ser utilizadas em conjunto com outras
variedades vacinais, gerando titulos mais elevados de anticorpos neutralizantes
(Raviprakash et al., 2009).

1.9.4 Vacina atenuada

Atualmente, uma das perspectivas mais promissoras para o desenvolvimento
de uma vacina contra o DENV se encontra em vacinas de virus vivo atenuado. Tais
vacinas sdo capazes de induzir a geracdo de uma resposta imune humoral e celular
duradoura, semelhante a infeccao natural (Whitehead et al., 2007).

A atenuacéo do DENV é realizada através de passagens seriadas do virus em
cultura de célula. Ap6s um nimero adequado de passagens 0 virus torna-se incapaz
de produzir viremia, enquanto ainda capaz de induzir resposta imune. (Bancroft et al.,
1981; Bhamarapravati et al., 1987). O equilibrio entre um grau seguro de atenuacao e
imunogenicidade varia de acordo com cada sorotipo. Alternativamente, a atenuacao

pode ser realizada através de delecbes direcionadas de nucleotideos especificos,
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resultando na reducéo do potencial de replicacdo do virus (del Angel e Reyes-Del
Vale, 2013).

A vacina atenuada recombinante tetravalente CYD-TDV ou Dengvaxia (Sanofi-
Pasteur), baseada na vacina YF17D de febre amarela, ja foi registrada pelo governo
de diversos paises (dentre estes, o Brasil), tendo passado por testes clinicos de fase
[l em cinco paises do sudeste asiatico e cinco paises da América Latina (WHO, 2016),
apresentando eficicia de 56,5% e 60,8%, respectivamente (Coudeville et al., 2016).
Esta eficacia é notavelmente menor contra os sorotipos 1 e 2, e em andlise realizada
no sudeste asiatico no terceiro ano ap0s a vacinacgao, a eficacia caiu para 16,7%.
Também no terceiro ano pos-vacinacdo areas de teste no sudeste asiatico
apresentaram um aumento do numero de hospitalizacdes por DEN em criancas
vacinadas (Ferguson et al., 2016; Halstead, 2016). Tendo em vista tal reducédo na
eficacia, um aspecto importante a ser observado durante estudos futuros é a
possibilidade de casos de amplificagdo por vacina, ou seja, reagdes cruzadas entre
anticorpos gerados através da vacinacdo e DENV proveniente de infec¢des primarias,
e na possivel evolugcédo de tais casos para um quadro de dengue grave (Halstead,
2016).

Também em estudos clinicos de fase | e Il encontra-se a vacina atenuada
recombinante tetravalente TDV, desenvolvida pela Takeda (originalmente DENVax,
desenvolvida pela Invitrogen). A vacina € administrada em duas doses, em intervalo
de 90 dias, apresentado taxas de soroconversao de 60%. Diversos parametros, como
via de administracéo e variagdes na formulagéo da vacina ainda estao sendo testados
(Vannice et al., 2016).

Outra possivel perspectiva sdo as vacinas TV003/TV005 desenvolvidas pelo
National Institute of Health e formulada a partir de virus atenuado apresentando
deficiéncia na replicagao, resultante da delecdo de 30 nucleotideos da UTR 3’ do
genoma viral. Quando aplicadas em dose Unica, administragcbes de TVO005 foram
capazes de gerar resposta de anticorpos para todos os sorotipos em 90% dos

voluntarios, durante estudos de fase | (Kirkpatrick et al., 2015).

1.9.5 Vacina X modelo murino BALB/c
Diversos estudos também fazem uso da linhagem BALB/c como modelo
experimental para testes de candidatos a vacina e farmacos contra DENV.
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Quando imunizados com a proteina NS1 de DENV-2 camundongos BALB/c
apresentaram desenvolvimento de imunidade homéloga ap6s desafio com doses
inoculadas pela via IC de in6culos de DENV-2 neuroadaptado (Schlesinger et al.,
1987).

Uma vacina inativada de DENV-2 foi testada em camundongos BALB/c e
macacos Rhesus (Macaca mulatta), apresentando imunogenicidade apds duas
inoculagdes. Camundongos BALB/c, quando desafiados com doses de DENV-2, ndo
apresentaram sinais da doenca, enquanto macacos Rhesus apresentaram viremia
(Putnak et al., 1996).

Outro exemplo de geracdo de imunidade em linhagem BALB/c pode ser
observado em estudos com a vacina tetravalente de subunidade recombinante,
elaborada a partir de uma proteina de fusdo recombinante, resultado da fusdo de
aminoéacidos do dominio B da proteina E de DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 a
proteina ligadora de maltose. Essa formulacao foi inoculada em camundongos BALB/c
pela via intramuscular sob a forma tetravalente e monovalente. Formulagdes
monovalentes apresentaram forte resposta de IgG contra o sorotipo homologo,
enquanto formulacbes tetravalentes da vacina induziram elevada geracdo de
anticorpos neutralizantes contra os sorotipos 1, 2 e 3, porém um titulo 8 vezes menor
contra o sorotipo 4 (Simmons et al., 2001).

Testes realizados em camundongos BALB/c previamente imunizados com
vacina de DNA formulada a partir de plasmideo recombinante baseado em diferentes
sequéncias da proteina NS3 e desafiados com doses neuroadaptadas de DENV-2
inoculadas pela via IC demonstraram diferentes graus de protecéo de acordo com a
sequéncia de NS3 utilizada (Costa et al., 2011)

PE1D2, uma vacina de DNA constituida da fusdo de ectodominios da proteina
E de DENV-2 a uma sequéncia sinal da protease ativador de plasminogénio tecidual
(t-PA), foi utilizada na imunizagcdo de camundongos BALB/c. Conjuntamente, a vacina
YF17D-D2, uma variante quimérica da vacina de febre amarela YF17D foi utilizada na
imunizagdo. Quando desafiados com a inoculacdo intracerebral de doses letais de
inéculos neuroadaptados de DENV-2, grupos imunizados com ambas as vacinas
apresentaram auséncia de 0Obitos, e presenca de sinais clinicos em apenas um animal
do grupo (Azevedo et al., 2013).

Camundongos BALB/c imunizados com uma vacina de subunidade

tetravalente formulada a partir da fuséo do dominio Ill da proteina E de DENV a regiédo
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C-terminal da proteina P64k de Neisseria meningitidis apresentaram, apos desafio
pela via IC com in6culos neuroadaptados de DENV-1, -2, -3 e -4, protecao parcial
contra os 4 sorotipos (Lazo et al., 2014).

A vacina tetravalente produzida pela Vaxinnate foi testada em camundongos
BALB/c e macacos Rhesus, sendo capaz de gerar resposta imunogénica em ambos,
embora muito mais significativa e duradoura no modelo murino (Liu et al., 2015).

Camundongos BALB/c inoculados com cepas neuroadaptadas de DENV-2 e
posteriormente imunizados com a vacina de DNA pcTPANSL1 apresentaram niveis
elevados de linfécitos T ativados no baco e no sangue e niveis reduzidos de citocinas
pro-inflamatdrias. Camundongos desafiados com doses letais do indculo
apresentaram taxas de sobrevivéncia proximas de 100% (Oliveira et al., 2016).

1.10 Justificativa

Desde sua reintroducéo no estado de Roraima em 2011 (Temporéo et al., 2011),
finalmente marcando a co-circulagédo dos 4 sorotipos de DENV no territério brasileiro,
0 DENV-4 foi detectado em 19 das 27 unidades federativas do Brasil (Fares et al.,
2015). Embora o DENV-4 néo seja o sorotipo predominante no pais, representando
apenas 3.3% dos 3.033 casos analisados pela secretaria de vigilancia sanitaria
(SVS/MS) no ano de 2016 (SVS/MS, 2016) sua interagcdo com outros sorotipos co-
circulantes pode ser uma fator preocupante quando levada em consideragdo a
interacdo entre anticorpos heterdlogos e possiveis quadros de dengue grave.

