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RESUMO (DISSERTAGAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL)
NATALIA GEDEAO SALOMAO

O virus da dengue ndo € mais considerado um virus ndo-neurotropico, ja que
nas Ultimas epidemias, manifestacdes neuroldgicas estdo se tornando cada vez
mais comuns, como encefalopatias, encefalites, sindromes imuno-mediadas
(mielite transversa aguda, encefalomielite aguda disseminada e sindrome de
Guillain-Barré), disfungcdo muscular e desordens neurofltdlmicas. Para avancar
neste campo, alguns modelos animais estdo sendo desenvolvidos, mesmo com
a falta de um modelo animal imunocompetente para dengue que mimetize a
doenca como nos humanos. O objetivo deste trabalho foi comparar os achados
do modelo murino com casos fatais de dengue, no que se refere a
histopatologia, deteccdo de antigenos virais e citocinas envolvidas.
Camundongos BALB/c foram infectados com DENV-2 ndo-neuroadaptado pela
via intravenosa. Coloracdo histolégica, microscopia eletrbnica e
imunohistoquimica foram realizadas no modelo murino para caracterizar 0s
aspectos histopatolégicos e ultraestruturais e deteccdo de antigenos virais e
citocinas. Os animais infectados ndo exibiram sinais clinicos, mas a andlise
histopatolégica do cérebro e cerebelo revelou principalmente &areas com
infiltrados inflamatorios, gliose, hemorragia e edema. Células gliais (microglia e
astrécitos) estavam alteradas em sua morfologia e quantidade, sugerindo
ativacdo em decorréncia da infeccdo. A replicacdo viral ocorreu em células
endoteliais, microglia e neurdnios dos animais infectados. A avaliacido
ultraestrutural mostrou neurbnios, microglia e astrocitos com alteracées
indicativas de apoptose. Além disso, células CD8+ e citocinas, como TNF-q,
IFN-y e RANTES, que podem estar envolvidas na neuropatogénese da dengue,
também foram detectadas. Em experimentos "in vitro”, culturas de células
neurais mistas foram infectadas com DENV-2, e a evidéncia da replicagdo do
virus foi mostrada pela deteccdo da proteina NS3, uma proteina ndo-estrutural,
gue esteve presente em microglia. Além do modelo animal, os casos fatais de
DENV-2 e DENV-3 foram investigados. A analise histopatoldégica mostrou dano
tecidual e células neuronais alteradas, diferente do controle. O recrutamento de
microglia, células CD8", antigenos virais e citocinas (TNF-a, IFN-y e RANTES)
também foram detectados. Ainda neste contexto, a barreira hematoencefalica
foi caracterizada no modelo murino e em casos fatais, onde as células
endoteliais foram detectadas em areas com disfuncdo vascular. De uma
maneira geral, estes achados irdo contribuir para o melhor entendimento sobre
0s principais tecidos e células do sistema nervoso central, envolvidos na
patogénese da dengue em correlacdo com os estudos de amostras de tecidos
de casos fatais, contribuindo significativamente para o conhecimento da
doencga, novas vacinas e metodos terapéuticos contra a doenca.
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ABSTRACT (MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL)
NATALIA GEDEAO SALOMAO

Dengue virus is not considered a non-neurotropic virus anymore, as in the last
epidemics neurological manifestations are becoming more common, such as
encephalopathy, encephalitis, immune-mediated syndromes (acute transverse
myelitis, disseminated acute encephalomyelitis and Guillain-Barré syndrome),
muscle dysfunction and neuro-ophthalmic disorders. To advance in this field,
some animal models are being developed, even with the lack of an
immunocompetent animal model for dengue mimicking the disease in humans.
The objective of this work was to compare the findings of mouse model with
fatal cases of dengue, with regard to histopathology, viral antigens and
cytokines involved detections. BALB/c mice were infected with non-
neuroadapted DENV-2 by intravenous route. Histological staining, electron
microscopy and immunohistochemistry assay were performed in murine model
to characterize histopathology and ultrastructural aspects, virus antigens and
cytokines detection. The infected animals did not exhibit clinical signs, but the
histopathological analysis of the brain and cerebellum revealed mainly
inflammatory infiltrate, gliosis, hemorrhage and edema areas. Glial cells
(microglia and astrocytes) were altered in morphology and quantity, suggesting
their activation due to infection. The virus replication occurred in endothelial
cells, microglia and neurons of the infected animals. Ultrastructural evaluation
showed neurons, microglia and astrocytes with changes leading to apoptosis. In
addition, CD8" cells and cytokines, such as TNF-a, IFN-y and RANTES, which
may be involved in neuropathogenesis of dengue, were also detected. In ‘in
vitro” experiments, mixed cell neural cultures were infected with DENV-2, and
the evidence of virus replication was shown by NS3 protein detection, a non-
structural protein, that were present in microglia. Besides the animal model,
fatal cases of infection of DENV-2 and DENV-3 were investigated.The
histopathological analysis showed tissue damage; and neuronal cells altered,
different from the control. The recruitment of microglia, CD8" cells, viral
antigens and cytokines (TNF-a, IFN-y and RANTES) were also detected. Still in
this context, the blood-brain barrier was characterized in the murine model and
in the fatal cases, where endothelial cells were detected in vascular dysfunction
areas. In general, these findings will help in a better understanding about the
main tissues and cells of the central nervous system involved in the
pathogenesis of dengue in correlations with studies of tissue samples from fatal
cases, thus contributing significantly to the knowledge of the disease, and to
new vaccine or therapeutic approaches against the disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dengue e epidemiologia
1.1.1 No Mundo