O estabelecimento de um modelo animal adequado que reproduza a infeccao
por DENV de modo analogo ao observado em casos humanos € um marco essencial
para a compreensao da patogénese da doenca e para o desenvolvimento de farmacos
e vacinas. Para tal, € necessaria a elucidacdo dos efeitos histopatolégicos,
ultraestruturais e moleculares de cada um dos sorotipos sobre o modelo proposto,
individualmente e simultaneamente, assim como a manutencéo da fidedignidade da
via de inoculagcédo do mosquito, da viruléncia das cepas virais e da imunocompeténcia
do animal.

Estudos prévios realizados em camundongos da linhagem BALB/c
imunocompetentes, infectados experimentalmente por via IP e IV com inoculos nao
neuroadaptados de DENV-2 e DENV-3 apresentam infeccéo e sinais clinicos como
tremores, diarreia e aumento da temperatura corporal, bem como alteracdes teciduais

semelhantes aos observados em casos humanos (Barreto-Vieira et al., 2002; 2007,
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Barth et al., 2006; Paes et al., 2005; 2009; Rasinhas et al., 2013; Jacome et al., 2015;
Barreto-Vieira et al., 2015; Caldas et al.,, 2016). No entanto, os modelos animais
propostos nestes estudos séo, em sua grande maioria, avaliados frente a infeccao por
DENV-1 e DENV-2. Portanto, neste estudo visamos realizar infec¢cdes experimentais
de camundongos BALB/c com indculos de cepa de DENV-4 isolado de caso humano,
ndo neuroadaptado e avaliar as altera¢cdes morfolégicas geradas pela infecgéo e a
presenca de replicagéo viral nos tecidos estudados.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral:
Realizar infeccBes experimentais em camundongos BALB/c com cepa de DENV-
4, ndo neuroadaptada e avaliar as alteracBes morfolégicas nos tecidos e a viremia

resultantes destas infecgoes.

2.2 Objetivos especificos:
Analisar a susceptibilidade da linhagem de camundongos BALB/c a infeccéo pelo
DENV-4.
Determinar o potencial tropismo do DENV-4 através da observacdo das alteracdes
morfolégicas em tecidos dos camundongos BALB/c infectados.
Realizar a deteccao e quantificacdo de DENV-4 em amostras de tecido e saliva dos

camundongos infectados através da técnica de gRT-PCR.

3 Material e Métodos

3.1 Considerac@es Eticas

O presente trabalho é parte integrante de projeto corrente do Laboratério de
Morfologia e Morfogénese Viral (LMMV), Instituto Oswaldo Cruz (I0OC)/ Fundacéo do
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) aprovado pelo Comité de Etica para Utilizacdo de
Animais da FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ LW-50/11).

3.2 Cepa Viral

Foi utilizada uma cepa de DENV-4 (BR2972/2013), isolada no Rio de Janeiro,
Brasil de um caso positivo ocorrido em 2013, previamente sorotipado e gentilmente
cedido pelo Laboratério de Flavivirus, IOC/FIOCRUZ.

3.3 Producao de Massa Viral
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Para a producdo de massa viral, a cepa de DENV-4 foi inoculada em garrafa
de 175 cm? contendo células de mosquito Ae. albopictus a uma concentracdo de 5x10°
células/mL. O sorotipo foi reconfirmado pela técnica de imunofluorescéncia indireta
utilizando anticorpo monoclonal especifico para DENV-4. A titulacéo foi realizada de
acordo com Reed e Muench (1938). Ao final de 3 passagens a cepa apresentou titulo
de 10° TCIDso/mL, sendo selecionada para a infeccdo experimental dos

camundongos.

3.4 Experimentagdo animal

Camundongos da linhagem BALB/c, machos, de 2 meses de idade, pesando
entre 20 e 25g foram obtidos no Institudo de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB), FIOCRUZ. Durante o periodo de experimentacdo os animais foram mantidos
em estantes ventiladas, localizadas no biotério do pavilhdo Hélio e Peggy Pereira,
onde condi¢cdes como temperatura, umidade, alimentacéo, ventilacao, higienizacéo e
fotoperiodo séo rigorosamente controladas. Apds a chegada dos camundongos ao
biotério, estes foram divididos em trés grupos homogéneos (G1, G2 e G3). Cada um
dos grupos foi separado no biotério em 3 caixas de 5 animais, com o objetivo de
facilitar o manuseio. A marcacao dos animais foi realizada com acido picrico diluido
em agua, este sendo aplicado em partes distintas do corpo dos camundongos
(orelhas, patas dianteiras, patas traseiras, etc) com um swab, de modo a permitir a
identificacdo. Alteracdes fisicas e comportamentais observadas, quando presentes,

foram devidamente registradas.

3.5 Desenho Experimental

O experimento foi realizado em triplicata, e todos os procedimentos foram
realizados de modo semelhante em cada um dos grupos. Durante todo o periodo de
experimentacdo animal 45 camundongos foram obtidos e subsequentemente
divididos em trés grupos de 15 animais, denominados G1, G2 e G3, cada um dos
grupos com datas especificas de chegada no biotério. Uma vez no biotério, os animais
foram novamente divididos em caixas contendo 5 animais, devidamente identificadas.
A cada uma destas caixas foi designada uma analise distinta, sendo estas analise
histologica e molecular para os animais contidos na caixa 1, analise ultraestrutural
para 0s animais contidos na caixa 2, e controle negativo para os animais contidos na
caixa 3 (Figura 6). Dos cinco animais das caixas 3, trés foram destinados a controle

negativo e dois foram destinados a controle L-15. Os 6rgéos dos animais da caixa 1,
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sendo destinados a duas analises distintas (molecular e histopatolégica), foram
clivados em duas metades e armazenados de acordo com o estudo objetivado.
Durante a eutandsia, cada um dos o6rgdos coletados foi armazenado de modo
condizente a caixa na qual o animal foi contido. Todos os camundongos, a excecao
do grupo controle negativo, foram inoculados pela via IV, e eutanasiados 72 horas
pés-infeccdo (h.p.i.). Apos o término do periodo de experimentacdo animal, um total
de 45 figados, 45 pulmdes e 45 coracdes foram coletados, totalizando 135 6rgédos
destinados a andlises distintas, além de 15 amostras de saliva, integralmente

destinadas a analise molecular.

Caixa 1 —Mfcroscopid Foténica (Histologia)
n=35 | Andlise Molecular (RT-PCR em tempo real)
Grupo 1 _ -
p Cﬁ'éq.SQ Microscopia Eletrénica de TransmisséGo
n=15 -
Caixa 3 Controle Neguﬁvo(n =3)
n=>5 | Controle L-15(n =2)
) Caixa 1 -Microscopiq Foténica (Histologia)
n=35 | Andlise Molecular (RT-PCR em tempo real)
-, % Grupo 2 : :
\i\i TS TN p Cg'§052 Microscopia Eletrénica de Transmissdo
~ n=15 -
h Caixa 3 Controle Negativo(n =3)
n= 45 n- | Controle L-15(n = 2)
Caixa 1 -Microscopiq Foténica (Histologia)
n=235 [Andlise Molecular (RT-PCR em tempo real)
Grupo 3 - :
p CgléuSQ Microscopia Eletrdnica de Transmisséo
n=15 -
Caixa 3 Controle Negativo(n =3)
n=35 | Controle L-15(n =2)

Figura 6: Representacdo esquematica do desenho experimental para infeccdo de
camundongos BALB/c com DENV-4.

3.6 Controle de temperatura
A temperatura corporal de todos os animais foi verificada em dois momentos
do experimento: pré- e pos-infeccdo. Para esse fim foi utilizado um termémetro de

mercurio comum, cuja extremidade foi embebida em 6leo mineral e cuidadosamente
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inserida no reto do camundongo por cerca de um minuto. Todas as temperaturas

foram devidamente registradas.

3.7 Infecgao experimental

No momento da inoculagdo cada camundongo foi contido em um suporte
acrilico, sua cauda sendo cuidadosamente mantida esticada. Uma dose de 100 uL do
inoculo, apresentando titulo viral de 10.000 TCIDso/0,1mL, foi acondicionada em uma
seringa (1 mL), sendo administrado no camundongo pela veia caudal (via IV), através
de uma agulha descartavel calibre 13x4,5mm. Camundongos do grupo controle L-15
foram inoculados com 100 uL de meio de cultura Leibovitz L-15 (Sigma, Alemanha).
Camundongos do grupo controle negativo ndo sofreram inoculacdo. Todo
procedimento de infeccdo experimental foi realizado em cabine biol6gica de nivel de
biossegurancga 2, no biotério do pavilhdo Hélio e Peggy Pereira.

3.8 Coleta de saliva

Os camundongos foram cuidadosamente contidos fisicamente e um swab
umedecido com meio de cultura L-15 foi gentilmente inserido na boca de cada animal
e mantido por cerca de um minuto. O swab contendo a amostra de saliva foi
acondicionado em um microtubo estéril contendo 0,5 mL de meio L-15 e congelado
em freezer -70°C para posterior analise molecular. A saliva dos camundongos foi

coletada em momento anterior a eutanasia.

3.9 Eutanasia e coleta de 6rgéos

Todos os camundongos foram eutanasiados 72 horas apés a inoculacao. Os
animais foram transportados do biotério para o laboratério, onde foi realizada a
segunda afericdo de temperatura. Como anestésico foi utilizado 150 uL de tiopental
sédico (Thiopentax), administrado pela via IP através de seringa (1 mL) e agulha
descartavel calibre 13x4,5 mm. Uma vez que o camundongo se encontra sob o efeito
do anestésico, rapidamente é realizado o deslocamento cervical. O camundongo foi
entdo transportado para o interior de uma cabine biologica, onde foi posicionado em
decubito dorsal sobre um suporte de dissec¢do, cada uma de suas patas sendo fixada
ao suporte com uma agulha. A dissecc¢do foi realizada com instrumentos cirdrgicos
(férceps, tesoura e bisturi) estéreis, sendo primeiramente feita uma inciséo na linha
alba do animal, possibilitando acesso as cavidades. Em seguida foi realizado um corte
bilateral do abdémen do camundongo, ascendendo até a extremidade superior do

esterno, expondo a cavidade abdominal. A caixa toracica foi quebrada com uma
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tesoura, expondo o coracéo e os pulmdes. Os tecidos visados foram removidos um a
um e devidamente acondicionados de acordo com o estudo objetivado. Uma vez
removidos todos os 6rgaos, as carcacas dos animais foram coletadas em sacos de
autoclave e novamente transportadas para o biotério, onde foram direcionadas para o

descarte adequado e incineracao.

3.10 Fixacéo por perfusao

Em camundongos destinados a microscopia eletrdnica de transmissdo foi
realizada a técnica de perfusdo, que visa otimizar a fixa¢do dos tecidos bioldgicos do
animal, substituindo o sangue por uma solucéo fixadora (paraformaldeido 4% em
tampao fosfato de sodio 0.2 M, pH 7,2). A abertura da cavidade abdominal é realizada
de modo semelhante ao processo cirargico descrito na eutanasia, visando expor o
coragcao do camundongo. Uma canula adaptada a um sistema de fixagcéo por perfusao
€ inserida no ventriculo esquerdo do animal, o atrio esquerdo sendo imediatamente
seccionado e o fluxo da solucdo fixadora liberado por trinta minutos. Apos o
procedimento, 0os 6rgdos séo coletados e devidamente armazenados. A producéo do
fixador para perfuséo € realizada no mesmo dia da eutanasia, em cabine quimica,

assim como todo o processo de fixacdo por perfuséo.

3.11 Acondicionamento de tecidos para analises moleculares
Todos os tecidos direcionados a analise molecular foram lavados com tampéo
fosfato-salino (PBS) e posteriormente acondicionados em microtubos devidamente

identificados e armazenados em freezer -70°C até o momento da extracdo do RNA.

3.12 Acondicionamento e processamento de amostras para anélises em
microscopio fotdbnico de campo claro

Todos os tecidos direcionados a microscopia foténica foram acondicionados
em frascos de vidro devidamente identificados contendo o fixador Millonig e
armazenados em geladeira, de modo a garantir a integridade estrutural do tecido até
0 momento do processamento.

Para o processamento, em uma cabine bioldgica, os 6rgdos coletados foram
depositados sobre uma placa de vidro, e com um bisturi cirirgico descartavel foram
clivados em fragmentos de 3-4 mm. Cada fragmento de tecido foi armazenado em um
cassete histologico, estes sendo acondicionados em um recipiente contendo o fixador
Millonig. Posteriormente, o tecido foi desidratado em banhos de concentracdes

crescentes de etanol, clarificado em xilol e incluido em parafina. As sec¢des de tecido
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(5um) foram obtidas com o uso de um micrétomo e coradas com hematoxilina e
eosina. Os cortes histologicos foram entdo analisados em microscoépio foténico de
campo claro (Zeiss Axiophot).

3.13 Acondicionamento e processamento de amostras para analise em
microscopio eletrénico de transmissao

Todos os tecidos direcionados a microscopia eletrénica de transmisséo foram
acondicionados em frascos de vidro devidamente identificados contendo o fixador
glutaraldeido 3% em tampéao cacodilato de sddio 0,2M, pH 7,2 e armazenados em
geladeira, de modo a garantir a integridade estrutural do tecido até o momento do
processamento.

O processo de preparacdo dos 6rgaos armazenados em glutaraldeido 3% em
tampéo cacodilato de sodio 0,2M para microscopia eletrbnica de transmissao teve
inicio com a clivagem do tecido. Em uma cabine biolégica, cada 6rgao coletado foi
clivado em pequenos fragmentos de cerca de 1mm? com auxilio de um bisturi cirdrgico
descartavel. De modo a garantir a integridade estrutural do tecido, todo o processo foi
realizado em uma placa de Petri contendo um pequeno volume de glutaraldeido 3%
em tampdao cacodilato de sddio 0,2M. Apos clivado, o material foi lavado em tampéo
cacodilato de sédio 0,2M em sacarose 7%, em trés lavagens consecutivas de cinco
minutos, e pos fixado em tetroxido de 6smio durante trinta minutos. Passado este
tempo, o material passou por outra lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,2M em
sacarose 7% durante mais cinco minutos. O material foi entdo desidratado em
concentracdes crescentes de acetona: dez minutos em acetona 15%, dez minutos em
acetona 30%, dez minutos em acetona 50%, trinta minutos em acetona 70% em
acetato de uranila 1%, cinco minutos em acetona 90%, e dez minutos (2X) em acetona
100% em sulfato de cobre. Apds removida a agua do tecido, este foi incluido em resina
Epoxi (Electron Microscopy Sciences) para a infiltragdo. Os fragmentos foram imersos
em uma mistura de acetona 100% e resina Epoxi em concentragéao de 3:1 durante 30
minutos, e posteriormente em uma concentracao de 1:3 durante uma noite. No dia
seguinte, os tecidos processados foram acondicionados em moldes de silicone
contendo resina pura, devidamente identificados, e entdo mantidos em estufa 60°C

durante trés dias para polimerizacéo da resina.

3.14 Obtencao de seccdes semifinas e ultrafinas
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Uma vez os blocos retirados da estufa de polimerizacdo, estes foram
preparados para o ultramicrétomo (Reichert-Jung). A extremidade do bloco na qual se
encontra a seccao de tecido foi desbastada sob uma lupa estereoscépica, com auxilio
de uma navalha de aco. O bloco preparado foi acondicionado a um suporte de metal
acoplado ao ultramicrotomo e cuidadosamente aproximado do fio da navalha de
diamante (DIATOME). Cortes ultrafinos (50-70nm) foram coletados diretamente com
grades de cobre (300 malhas) e diretamente armazenados para a futura contrastacao.
Cortes semifinos (0,5um) por sua vez, foram coletados e entdo depositados sobre
laminas histolégicas de vidro, que foram entdo depositadas sobre uma platina
aguecedora a 60°C por cerca de 2 a 3 minutos, de modo a garantir a aderéncia dos
cortes a lamina histoldgica. As laminas foram coradas com uma goticula da solucao

de Azul e Metileno e Azur Il (1:1) e submetidas a analise preliminar.