A dengue é uma arbovirose que representa um grande problema de saude
publica; sendo transmitida pela picada de fémeas infectadas do mosquito de
género Aedes aegypti e Aedes albopictus (Gubler; 2002; Guzman et al., 2010).
Esta doenca é endémica das regifes tropicais da Asia, América Latina e
Pacifico, e circula por toda a Africa. Além de recentemente ter causado surtos
locais nos EUA e partes da Europa (Bhatt et al.,, 2013; Radke et al., 2012;
Schaffner et al., 2014; Islam et al., 2015).

Estimativas mostraram que em 2010, 3,6 milhGes de pessoas viviam em
areas com risco de transmissdo de dengue, e que 390 milhdes de pessoas se
infectavam anualmente pelo virus em mais de 100 paises (Grange et al., 2014);
com 96 milhdes destas manifestando os sintomas da doenca (Bhatt et al.,
2013; WHO, 2014). A globalizacdo, a propagacdo do mosquito do género
Aedes, a urbanizacdo inadequada e a falta de uma vacina e tratamento
terapéutico eficazes sao alguns dos fatores que contribuem para o cenario
epidemiologico atual (Simmons et al., 2012). Atualmente, os quatro sorotipos
do virus da dengue (DENV) e os mosquitos vetores estdo presentes nos
tropicos e subtropicos do mundo todo (Fig. 1.1) (Messina et al., 2014; Kraemer
et al., 2015).



Risco de dengue

[l Frequente ou continuo

Figura 1.1: Regibes do mundo com evidéncia de risco de infec¢do pelo virus da dengue.
(Figura adaptada de Sharp et al., 2017).

1.1.2 No Brasil

Os primeiros registros de dengue no Brasil ocorreram no século XIX, na
cidade do Rio de Janeiro (1846), no Estado de Séao Paulo (1851), em Valenga
(1886) e em Niterdi no inicio do século XX (1922) (Schatzmayr & Cabral, 2009).
O vetor Aedes aegypti foi controlado até os anos 70. Em 1976 o vetor foi
reintroduzido e provocou epidemias em Boa Vista, Roraima em 1981 (DENV-1)
e em 1982 (DENV-4) (Osanai et al., 1983; Nogueira et al., 2007; Claro et al.,
2004). A dengue passou a ser um problema de saude publica no pais, quando
foi identificada no soro de pacientes em epidemia ocorrida no estado do Rio de
Janeiro em 1986 (DENV-1) e em 2002 (DENV-3) (Schatzmayr et al., 1986;
Nogueira et al., 1990; 2007; San Martin et al., 2010). A introdu¢do do DENV-2
se deu pelo estado do Rio de Janeiro em 1990 (Nogueira et al., 1990) e
retornou em 2007/2008 acarretando na maior epidemia em termos de
morbidade e mortalidade, principalmente em criancas e adolescentes (Teixeira
et al., 2008; San Martin et al, 2010). Ja o DENV-3 foi introduzido em 2000,
causando uma das mais graves epidemias ja reportadas no pais, em 2002
(Nogueira et al., 2001; Nogueira et al., 2005). O DENV-4 foi o ultimo sorotipo a
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ser reintroduzido no pais em 2010 no Estado de Roraima e no Amazonas, e em
Niter6i (RJ) no ano de 2011, gerando muitos casos graves e 0bitos (Nogueira &
Eppinghaus, 2011).

No Brasil, a transmissdo da dengue vem ocorrendo de forma continuada
desde 1986. Ha4 sempre ocorréncia de epidemias, que geralmente se associam
a introducdo de novos sorotipos em &reas que ndo eram afetadas
anteriormente, ou alteragdo do sorotipo predominante. Atualmente, os quatro
sorotipos da doenca estdo circulantes no Brasil. No ano de 2016, ano pais
foram identificados 1.500.535 casos de dengue com predominio da regido
Sudeste, com 858.273 casos (SVS, 2017a). Neste mesmo ano, foram 176
Obitos por dengue com sinais de alarme e 466 por dengue grave (SVS, 2017b).
Apesar de estas informacfes constarem na pagina da Secretaria de Vigilancia

Sanitaria, € importante lembrar sobre a ocorréncia de subnotificacdo de casos.