3.15 Contrastacao positiva

As grades contendo seccdes ultrafinas de tecido foram submetidas a técnica
de contrastacdo positiva (Reynolds, 1963), que possibilita a sua observacdo ao
microscopio eletrénico de transmissao. Primeiramente, a grade foi depositada sobre
uma gota do sal de metal pesado acetato de uranila por 15 minutos. Este agente
contrastante é fotossensivel, portanto esta etapa do protocolo foi realizada com a
grade coberta por papel aluminio e a luz da cabine quimica apagada. Passados os 15
minutos, a grade foi submetida a trés lavagens com agua destilada de um minuto cada.
Qualguer excesso de agua foi cuidadosamente absorvido com papel filtro e em
seguida a grade foi depositada sobre uma goticula do agente contrastante citrato de
chumbo por 4 minutos. O citrato de chumbo precipita quando em contato com CO2,
portanto esta etapa do protocolo foi realizada em um ambiente fechado (uma placa de
Petri fechada) onde sédo depositadas pastilhas de hidroxido de sodio, capazes de
neutralizar o CO2 do ar. Os 4 minutos passados, a grade foi submetida a outra série
de trés lavagens. A grade foi novamente armazenada e levada ao microscépio
eletrbnico de transmissdo (JEOL-JEM-1011) para analise. Todo o protocolo de

contrastacéo positiva foi realizado em cabine quimica.

3.16 Extracao de acidos nucléicos

Para a extragdo de RNA, os orgéos coletados acondicionados em microtubos
foram macerados em 500 pL de meio de cultura L-15 suplementado com penicilina-
streptomicina a 2% e fungizona a 1% (Invitrogen, EUA). O material resultante foi
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centrifugado durante 15 minutos a uma velocidade de 10.000 RPM a 4°C. A extracéo
foi realizada a partir de 140 pL de sobrenadante de orgdos e amostras de saliva
utilizando-se o kit QIAmp Viral RNA mini kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. Todo o procedimento foi realizado em cabine

bioldgica.

3.17 RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Para a deteccdo e quantificagdo do VRNA, a curva padrdo foi construida a
partir de uma diluicdo seriada de RNA extraido de uma amostra de DENV-4 (cepa
BR3246/13) de titulo conhecido (1,12x10% TCID/0.1mL), gentilmente cedida pelo
Laboratorio de Flavivirus, IOC/Fiocruz. O protocolo empregado seguiu o recomendado
pelas instrucdes do kit comercial SuperScript Il Platinum One-Step Quantitative RT-
PCR (Invitogen Corporation, EUA) utilizando-se o0s iniciadores DENJ-4R
(5TCCACCTGAGACTCCTTCCA3) e DENJ-4F
(5TTGTCCTAATGATGCTGGTCG3J)), e sonda DENJ-4P (6-FAM
5TTCCTACTCCTACGCATCGATTCCG3 BHQ-1). De acordo com a posicdo do
genoma, o fragmento amplificado apresentava extenséo de 84 nucleotideos.

Para a reacao de amplificacdo, uma mistura de reacéo foi preparada utilizando
1 pL de cada iniciador a 50 puM; 12,5 pL de mistura de reacdo 2x (0,4 uM de cada
dNTP e 6 uM de MgSO4); 0,5 uL da enzima Super Script Il RT/Platinum Taq Mix®;
3,5 pL de agua destilada livre de DNase/Rnase; 1 pL de MgSO#a 5 mM e 0,75 pL da
sonda a 9 uM. Numa microplaca 6ptica (PE Applied Biosystems, Califérnia, EUA), de
96 micropogos, primeiramente, foram adicionados 20 pyL 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 pocgo.
Posteriormente, foram acrescentados 5 pL do RNA extraido, totalizando assim um
volume final de 25 pL/poco. As amostras e a curva padrao foram aplicadas em
duplicatas. As placas foram colocadas na plataforma LineGene 9660 (Bioer, 44 China)
para a reacao de qRT-PCR, seguindo os paradmetros de ciclagem disponiveis na
Quadro 1.

Etapas Temperatura Tempo Ciclos
Transcricdo reversa 50°C 15 minutos 1
Ativacdo da enzima 95°C 2 minutos 1
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Desnaturagao 95°C 15 segundos 40

Hibridizacdo/Extenséao 60°C 1 minuto 40

Quadro 1: Parametros de termociclagem

4 Resultados

Durante todo o periodo de experimentagdo animal, nenhum dos camundongos
veio a 6bito, de modo que todos os camundongos foram eutanasiados ao término dos
experimentos. Nenhuma alteracdo neurologica, como paralisia ou cegueira, assim
como nenhum outro sinal clinico, como petéquias, tremores ou diarreia foram

observados durante o periodo entre a infecgéo e a eutanasia.

4.1 Analise de temperatura corporal

Foi detectado um aumento da temperatura corporal em camundongos BALB/c
infectados com DENV-4, um indicativo de quadro de febre. Animais das caixas 1 e 2
(grupos infectados) apresentaram, de um modo geral, um aumento da temperatura
corporal 72 h.p.i. pos-infeccdo com DENV-4 (22 afericdo) quando comparada a
temperatura corporal pré-infeccéo (12 afericdo). Essa alteracdo pode ser observada
de modo conciso nas caixas 1 e 2 do grupo 1 e nas caixas 1 e 2 do G3, onde cada
caixa apresentou um aumento médio de temperatura de 1,66°C, 2,04°C, 1,62°C e
1,44°C, respectivamente (Figuras 7, 8 e 9). Em animais das caixas 1 e 2 do grupo 2
nao foram observadas alteracdes regulares de temperatura.

Camundongos das caixas 3 (caixas controle) ndo apresentaram aumentos
significativos de temperatura, o aumento médio por caixa sendo de 0,46°C no grupo
1, 0,04°C no grupo 2 e 0,36°C no grupo 3. A identificacdo dos camundongos encontra-
se abreviada, sendo ela a seguinte: Orelha (Ore), Pata Dianteira (PD), Pata Traseira
(PT), Cabeca (Cab) e Dorso (Dor).
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Figura 7: Grafico dos valores da temperatura dos
camundongos do grupo 1. Ore: orelha; PD: pata dianteira;

PT: pata traseira; Cab: cabeca; Dor: dorso.
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Figura 8: Grafico dos valores da temperatura dos
camundongos do grupo 2. Ore: orelha; PD: pata dianteira;

PT: pata traseira; Cab: cabeca; Dor: dorso.
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4.2 Analise molecular de tecidos e saliva de camundongo BALBI/c
infectado experimentalmente com DENV-4 por RT-PCR em tempo real

Os resultados do teste RT-PCR em tempo real demonstraram que o RNA viral
de DENV-4 foi detectado em todos os grupos de camundongos infectados,
apresentando um total de 18 amostras positivas de tecido, de um total de 41 testadas
(43,9%), e duas amostras positivas de saliva, de um total de 15 testadas (13,3%). O
genoma viral foi detectado em quatro amostras de figado (26,6%), sete amostras de
pulméo (46,6%) e sete amostras de coracéao (46,6%) (Quadro 2). Tecido pulmonar e
tecido cardiaco se revelaram mais susceptiveis a infeccédo experimental por DENV-4,

apresentando maior recuperacédo do VRNA.

Quadro 2: Valores qualitativos da Detecgédo de DENV-4 por gRT-PCR

em diferentes tecidos e saliva de camundongos infectados.

Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3 Grupos 1,2e3
Total por grupo Total por amostra
Amostra " i
Positivo/Testado (%) Positivo/Testado (%)

Figado | 2/2 (100) | 1/4 (25) 1/5 (20) 4/11 (36,36)

Pulmao | 3/5 (60) 2/5 (40) 2/5 (40) 7/15 (46,6)
Coracdo | 2/5 (40) 2/5 (40) 3/5 (60) 7/15 (46,6)

Saliva | 1/5 (20) 0/5 (0) 1/5 (20) 2/15 (13,3)

Os titulos virais observados demonstraram variagdes de valores exponenciais
entre 103 e 10%°. A presenca do VRNA foi detectada em quatro amostras de figado,
trés delas apresentando titulos acima de 107. Titulos virais muito elevados, variando
de 108 a 10'° foram observados em sete dos 15 coracgdes testados. Titulos igualmente
elevados foram observados em seis dos 15 pulmdes testados, com apenas uma
amostra apresentando titulo de 103 (Quadro 3). As duas amostras de saliva positivas
apresentaram titulos de 5,76x10° e 8,41x10°. Em alguns animais foi observada a

presenca do VRNA em mais de um 6rgéo.
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Quadro 3: Valores quantitativos da deteccdo de DENV-4 por gRT-PCR
em diferentes tecidos de camundongos infectados. NR: N&o realizado;
ND: Nao detectado; (*): Deteccdo do VRNA em multiplos 6rgéos.