1.2 O virus

O agente etiolégico da dengue é o virus da dengue (DENV), pertencente
a familia Flaviviridae e género Flavivirus (Henchal & Putnak, 1990). O virus
possui quatro sorotipos antigenicamente distintos, porém geneticamente
relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (Murrel et al., 2011).

O virus possui um envelope lipidico, onde estdo ancoradas as proteinas
E e de membrana (prM/M) (Perera & Kuhn; 2008; revisado por Rodenhuis-
Zybert et al., 2010). No seu interior estd o nucleocapsideo, compreendendo

uma molécula de RNA de fita simples e a proteina do capsideo (Fig. 1.2).

Proteinas E e M

Genoma viral

Nucleocapsideo

Envelope viral

Figura 1.2: Estrutura da particula do virus da dengue. Particula viral composta por proteinas

E e M, genoma viral, nucleocapsideo e envelope viral. (Gogineni et al., 2016)



O seu genoma consiste em um RNA de fita simples com polaridade
positiva de aproximadamente 11 kb, contendo uma origem de replicagéo - ORF
(do inglés “open-reading frame”). O RNA viral codifica uma poliproteina
precursora, que € processada por proteases celulares e virais em trés
proteinas estruturais: capsideo (proteina C), pré-membrana (proteina prM) e
envelope (proteina E) que formam a particula viral; e sete proteinas néo
estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), atuantes na
replicacéo viral (Kato et al., 2016) (Fig. 1.3).

Genoma do virus da dengue
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Figura 1.3: Genoma do virus da dengue. Representa¢do esquematica da estrutura genémica
do virus da dengue. Na parte superior: genoma viral, indicando as regides ndo codificantes
UTR e as extremidades 5’ e 3’, e regido codificante ORF. Na parte inferior: poliproteina gerada
apo6s a traducao do RNA viral, e entdo, processada por proteases celulares e virais em trés
proteinas estruturais (C, prM, E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5). (Figura adaptada de Martinez et al., 2017)

1.3 Ainfeccéo

7

O virus da dengue é transmitido aos humanos através do repasto
sanguineo da fémea infectada. A proteina E € responsavel pela ligagdo e
entrada do virus na célula hospedeira, através de alguns receptores. O
receptor DC-SIGN facilita a infeccédo de células dendriticas (Pokidysheva et al.,
2006; Navarro-Sanchez et al., 2003; Green et al., 2014) e seu homdlogo, L-
SIGN, é expresso em células endoteliais do figado (Dejnirattisai et al., 2011).
Ha também os receptores de manose (MR) que sao expressos em macréfagos
humanos (Miller et al., 2008); heparan sulfato (HS), bastante abundante em

proteoglicanos da membrana celular; proteinas de choque térmico (HSP70 e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pokidysheva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469696

HSP90), na superficie da membrana celular de mamiferos (Reyes-Del Valle et
al., 2005; Chaves-Salinas et al., 2008); e receptores transmembrana TIM e
TAM, envolvidos na remocdo dependente de fosfatidilserina de células que
estdo caminhando para apoptose (Meertens et al., 2012, Green et al, 2014; De
La Guardia et al., 2014).

O ciclo se inicia quando o DENYV infecta como mondcitos, macrofagos e
células dendriticas, e sofre endocitose mediada por receptor de clatrina (Acosta
et al., 2008; van der Schaar et al.,, 2008). Uma vez dentro da célula, o
endossomo se acidifica e o virion passa por alteracdes conformacionais que
resultam em trimerizacdo irreversivel da proteina E. Ocorre entdo a fusdo da
membrana do envelope viral com a membrana do endossomo para o
nucleocapsideo ser liberado no citoplasma (Rodenhuis-Zybert et al., 2010;
Green et al., 2014). Este nucleocapsideo libera o RNA viral no citoplasma que
€ direcionado para o reticulo endoplasmatico, onde é traduzido em uma
poliproteina. Esta, sofre clivagens por proteases virais e da célula hospedeira
originando as proteinas estruturais e ndo estruturais que terdo papel na
composi¢do da particula e da replicacao viral, respectivamente. Ocorre entao a
formacdo do complexo replicativo, e a sintese do RNA se inicia com a
transcricdo do RNA viral anti-senso seguido pela amplificacdo do RNA viral,
gue é empacotado no capsideo e montado dentro de um virion envelopado na
superficie do reticulo endoplasmético, coberto por proteinas de envelope e de
membrana, formando virions imaturos. Estes virions imaturos s&o
encaminhados para o complexo de Golgi para que as proteases da célula
clivem as proteinas de membrana, gerando virions maduros e parcialmente
maduros que sdo secretados pela célula hospedeira (Green et al., 2014;
Screaton et al., 2015; Okamoto et al., 2017) (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: Ciclo replicativo do virus da dengue. O virus da dengue se liga aos
glicosaminoglicanos (GAG), e entdo a receptores especificos, entrando na célula por
endocitose. O genoma do virus é traduzido em uma poliproteina que dara origem as proteinas
estruturais e ndo estruturais. Estas Ultimas formam o complexo replicativo que é responsavel
pela replicagdo do RNA viral no reticulo endoplasmatico. Moléculas de proteina do capsideo
incorporam a este RNA viral e os virus imaturos saem do reticulo endoplasmatico, ja com a
pré-membrana e envelope em direcdo ao complexo de Golgi para serem processados.
Particulas maduras séo eliminadas por exocitose. (Figura adaptadade Okamoto et al., 2017)

1.4 Proteinas virais

1.4.1 Proteinas estruturais

As proteinas estruturais sdo componentes essenciais para a formacéo
do virion. Além disso, também possuem papel importante em etapas como:
entrada do virus na célula, fusdo com a célula hospedeira e montagem dos

virions (Silveira et al., 2016).

A proteina C (11 kDa) faz parte do nucleocapsideo que contém o RNA
gendmico. Sua regido interna é composta de residuos hidrofobicos que
interagem com membranas celulares dando a esta proteina papel na
montagem dos virions (Lindenbach & Rice, 2001; Rodenhuis-Zybert et al.,
2010).



A proteina M (8 kDa) possui uma forma precursora, prM (21 kDa), antes
de sofrer clivagem. Ela parece atuar como uma chaperonina para correta
montagem da proteina E (Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Cruz-Oliveira et al.,
2015).

A proteina E (53 kDa) esta presente no envelope viral e possui trés
dominios na sua porcdo C-terminal. Esta proteina € capaz de atuar como
proteina ligante interagindo com receptores presentes na superficie de células-
alvo e mediando a endocitose da particula viral. Ela também €& responsavel
pela fusdo do envelope do virus a membrana do endossomo e participa da
dissociacdo do nucleocapsideo no citoplasma (Chang, 1997; Stiasny & Heinz,
2006). Além disso, a proteina E contém os principais epitopos que sao
reconhecidos por anticorpos neutralizantes, sendo assim um forte imunoégeno
(Lindenbach & Rice, 2001; Stiasny & Heinz, 2006).

1.4.2 Proteinas ndo estruturais

As proteinas ndo estruturais ndo possuem um papel completamente
elucidado, porém estas proteinas tém sua importancia na replicacao do virus e
varias destas desempenham papéis importantes na evasao da resposta imune
inata (Silveira et al., 2016; Chen et al., 2017).

A proteina NS1 (48 kDa) € uma glicoproteina multifuncional que se
encontra no citoplasma ou associada a membrana externa de células
infectadas. Dentro do reticulo endoplasmatico, ela se dimeriza e é direcionada
para trés destinos: sitio de replicacdo viral, membrana plasmatica e secretada
para o compartimento extracelular sob forma de hexameros (Scaturro et al.,
2015; Back & Lundkvist, 2013). Os imunocomplexos formados pela NS1
secretada sdo capazes de ativar o sistema complemento que contribui para a

patogénese da doenca (Avirutnan et al., 2006).

A proteina NS2A (22 kDa) tem caracteristica hidrofobica e faz parte do
complexo replicativo do RNA viral (Xie et al., 2013). Uma mutagdo na sua
estrutura pode bloquear a replicacéo (Liu et al., 2004). A proteina NS2B (8 kDa)
possui um dominio hidrofilico que é essencial para a atividade de protease



(Falgout et al., 1993). Ela atua como cofator do complexo NS2B-NS3 que é

responsavel por clivagens na poliproteina viral (Natarajan, 2010).

A proteina NS3 (70 kDa) possui diversas fungdes, como serino-protease,
helicase, nucleosideo-trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase (RTPase)
(Assenberg et al., 2009). Como a NS3 foi detectada como antigeno viral nas
nossas amostras de tecidos, ela serd descrita com mais detalhes no topico
1.4.2.1

A proteina NS4A (16 kDa) é uma proteina com caracteristica hidrofobica
e contém quatro segmentos transmembranares. Ela participa da resposta a
proteinas malformadas, protegendo a célula de morte por estresse do reticulo
endoplasmatico durante a replicacdo viral (McLean et al.,, 2011; Guzman &
Harris, 2015).