Figado Pulmé&o Coragéo Saliva

Grupo Camundongo

Titulo Viral (copias de RNA/mI)

Orelha (*)

Pata Dianteira (*)

1 Pata Traseira

Dorso

Cabeca

Orelha

Pata Dianteira

2 Pata Traseira

Dorso (*)

Cabeca (*)

Orelha

Pata Dianteira

3 Pata Traseira (*)

Dorso (*)

Cabeca
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4.3 Andlise histopatoldgica de tecidos de camundongo BALB/c infectados
experimentalmente com DENV-4
Ndo foram observadas alteracbes histopatoldégicas em tecidos de

camundongos dos grupos controle negativo e controle L-15 (Figuras 10a, 10b, 14, 17).

4.3.1 Anadlise histopatolégica de tecido hepatico

Em amostras de figado de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observada perante andlise sob o microscopio foténico de campo claro a presenca de
congestao portal (Figuras 11a, 11b, 11c), infiltrado inflamatério (Figuras 12a, 12b,),

liguido no capilar (Figuras 13a) e pontos focais de hemorragia (Figuras 13b).

—— ~ L e TS

Figura 10: Corte histolégico de tecido hepéatico de camundongo BALB/c controle
negativo corado com hematoxilina e eosina. Hepatdcitos (H); ramo da veia porta
(RVP); ramo da artéria hepética (RAH); ducto biliar (DB).
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Figura 11: Areas de congestdo portal. Corte histologico de tecido hepético de

camundongo BALB/c infectado com DENV-4 corado com hematoxilina e eosina. (a, b,

¢) Vasos apresentando congestao vascular (CV).
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Figura 12: Presenca de infiltrado inflamatério. Corte histolégico de tecido hepatico
de camundongo BALB/c infectado com DENV-4 corado com hematoxilina e eosina.
(a) Infiltrado inflamatério (IC) préximo a um ramo da veia porta (RVP). (b) Infiltrado

inflamatorio (IC) no intersticio.

Figura 13: Presenca de liquido no capilar e de eritrocitos no intersticio. Corte
histoldgico de tecido hepatico de camundongo BALB/c infectado com DENV-4 corado
com hematoxilina e eosina. (a) liquido no contido no capilar (*). (b) Eritrdcitos (e€) no

intersticio do tecido hepatico.
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4.3.2 Analise histopatoldgica de tecido pulmonar
Em amostras de pulméo de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observada a presenca de é&reas de hemorragia (Figuras 15a, 15b, 16a, 16b),

espessamento do septo alveolar (Figuras 15c).

Figura 14: Corte histologico de tecido pulmonar de camundongo BALB/c controle
negativo corado com hematoxilina e eosina. Saco alveolar (SA); septo interalveolar
(SI); alvéolo (A).
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Corte
histoldgico de tecido pulmonar de camundongo BALB/c infectado com DENV-4 corado
com hematoxilina e eosina. (a, b) Presenca de areas de hemorragia (h); bronquiolo
(B); alveolo (A). (c) areas apresentando espessamento do septo alveolar (*);

bronquiolo (B); alveolo (A).
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Figura 16: Presenca de areas de hemorragia. Corte histolégico de tecido pulmonar
de camundongo BALB/c infectado com DENV-4 corado com hematoxilina e eosina.

(a, b) Hemorragia (h); Alveolo (A).

59



4.3.3 Anadlise histopatolégica de tecido cardiaco
Em amostras de coracdo de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observada a presenca de areas focais de hemorragia (Figuras 18a, 18b, 18c) e

presenca de infiltrado inflamatério (Figuras 19a, 19b).

Figura 17: Corte histologlco de tecido cardiaco de camundongo BALB/c controle

negativo corado com hematoxilina e eosina. Cardiomidcitos (C); capilar (*).

60



Figura 18: Areas focais de hemorragia. Corte histoldgico de tecido cardiaco de

camundongo BALB/c infectado corado com hematoxilina e eosina. (a, b, c) Presenca

de areas de hemorragia (h).
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Figura 19: Presencade infiltrado inflamatério. Corte histologico de tecido cardiaco
de camundongo BALB/c infectado corado com hematoxilina e eosina. (a, b) Infiltrado

inflamatério (IC).
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4.4 Analise ultraestrutural de tecidos de camundongo BALB/c infectado
experimentalmente com DENV-4

N&o foram observadas alteracdes ultraestruturais em tecidos de camundongos
dos grupos controle negativo e controle L-15 (Figuras 20, 25, 29a, 29b).

4.4.1 Analise ultraestrutural de tecido hepatico

Em amostras de figado de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observada perante andlise ultraestrutural sob o microscopio eletrdénico de transmissao
a presenca de células inflamatérias mononucleadas (Figuras 21, 22a, 22h, 22c) e

polimorfonucleadas (Figuras 23b) nos capilares e no intersticio, presenca de

plaguetas nos capilares (Figuras 22a, 22c, 22d, 23a, 23b), areas de congestao
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Figura 20: Micrografia eletronica de tecido hepatico de camundongo BALB/c controle
negativo Hepatocito (H); nucleo do hepatécito (N); mitocoéndrias (m).
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Figura 21: Células inflamatérias mononucleadas ativadas no capilar sinusdide.
Micrografia eletrénica de tecido hepatico de camundongo BALB/c infectado com
DENV-4. Presenca de células inflamatérias mononucleadas (Clm) emitindo

prolongamentos de membrana (setas). Hepatocito (H); capilar sinusoide (c).
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Figura 22: Células inflamatérias ativadas e plaguetas no capilar. Micrografia
eletrbnica de tecido hepatico de camundongo BALB/c infectado com DENV-4. (a, b,
c) Presenca de célula inflamatéria mononuclear (CIm) emitindo prolongamentos de
membrana (setas). (¢) Plagueta (p) aderida a parede do capilar (a, d) Presenca de
plaguetas (p) no capilar; hepatécito (H); capilar (c); célula endotelial (CE); eritrécitos

(e).
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Figura 23: Plaqueta ativada e célula inflamatoria polimorfonucleada no capilar.
Micrografia eletrénica de tecido hepatico de camundongo BALB/c infectado com
DENV-4. (a) Presenca de plagueta (p) emitindo prolongamentos de membrana (seta)
no capilar (c); eritrocito (e); hepatocito (H). (b) Célula inflamatéria polimorfonucleada

(Clp) do tipo eosindfilo e plaqueta (p) no capilar (c); hepatdcito (H).

Figura 24: Capilar apresentando congestao e hepatdcito apresentando nucleo
picnético. Micrografia eletrénica de tecido hepético de camundongo BALB/c infectado
com DENV-4. (a) Capilar sinusoide apresentando congestéo vascular (CV); eritrocito

(e); hepatécito (H). (b) Hepatdcito (H) apresentando ndcleo picnético (n).
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4.4.2 Analise ultraestrutural de tecido pulmonar

Em amostras de pulméo de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observada perante analise ultraestrutural sob o microscopio eletrénico de transmissao
a presenca de células inflamatorias mononucleadas (Figuras 26, 27d, 28a) e
polimorfonucleadas (Figuras 26, 27a, 27b, 27c) nos capilares, presenca de plaquetas
nos capilares e no espago alveolar (Figuras 26, 27a, 27b, 28a, 28b, 28c, 28d) e
presenca de eritrocitos no espaco alveolar (Figura 27b).