Ja a proteina NS4B é uma proteina integral de membrana do reticulo
endoplasmatico, conhecida por fazer parte da inibicdo da resposta de
interferons do tipo 1 em células infectadas. Ela também pode se associar a
proteina NS3, modulando a replicacao viral (Lindenbach & Rice, 2001).

A proteina NS5 (103 kDa) é a maior e a mais conservada do género
Flavivirus (Lindenbach & Rice, 2001). Na sua porcdo C-terminal tem a funcao
de helicase, e na porcdo N-terminal, de metiltransferase (Natarajan, 2010). A
atividade de RNA polimerase dependente de RNA é responsavel pela sintese

das fitas negativas e positivas do RNA viral (Potisopon et al., 2014).

1.4.2.1 Proteina NS3

A proteina NS3 (70 kDa) € uma proteina ndo estrutural multifuncional.
Ela possui um dominio N-terminal com funcdo de serino protease, a partir da
formacdo do complexo NS2B-NS3, sendo responsavel pela clivagem da
poliproteina viral, contribuindo para a replicacdo do virus (Bazan & Fletterick,
1989; Geiss et al.,, 2009). O dominio C-terminal possui trés atividades
enzimaticas: RNA trifosfatase (RTPase), RNA helicase e nucleosideo
trifosfatase (NTPase), que possuem papel na replicacdo do RNA viral (Tom
Linson et al., 2009). A helicase é responsavel pela dissociacéo da dupla fita de

RNA, enquanto que a NTPase fornece energia para realizacdo do processo de



replicacdo; e RTPase, que remove o grupamento fosfato da regido 5 UTR
(Natarajan, 2010). Além disso, a proteina NS3 também esta envolvida na
montagem do virus, através de mecanismos que sao independentes das
atividades enzimaticas ja descritas (Khromykh et al., 2001; Patkar & Kuhn,
2008). Ela também possui papel na regulacdo viral do metabolismo lipidico
celular, recrutando uma proteina responsavel pela sintese de 4cido graxos, que
acaba por favorecer o aumento da replicacéo viral na célula infectada (Green et
al., 2014).

1.5 A doencga (manifestagdes clinicas)

O virus é inoculado no hospedeiro durante a picada do mosquito infectado e
aparentemente inicia sua replicacdo nas células de Langerhans (dendriticas
subdermais) que se ativam e migram para os linfonodos, levando a infeccao da
linhagem mondcito-macrofago (Back & Lundkvist, 2013). Acredita-se que a
partir da viremia, mondcitos circulantes se tornam infectados e disseminam o
virus para os 6rgaos. Alguns relatos demonstraram a presenca de DENV em
hepatocitos, pneumdcitos, células endoteliais, musculares cardiacas e
neuronais, tanto em casos fatais da doenca quanto em modelos experimentais
(Miagostovich et al., 1997; Jessie et al., 2004; Clyde et al., 2006; Balsitis et al.,
2009; Paes et al., 2009; Back & Lundkvist, 2013; P6voa et al., 2014).

O periodo de incubacédo da dengue dura em média de 4 a 7 dias. Em
pacientes sintoméaticos, 0s quatro sorotipos sdo capazes de causar doenca
febril aguda com manifestacdes clinicas de amplo espectro, com sintomas
comuns a outras doencas virais, o que pode dificultar o diagnoéstico (Ling et al.,
2007; Ross, 2010). Pela classificacdo antiga dividiam-se em: febre do dengue
(FD), febre hemorragica do dengue (FHD) e sindrome do choque do dengue
(SCD) (WHO, 1997; Edelman & Hombach, 2008). Esta classificacdo foi

baseada principalmente na experiéncia clinica de paises asiaticos.

A FD é caracterizada pelo aparecimento de febre acompanhada por
sinais nao-especificos, como: dor de cabeca, dor retro-orbital, fotofobia,
bradicardia, mialgia, artralgia, fraqueza, leucopenia, nauseas, vémitos, erupcao

cutdnea e manifestacbes hemorragicas (Srikiatkhachorn, 2009). Os pacientes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#Khromykhetal2001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#PatkarandKuhn2008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#PatkarandKuhn2008

que desenvolvem a FHD apresentam febre, ocasionalmente bifasica,
fragilidade capilar, geralmente mostrada pelo teste positivo do torniquete,
petéquias, equimoses, hematoma, sangramento da mucosa e do trato
gastrointestinal. Além disso, no hemograma observa-se trombocitopenia e
hemoconcentracdo, que indica o extravasamento de plasma devido ao
aumento da permeabilidade vascular (Gubler, 1998; Narvaez et al., 2011). Se o
extravasamento de plasma ndo se resolver de forma rapida e espontanea,
pode levar a hipotensdo que caracteriza a SCD e, a partir disso, levar o
paciente a desenvolver insuficiéncia hepatica e encefalopatia (Srikiatkhachorn,
2009). E bastante frequente o paciente relatar dor abdominal um pouco antes
de entrar em choque (Gubler, 1998). H&4 varios fatores que podem contribuir
para o individuo evoluir para formas mais graves (FHD/DG), como idade,
estado imunolégico e nutricional, presenca de doencas crbénicas a constituicao
genética do hospedeiro; assim como a cepa e o sorotipo viral (Rothman, 2004;
Whitehorn & Simmons, 2011; Simmons et al., 2012).

Contudo, estudos adicionais revelaram a necessidade de parametros de
gravidade alternativos mais especificos a realidades regionais (Harris et al.,
2015). Assim, para melhor identificagdo dos casos graves, a OMS, em 2009,
organizou estudos que definissem parametros de gravidade (WHO, 2009), com
base nos resultados do estudo multicéntrico DENCO (“‘Dengue control”)
realizado em pacientes de todas as faixas etarias do Sudeste Asiatico e da
América Latina, dando origem a uma nova classificacdo: dengue sem sinais de
alerta (DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG) (Fig.
1.5).
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Figura 1.5: Classificacéo clinica da Dengue. (Figura adaptada do Manual de Dengue WHO,
2009).

1.6 Patogénese e resposta imune em infec¢cdes por dengue

Ainda que a patogénese da dengue néo esteja muito bem esclarecida, a
maioria dos autores aponta mais para uma doenca mediada pela resposta
imune do hospedeiro do que propriamente pelo virus (Guzman et al., 2015;
Rothman et al., 2011). Sabe-se que as células dendriticas (mondcitos e
macréfagos) sdo as principais células-alvo de replicacdo do virus da dengue.
Nos ultimos anos, muitos estudos demonstraram o fato de a infeccdo destes
tipos celulares levar a uma ativacdo de eventos imunes, como a producao
exacerbada de citocinas pré e anti-inflamatérias, o que poderia explicar, em
parte, a ocorréncia de casos de dengue grave (Pang et al., 2007). O fenbmeno
conhecido como tempestade de citocinas (do inglés, “cytokine storm”) ocorre
guando ha altos niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias circulantes que
promovem ativacao endotelial e aumento da permeabilidade vascular, podendo
provocar extravasamento de plasma e fluidos, levando o individuo a
hemoconcentracdo e outras desordens homeostaticas, que resultam em
alteracOes vasculares, trombocitopenia, coagulopatia, hemorragia e choque
(Green & Rothman, 2006; & Guabiraba & Ryffel, 2014).
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Geralmente, citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IFN-y e IL-6 s&o
encontradas elevadas na fase aguda. Na fase de recuperacdo, normalmente
encontram-se elevadas as citocinas anti-inflamatérias, como por exemplo, IL-
10, e quimiocinas como MIF e MCP-1, atuando na integridade do endotélio
(Ferreira et al., 2015). Todas estas citocinas j& foram reportadas por estarem
relacionadas aos casos de dengue grave. Além destas, a molécula de adeséo
VCAM-1 também parece ser um grande indicativo de severidade da doenca, ja
que costuma ser encontrada mais rapidamente e mais elevada de forma

persistente nos casos de dengue grave (Hober et al., 1993; Liao et al., 2015).

A RANTES (CCL5) é wuma quimiocina, possuindo atividade
quimiotatica para eosindfilos, basofilos, mondcitos, células NK e linfocitos. Ela
se armazena nos granulos das plaquetas e € secretada apds a ativacéo
plaquetéaria (Gear & Camerini, 2003; Rathakrishnan et al., 2012). Contudo, nos
casos de dengue é comum a ocorréncia da queda de plaquetas, logo, quando
isto acontece, os niveis de RANTES circulantes também diminuem (de Olveira
Pinto et al., 2012). Como consequéncia, esta queda pode resultar no
prolongamento da inflamacdo e aumento da permeabilidade (Singla et al.,
2016, Kuan-Meng et al., 2017). O mesmo também ocorre quando células locais
dos tecidos tém aumento da expressdo de RANTES, como ja foi visto em
orgdos como figado, pulméo e rins (de Oliveira Pinto et al., 2012; P6voa et al.,
2016).

Das citocinas mencionadas acima, as utilizadas neste trabalho foram
TNF-a e IFN-y. O TNF-a €& uma citocina produzida principalmente por
macrofagos ativados. H& relatos na literatura que associam seus niveis as
manifestacbes hemorragicas e a gravidade da doenca, ja que é encontrado
aumentado em pacientes com dengue grave (Hober et al., 1993; Kubelka et
al., 1995; Azeredo et al., 2001; Chakravati & Kumaria, 2006). Porém, outros
grupos mostraram ndo haver uma correlagdo direta entre niveis elevados de
TNF-a e a gravidade da doenga, e sim uma associagao com a trombocitopenia
(Bethell et al., 1998; Bozza et al., 2008).