2Em

Figura 25: Micrografia eletrdnica de tecido pulmonar de camundongo BALB/c controle

negativo. Alvéolo (A); célula endotelial (CE); septo interalveolar (SI) pneumdcito tipo Il
(PII); eritrécitos (e) contidos no capilar (c).
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Figura 26: Células inflamatérias mononucleadas, polimorfonucleada e plagueta

no capilar. Micrografia eletronica de tecido pulmonar de camundongo BALB/c
infectado com DENV-4. Presenca de células inflamatérias mononucleadas (Clm),
polimorfonucleada (Clp) do tipo eosinéfilo e plaqueta no capilar (p); alvéolo (A);

eritrocito (e); pneumacito tipo Il (PII).
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Figura 27: Células inflamatérias polimorfonucleadas no capilar e no alvéolo,
células inflamatérias mononucleadas e plaguetas no capilar. Micrografia
eletrbnica de tecido pulmonar de camundongo BALB/c infectado com DENV-4. (a, b,
c) Células inflamatorias polimorfonucleadas (Clp) do tipo eosindéfilo (a, ¢) e neutrofilo
(b) no capilar (c); presenca de célula inflamatéria mononucleada (CIm) no capilar;
eritrécitos (e); plaquetas (p) no capilar e nos alvéolos (A); pneumdcito tipo | (PI);
pneumdcito tipo 1l (PII). (d) Presenca de célula inflamatéria mononucleada (Clm)

emitindo prolongamentos (setas) no capilar (c).
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Figura 28: Células inflamatérias mononucleadas e plagquetas no capilar.

Micrografia eletrénica de tecido pulmonar de camundongo BALB/c infectado com
DENV-4. (a, b) Presenca de células inflamatérias mononucleadas (CIm) e plaquetas
(p) no capilar (c); pneumdcito tipo Il (PIl); eritrocito (e). (c, d) Presenca de plaquetas

(p) no capilar (c); eritrocitos (e); célula endotelial (CE); alvéolo (A).
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4.4.3 Analise ultraestrutural de tecido cardiaco

Em amostras de coracdo de camundongos BALB/c infectados com DENV-4 foi
observado perante analise ultraestrutural sob o microscépio eletrénico de transmisséo
a presenca de PSD em cardiomidcitos (Figura 30), a presenca de células inflamatorias
mononucleadas (Figuras 32a e 32b) no intersticio, presenca de plaguetas (Figuras

31a, 31b, 31c, 31d, 31e, 31f, 32b) nos capilares e no intersticio e alteracdes na

estrutura dos discos intercalares (Figuras 33a, 33b, 33c).

Figura 29: Micrografia eletrbnica de tecido cardiaco de camundongo BALB/c néo
infectado. (a) Fibras cardiacas (FC); disco intercalar (b) Fibras cardiacas (FC);

sarcomero (S); linha Z (setas).
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Figura 30: Particulas semelhantes a DENV. Micrografia eletrénica de tecido

cardiaco de camundongo BALB/c infectado com DENV-4. Presenca de PSD (setas)

em fibras cardiacas (FC); disco intercalares (DI).
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Figura 31: Presenca de plaguetas no intersticio, no capilar e célula inflamatoria
ativada. Micrografia eletrénica de tecido cardiaco de camundongo BALB/c infectado
com DENV-4. (a, b) Plagueta (p) no intersticio cardiaco; fibras cardiacas (FC); disco
intercalar (DI). (c, d) Presenca de plaquetas (p) no capilar; eritrocitos (e); Nucleo do
cardiomidcito (N). (e) Plaqueta (p) no intersticio cardiaco; fibras cardiacas (FC); disco
intercalar (DI). (f) Célula inflamatéria mononuclear (Clm) emitindo prolongamento
(seta); fibras cardiacas (FC).
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Figura 32: Células inflamatérias mononucleadas e plaquetas no intersticio.
Micrografia eletrénica de tecido cardiaco de camundongo BALB/c infectado com
DENV-4. (a, b) Presenca de célula inflamatéria mononuclear (Cim) e plaqueta (p) no

intersticio cardiaco; fibras cardiacas (FC); célula endotelial (CE); eritrocitos (e).

Figura 33: Presenca de multiplas areas de intensa desorganizacdo dos discos

intercalares. Micrografia eletrbnica de tecido cardiaco de camundongo BALB/c
infectado com DENV-4. (a, b, ¢) Areas de desorganizacéo dos discos intercalares (A);

fibras cardiacas (FC).
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5 Discusséao

A reintroducdo do DENV-4 no territorio brasileiro marcou a cocirculagéo dos 4
sorotipos no pais. Enquanto o sorotipo 4 € pouco predominante entre 0s casos
analisados pela SVS/MS, sua presenca pdde ser detectada em mais de dois tercos
dos estados brasileiros, até 2015 (Fares et al., 2015), sendo responsavel por um
grande numero de epidemias desde sua reintroducdo, devido principalmente a
susceptibilidade da populagéo ao novo sorotipo (Braga et al., 2014; Cavalcanti et al.,
2014; Tumioto et al., 2014; Branco et al., 2015; Bertolacci-Rocha et al., 2016; Vicente
et a.l, 2016). Apesar de casos de DENV-4 normalmente apresentarem sintomatologia
mais branda e serem menos associados a hospitalizagcbes, especialmente quando
comparados a outros sorotipos (Balmaseda et al., 2006; Thomas et al., 2014; Kosasih
et al., 2016), fatores como infec¢cdes secundarias por sorotipos heterélogos de DENV
(Halstead, 2015) ou a interacdo entre a DEN e outras comorbidades, resultando
muitas vezes em casos fatais (Sam et al., 2013; Amancio et al., 2014; Kumar et al.,
2016;), podem se revelar severos agravantes durante o curso de uma doenga que nao
apresentaria, caso contrario, maiores intercorréncias.

Até o momento, fatores determinantes para a ocorréncia de casos de dengue
grave ainda ndo sao totalmente compreendidos, sendo o estabelecimento de um
modelo animal para infecgcbes experimentais por DENV um desenvolvimento
essencial para o entendimento dos mecanismos por tras da evolu¢ao de casos mais
severos de DEN (Zellweger e Shresta, 2014). Grande parte dos modelos sugeridos
na literatura fazem uso de animais humanizados ou imunodeficientes (del Angel et al.,
2014; Zellweger e Shresta, 2014; Sarathy et al., 2015) e de vias de inoculacdo
invasivas e inéculos virais neuroadaptados (Schlesinger et al., 1987; Atrasheuskaya
et al., 2003; Franca et al., 2010; Costa et al., 2011; Lazo et al., 2014; Oliveira et al.,
2016), o que dificulta a compreensdao dos mecanismos da patogénese viral, por se
distanciarem do modo como ocorrem na infecgdo natural de casos humanos.

Embora alguns trabalhos ressaltem a baixa competéncia de modelos
imunocompetentes em apresentar viremia quando infectados com in6culos
produzidos a partir de isolado clinico de DENV, a excecdo de animais neonatos ou
guando realizada a inoculacéo do virus por via IC (Zompi e Harris, 2012; Runtuwene
et al., 2014; Zellweger e Shresta, 2014), estudos prévios realizados no LMMV, 10C,
Fiocruz nao apenas demonstraram que camundongos BALB/c infectados

experimentalmente com inéculo ndo neuroadaptado de DENV-1, DENV-2 e DENV-3
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produzido a partir de isolado clinico pelas via IP e IV apresentaram viremia, como
também alteragdes teciduais caracteristicas de infec¢do por DENV, semelhante as
observadas em casos humanos (Paes et al., 2005; Barth et al., 2006; Barreto et al.,
2002; 2007; Rasinhas, 2013; Barreto-Vieira et al., 2015; Jacome, 2015; Caldas et al.,
2016).

A analise da temperatura retal dos camundongos em momentos pré-infeccéo e
72 h.p.i. revelou um aumento médio de valores que variam entre 1,5°C e 2°C, trés
dias apds a inoculacdo do virus. Embora ndo existam estudos na literatura que
estabelecam valores para uma temperatura febril especifica em camundongos
BALB/c, dados do Jackson Laboratory sugerem valores padréo da temperatura basal
de camundongos de laborat6rio de 36,9°C (Green, 1968; Mouse Genome Informatics,
2016). De um modo geral, aumentos significativos da temperatura basal caracterizam
alteracdes metabdlicas e fisiolégicas no organismo do animal, ndo detectadas em
condi¢cdes de nao infecgdo. A auséncia de aumento de temperatura em alguns
camundongos infectados por DENV pode estar associada a um quadro de DEN
assintomatico ou a um periodo de incubacao prolongado.