Ja o IFN-y é uma das primeiras linhas de defesa antiviral, e também
ndo h&4 um consenso quanto a sua participacdo no agravamento da doenga. Ha

trabalhos que o associam a gravidade, sendo encontrado em niveis mais
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elevados em pacientes graves (Kurane et al.,, 1994; Bozza et al., 2008;
Priyadarshini et al., 2010), refletindo possivelmente uma ativacao de células T
CD8" com a produco de citocinas inflamatdrias.

No caso de uma infeccdo secundaria com um sorotipo heterélogo, a
resposta imune adaptativa pode atuar favorecendo a infeccdo por uma teoria
conhecida como facilitacdo dependente de anticorpo (ADE, do inglés “antibody
dependent enhancement”). Esta teoria explica que anticorpos heterdlogos pré-
existentes gerados em resposta a uma infeccdo primaria podem néo ser
suficientes para neutralizarem uma infeccdo secundaria por um sorotipo
diferente. Na verdade, eles formam imunocomplexos, que facilitam a entrada
da particula viral nas células, ao se ligarem a receptores FcyR, expressos em
monaocitos e macréfagos, que sdo os maiores alvos de replicacdo do DENV
(Halstead et al., 2003; Green et al., 2014). A resposta imune ocorre de forma
inespecifica e exacerbada, produzida por linfocitos T de memdéria gerados
durante a infeccdo primaria, levando ao aparecimento de manifestacdes mais

graves da doenca.

As variacdes do genotipo e da cepa também podem contribuir para uma
progressdo mais grave ou mais branda da doenca durante a infeccdo primaria,

apresentando diferentes graus de viruléncia (Seneviratne et al., 2006).

Em casos de dengue ocorridos em humanos e em modelos
experimentais, ja se observou o tropismo do virus para alguns érgaos. Dentre
eles estdo baco, figado, linfonodos, rim, coracéo, pulméo, timo, medula 6ssea e
cérebro (Burke, 1968; Rosen et al., 1999; Jessie et al., 2004; Paes et al, 2005,
2009; Ling et al., 2007; Martina et al., 2009; Salgado et al., 2010; P6voa et al.,
2014). Nos o6rgaos acometidos, sdo encontrados danos histopatolégicos que
podem ser atribuidos a uma resposta imune desregulada do hospedeiro, em
funcdo da ativagdo de linfocitos T com efeito citotoxico e/ou a exacerbada
producdo de citocinas pro-inflamatorias que causariam danos ao tecido
(Guabiraba & Ryffel, 2014; Pagliari et al., 2014; P6voa et al., 2016).
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1.6.1 Neuropatogénese e resposta imune do SNC em infeccéo

por dengue

A primeira associacdo descrita entre dengue e manifestacdes
neurolégicas foi em 1976 (WHO, 2009). Durante muito tempo, o virus da
dengue foi considerado nao-neurotrépico, porém nas ultimas epidemias, tém
acontecido muitos relatos de envolvimentos neurolégicos. Em 2009, para o
melhor diagnostico da dengue, a OMS criou uma nova classificacdo para a
doenca. A dengue foi classificada em dengue sem sinais de alerta, dengue com
sinais de alerta e dengue grave. Dentro desta Ultima classe, o grave
envolvimento de érgéos foi incorporado, incluindo o sistema nervoso central
(Castellanos et al., 2014; Osnaya-Romero et al., 2017). Pacientes com o
sistema nervoso central comprometido apresentavam complicacoes
neurolégicas como encefalopatia, encefalite, sindromes imunomediadas
(mielite aguda transversa, encefalomielite aguda disseminada e sindrome de
Guillain-Barré), disfuncdo muscular e desordens neuro-oftdlmicas (Domingues
et al., 2008; Soares et al., 2010). Os principais sorotipos causadores dessas
manifestacbes sdo o 3 e 4, porém os sorotipos 1 e 2 ja foram identificados em
amostras biolégicas de pacientes diagnosticados com encefalite e mielite
(Ramos et al., 1998).

Os mecanismos que podem estar envolvidos nos danos causados ao
SNC sao: desequilibrio metabdlico, distlrbios hemorragicos (trombocitopenia),
reacdo autoimune pos-infeccdo e infeccdo do SNC pelo virus da dengue
(Carod-Artal et al., 2013; Puccioni-Sohler et al., 2012, 2013, 2015). Em relacéo
a invasao do virus, ha estudos em camundongos que sugerem que isto ocorra
devido a uma disfuncdo da barreira hematoencefalica (BHE), que & uma
barreira de difuséo essencial para a fungdo normal do sistema nervoso central,
e composta por células endoteliais dos capilares sanguineos cerebrais. A
explicacédo € que durante a infeccdo ha uma super expressao de citocinas que
causam danos em componentes celulares, como as juncdes intercelulares
(“tight junction”), levando a alteragbes de permeabilidade do endotélio
(Chaturvedi et al., 1991; Neal et al., 2014; Velandia-Romero et al., 2012). Na
dengue, a disfuncdo da BHE estd associada aos altos niveis de