Os DENV séao capazes de infectar um amplo espectro de tipos celulares em
diferentes tecidos e 6rgdos. O VRNA de DENV pode ser detectado através de RT-
PCR e gRT-PCR em soro de pacientes humanos infectados (Lardo et al., 2016) assim
como em baco, figado, pulméo, coracao, cérebro, rim e linfonodo (Sariol et al., 1999;
Rosen et al., 1999; Lima et al., 2011; Bhatnagar et al., 2012, Marques et al., 2013).
Também foi detectado VRNA em sangue extraido diretamente de coracao de caso de
Obito (Rosen et al., 1999). Limonta et al. (2012) descreveu a detec¢do de DENV em
caso de o6bito humano por técnica molecular, assim como a observacdo de PSD
perante microscopia eletrbnica de transmissdo em tecido esplénico, hepatico,
cardiaco e pulmonar. O antigeno viral do DENV ja foi detectado através de
imunomarcacdo em hepatocitos, células de Kupffer, M® alveolares, CE, células
inflamatorias e fibras musculares cardiacas (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Rivera et
al., 2014).

Em camundongos BALB/c, Paes et al. (2005) demonstraram a presenca de
VRNA de DENV em tecido hepatico e soro, atraveés da técnica de RT-PCR, assim
como a presencga de antigenos virais em hepatécitos, CE hepaticas e soro, através de
ensaio imunohistoquimico. A detec¢do de VRNA de DENV em camundongos BALB/c

também foi descrita por Rasinhas et al. (2013) em tecido cardiaco e soro, por Jacome
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et al. (2015) em coracao, figado, pulmao, cérebro, baco e soro e por Caldas (2016)
em baco, cerebelo, figado, pulméo e rim.

No presente trabalho, o VRNA foi detectado com sucesso na saliva de 2
animais, de um total de 15 amostras coletadas. Até o presente momento, nao existem
na literatura relatos da deteccdo do VRNA de DENV em saliva de camundongos.
Existem relatos na literatura da deteccdo do genoma viral em saliva de pacientes
infectados por DENV através de qRT-PCR. Andries et al. (2015) demonstrou que em
um grupo de 562 casos confirmados de DEN, apenas 132 apresentaram o genoma
viral na saliva. O VRNA também foi detectado com sucesso na saliva de dois pacientes
apresentando sinais e sintomas de DEN, infectados com DENV-2 e DENV-3 (Poloni
et al., 2010). Além disso, diversos estudos relatam a deteccao de anticorpos (IgA, IgG
e IgM) especificos para DENV em saliva de pacientes infectados (Cuzzubbo et al.,
1998; Balmaseda et al., 2003; Yap et al., 2011; Anders et al., 2012; Andries et al.,
2015).

Neste estudo, o VRNA foi detectado em tecido hepético, pulmonar e cardiaco
de camundongos BALB/c, inoculados por via IV com in6culo ndo neuroadaptado de
DENV-4. Levando-se em consideracdo a via de inoculacédo utilizada, o titulo do
in6culo, e o tecido alvo alcancado pelo virus, pode-se concluir que houve
disseminagéo sistémica do virus pelo sangue (viremia). Ademais, o genoma viral
também foi detectado em amostras de saliva de camundongos, embora em menor
guantidade de animais, de acordo com o que é observado em casos humanos. Titulos
virais bastante elevados, da ordem de 10° foram identificados nos trés érgdos
estudados, sugerindo a replicacdo do virus no tecido.

AlteracBes em tecido hepatico estdo entre as mais observadas em infeccdes
por DENV, sendo especialmente associadas a casos de dengue grave (Fernando et
al., 2016). Pacientes humanos normalmente apresentam quadros de ictericia, hepatite
aguda, hepatomegalia, faléncia hepatica e niveis elevados de albumina sérica. A
elevacdo dos niveis das enzimas AST e ALT pode ser mais comumente observada
em casos de infec¢do secundaria (Kularatne et al., 2005; Gulati e Maheshwari, 2007;
Sam et al.,, 2013; Arora et al., 2015; Motimath et al., 2016). Macroscopicamente,
diversas areas de congestéo vascular, assim como varios focos hemorragicos podem
ser observados. Perante microscopia fotdnica diversas areas apresentando infiltrado
inflamatoério podem ser observadas préximo ao espaco porta, além de vacuolizagcédo

focal do citoplasma de hepatocitos, areas apresentando congestdo hemorragica,
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presenca de infiltrado inflamat6rio em capilares sinuséides, hiperplasia de células de
Kupffer e inclusdes lipidicas (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Gulati e Maheshwari,
2007; Pbvoa et al., 2014). Alteracdes ultraestruturais observadas incluem micro e
macroesteatose, areas focais de necrose com presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear, ingurgitamento mitocondrial, caracteristico do processo apoptético, e
areas de hemorragia e edema (Po6voa et al., 2014).

Camundongos BALB/c infectados experimentalmente pelas vias IP e IV com
in6culos ndo neuroadaptados de DENV-2 isolado de caso humano apresentaram,
areas de congestao das veias porta e centrolobular, esteatose difusa em hepatocitos
proximos a veia centrolobular, células de Kupffer hiperplasicas, células inflamatorias
no intersticio e espaco portal, células inflamatorias e plaguetas no interior de capilares
sinusotides, CE apresentando inclusfes eletrondensas no citoplasma, presenca de
edema e areas focais de necrose, presenca de Mo e linfocitos em capilares sinuséides
e de infiltrado linfocitico préximo ao espaco porta. Hepatécitos apresentaram inclusées
nucleares de contetdo semelhante a lipidios (Paes et al., 2005; Barth et al., 2006;
Jacome et al., 2015; Caldas, 2016).

As andlises histopatologicas e ultraestruturais de tecido hepatico de
camundongo BALB/c infectado experimentalmente pela via IV com in6culos néo
neuroadaptados de DENV-4 realizados neste estudo revelaram a presenca de
diversos vasos apresentando congestdo, areas apresentando infiltrado inflamatério
mononuclear, especialmente na proximidade do espaco porta, e areas focais de
hemorragia. Perante a andlise ultraestrutural p6de ser observada ampla presenca de
células inflamatérias mononucleadas ativadas no capilar e no intersticio, presenca de
plaguetas ativadas no capilar, areas de congestdo vascular e pontos focais de
necrose. Tais resultados correspondem a muitas das alteracdes observadas em
camundongos descritas por Paes et al. (2005), Barth et al. (2006), JAcome et al. (2015)
e Caldas (2016), a excecdo da presenca de células de Kupffer hiperplasicas, células
com sinal de vacuolizagédo, CE apresentando inclusdes eletrondensas e presenca de
edema. A presenca de esteatose ndo pode ser observada, possivelmente devido ao
mal estado de fixacdo do tecido. Quanto a pacientes humanos, as alteracbes
observadas em figado convergem as apresentadas pela analise de casos de obito,
apresentando perfis semelhantes de quadros hemorragicos, de inflamacdo e de

congestdo vascular, como anteriormente exposto. Apesar da deteccdo do VRNA em
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figado de camundongos infectados, PSD ndo foram observadas perante analise
ultraestrutural do tecido.

Manifestagbes pulmonares em casos humanos de infeccdo por DENV séo
incomuns, entretanto, alteragbes como espessamento peribrénquico, congestao
pulmonar bilateral, efusbes pleurais, hemoptise e pneumonite ja foram relatadas
(Marchiori et al., 2009; Lee et al., 2010). O raio-X toracico revelou opacidades em
ambos os lobos pulmonares, condizente com quadro de hemorragia pulmonar, que
embora raro, € bastante severo (Sharma et al., 2007). Manifestacfes mais incomuns
incluem a sindrome do desconforto respiratorio agudo e disfuncéo pulmonar (Gulati e
Maheshwari, 2007).

Andlises histopatoldgicas e ultraestruturais de tecido pulmonar de casos fatais
de DEN revelaram pneumonia intersticial, espessamento do septo alveolar, infiltrado
difuso de células mononucleadas e polimorfonucleadas, areas de congestao alveolar,
surgimento de membrana hialina, hiperplasia de pneumacitos tipo Il, recrutamento de
plaguetas, areas de hemorragia e edema, e presenca de particulas virais no endotélio
(Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Marchiori et al., 2009; Povoa et al., 2014; Rodrigues
et al., 2014).

A analise de tecido pulmonar de camundongos BALB/c infectados
experimentalmente pelas vias IP e IV com in6culos ndo neuroadaptados de DENV-2
isolado de caso humano revelou a presenca de pneumonia intersticial, espessamento
do septo alveolar, congestdo vascular, presenca de M® alveolares e eritrécitos no
espaco alveolar, infiltrado peribronquiolar, recrutamento de plaquetas, células
inflamat6rias mononucleadas e polimorfonucleadas no interior de vasos sanguineos,
emissao de filopodios por CE e areas focais de hemorragia (Barth et al., 2006; Barreto
et al., 2002; 2007; Jacome et al., 2015).

Alteracbes observadas no presente estudo, que incluem espessamento do
septo alveolar, pneumonia intersticial, areas de hemorragia, presenca de infiltrado
inflamatorio, recrutamento de plaquetas, presenca de eritrocitos no espaco alveolar e
presenca de células inflamatérias mononucleadas e polimorfonucleadas corroboram
os achados previamente descritos em camundongos BALB/c por Barreto et al. (2002,
2007), Barth et al. (2006), e Jacome et al. (2015). Os resultados observados neste
estudo apresentam caracteristicas em comum com o0s achados histopatoldgicos
descritos em casos de 0Obito humano, entretanto, ndo foi observada a formacgéo de

membrana hialina no tecido pulmonar e presenca de edema, assim como hiperplasia
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de pneumacitos tipo Il, que aparentavam aspecto normal. Também nao foi observada
a presenca de PSD em tecido pulmonar, embora o genoma viral tenha sido detectado
por técnica molecular.

Até o0 momento, a sintomatologia e a histopatologia do coracao na infeccéo por
DENV ainda séo pouco estudadas (Shivanthan et al., 2015). Aspectos anormais do
funcionamento cardiaco observados em infeccdo por DENV incluem taquicardia
sinusal, aumento da pressao jugular, altera¢des do ritmo cardiaco e edema intersticial
(Gupta e Gadpayle, 2010), além de disfuncéo sistélica ventricular bilateral, esta Gltima
observada mais comumente em casos de dengue grave (Yacoub et al., 2012). Casos
de miocardite sdo raros em infeccdes por DENV e em muitas situagoes,
assintomaticos, embora estejam entre os achados mais comuns observados em
tecido cardiaco (Promphan et al., 2004; Weerakoon et al., 2011; Bhasin et al., 2013;
Marques et al., 2013; Tahir et al., 2015; Arora e Patil, 2016; Aslam et al., 2016) e
podendo apresentar evolucdes clinicas severas, como hipotensao, arritmia, desvio da
conducéo atrio ventricular, insuficiéncia circulatéria e choque cardiogénico (Veloso et
al., 2003; Kularatne et al., 2005; Salgado et al., 2010; Sam et al., 2013; Navinan et al.,
2015; Sheetal e Jacob, 2016).

A radiografia de paciente humano com quadro confirmado de DEN revelou um
quadro progressivo de cardiomegalia (Lee et al., 2010; Pereda et al., 2015) e a anélise
histopatoldgica e ultraestrutural de tecido cardiaco de casos de ébito por DEN revelou
a presenca de alteracfes nucleares e mitocondriais, degeneracéao de fibras cardiacas,
hemorragia, edema intersticial, infiltrado inflamatério difuso e presenca de M® no
miocéardio (Miranda et al., 2013; Pévoa et al., 2014; Shivanthan et al., 2015).

Um estudo realizado por Rasinhas et al. (2013) revelou em tecido cardiaco de
camundongos BALB/c infectados pelas vias IP e IV com in6culos de DENV-1 e DENV-
2 amplas éareas de infiltrado inflamatério e células cardiacas com rarefacdo do
citoplasma. Em andlise ultraestrutural foi observada a presenca de células
inflamatorias e plaquetas em capilares e desorganizacéo de fibras cardiacas. Além
disso, Jacome et al. (2015) demonstrou que camundongos BALB/c infectados com
cepas ndo neuroadaptadas de duas linhagens distintas de DENV-2 pelas vias IP e IV
apresentaram células inflamatorias e plaguetas nos capilares, acumulo de liquido nos
capilares, CE emitindo prolongamentos e presenca de PSD em CE e cardiomiocito.

Neste estudo foi observada em tecido cardiaco de camundongos BALB/c a

presenca de intensa atividade plaquetéaria, assim como diversos pontos focais de
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hemorragia. A presenca de infiltrado inflamatorio no tecido sugere um quadro brando
de miocardite, resultado da infec¢do viral de cardiomiécitos ou da agéo de citocinas
sobre o proprio tecido cardiaco. Adicionalmente, foi observada a presencga de PSD
no tecido, em fibras cardiacas préximas a discos intercalares, embora ndo em CE.
Estes resultados corroboram os achados descritos por Rasinhas et al. (2013), Jacome
et al. (2015) e Caldas (2015), contudo, alteragbes como rarefacédo do citoplasma e
desorganizacgdo das fibras cardiacas ndo foram observadas neste estudo. Devido a
associacdo de casos de miocardite a disturbios da conducédo atrio ventricular e
arritmia, a inflamacé&o do miocardio pode estar ligada a alteracbes observadas na
morfologia da estrutura cardiaca como um todo, assim como dos discos intercalares,
juncdes de comunicagcdo essenciais na manutencdo e no controle da contracdo
cardiaca (Ehler et al., 2016; Tribulova et al., 2015).

No presente estudo, camundongos BALB/c imunocompetentes infectados
experimentalmente por via IV com in6culo ndo neuroadaptado de DENV-4 isolado de
caso humano apresentaram alteracBes histopatolégicas e ultraestruturais
semelhantes as descritas em caso humano, além da presenca de VRNA doDENV em
tecido hepatico, pulmonar e cardiaco. Tais achados demonstram a susceptibilidade
da linhagem ao DENV-4 e corroboram a utilizacdo de camundongos BALB/c como
modelo experimental para a infec¢cdo por DENV, devido ndo s6 a sua capacidade de
apresentar alteracdes teciduais analogas as observadas em casos humanos, como
na sua capacidade de produzir viremia. Naturalmente, estudos adicionais englobando
outros 6rgdos notdérios por seu envolvimento durante a infeccdo por DENV serdo
realizados, visando expandir o conhecimento da patogénese viral e das patologias
causas nestes tecidos pelo virus, assim como a consolidacdo da linhagem BALB/c

como modelo experimental para infeccdo experimental por DENV.
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6 Conclusodes

1. De acordo com as alteracdes observadas através de microscopia em tecido
hepético, pulmonar e cardiaco e da detec¢do do virus através de qRT-PCR nos
mesmos tecidos e em saliva, pode-se concluir que camundongos BALB/c

revelaram-se susceptiveis a infeccao experimental por DENV-4.

2. Camundongos BALB/c apresentaram titulos elevados do genoma viral em

figado, pulmé&o, coracéo e saliva, sugerindo a replicacao viral nestes tecidos.

3. A observacdo de PSD em coracéo e a deteccdo do genoma viral em tecido

hepético, pulmonar, cardiaco e em saliva sugere a ocorréncia de viremia.

4. Alteracbes morfolégicas observadas em tecido de camundongo BALB/c
infectado por DENV-4 mostraram-se semelhantes as descritas em casos

humanos e em estudos prévios realizados em modelo murino similar.
5. Alteracbes morfologicas dos discos intercalares podem estar associadas a

casos de arritmia cardiaca e disturbios da conducéo atrio-ventricular descritos
em casos humanos de DEN.
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7 Perspectivas

1. Realizar isolamento viral a partir do sobrenadante de macerados de tecidos
de camundongos infectados com DENV-4.

2. Analisar o tropismo viral e a intensidade dos efeitos citopatologicos
causados pela infeccdo experimental de DENV-4 em diferentes 6rgaos
(baco, cérebro, rim) de camundongos BALBI/c.

3. Realizar ensaios de imunomarcacao, objetivando identificar a presenca do

antigeno viral em figado, pulmdo e coracdo de camundongos infectados

experimentalmente com virus dengue-4.
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