metaloproteinases no plasma que digerem a lamina basal de unidades

14



neurovasculares, enfraquecendo as interacdes entre as células endoteliais e
outros elementos que compdem o0s vasos. Uma vez dentro do cérebro,
particulas virais podem infectar leucOcitos e mondcitos que expressam
proteinas quimiotaticas de mondcitos (no caso de infec¢do por DENV-2) (Lee et
al., 2006; Chaturvedi et al., 1991). H4 também a hipGtese de que o0 virus
acesse 0 SNC atravessando as células endoteliais por transcitose, o que ja foi
demonstrado no caso de infeccéo pelo virus do Oeste do Nilo (do inglés, West
Nile virus) (Liou et al., 1998). O mesmo mecanismo parece ocorrer quando o

virus chega ao liquido cefalorraquidiano (LCR).

Além disso, ja foram observadas alterac6es histopatolégicas, como
edema, congestdo vascular, focos hemorragicos e infiltrados linfocitarios
perivasculares, de acordo com a hipotese de neuroinvasdo direta do virus
(Carod-Artal et al., 2013). Foram verificadas também detec¢des de antigenos
virais no tecido cerebral e de anticorpos especificos IgM no liquido
cefalorraquidiano (Chimelli et al., 1990; Bhoopat et al, 1996; Miagostovit et al.,
1997; Janssen et al., 1998; Nogueira et al., 2005; Balsitis et al., 2009; Araujo et
al., 2012; Salazar et al., 2013; Hapuarachchi et al., 2015). Nos modelos
experimentais também foram relatadas alteracdes histopatoldgicas e deteccdo
dos antigenos virais (Amaral et al., 2011; Velandia-Romero et al., 2012)

Como grande parte de nossos estudos se baseiam em andlises
histopatolégicas no SNC (cérebro/cerebelo), abordaremos no item 1.7 um

pouco sobre a histologia destes 6rgaos.

Sabe-se que as citocinas, em condigfes fisiologicas, possuem papel
na ativacéo e regulacdo da resposta imune antiviral. Além disso, elas também
atuam na proliferacéo, sobrevivéncia de neurdnios e células da glia e protegcéo
do SNC contra infeccbes virais. Porém, a producédo exacerbada de citocinas
pode contribuir para o desenvolvimento de neuropatologias (Sanchez-Burgos et
al., 2004).

As células da microglia, que sao conhecidas como macréfagos
residentes do cérebro, podem passar por processo de ativagdo, atuando como
amplificadores para neuroinflamacdo. A neuroinflamacdo € a ativacdo de

células gliais que ocorre quando ndao ha quebra da barreira hematoencefalica e
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infiltracdo de células sanguineas. Porém, os mecanismos pelos quais isto
ocorre nao estdo muito bem elucidados (Das Sarma et al., 2014).

Bordignon e colaboradores desenvolveram um estudo em
camundongos para analisar os efeitos da infeccdo pelo virus da dengue no
perfil de transcricdo do SNC. Pelos resultados, eles sugerem que as principais
vias moduladas pela infeccdo por DENV no SNC dos camundongos estao
envolvidas na sinalizacdo de IFN e na apresentacédo de antigeno (Bordignon et
al., 2008). As células da microglia expressam constitutivamente moléculas
MHC Il (Streit et al., 1989), assim como macrofagos da meninge e do plexo
coroide e células perivasculares. Além disso, citocinas, como TNF-a e IFN-y,
podem induzir a expressado destas moléculas na superficie de astrocitos (Vass
& Lassmann, 1990), atuando no reconhecimento e apresentacao de antigenos

para o sistema imune.

1.7 Histologia

1.7.1 Cérebro e cerebelo

O sistema nervoso central € composto por células que estdo divididas
em duas categorias principais: células de origem neuroectodermal (neurdnios,
astrocitos, oligodendrdcitos e ependimécitos) e células de origem mesenquimal

(meninges, vasos sanguineos e microglia) (Garman, 2011).

As meninges sdo formadas de tecido conjuntivo e possuem a funcao de
revestir o encéfalo. Ha trés destas: dura-mater, pia-mater e aracnoide. Sendo a
dura mater a mais externa, pia mater mais interna e a aracnoide entre estas
duas. A pia-mater possui vasos sanguineos e se estende até o terceiro e
quarto ventriculo, formando o plexo coroide, Unica estrutura do cérebro que
forma uma interface entre o sangue periférico e o fluido cerebroespinhal

(produzido principalmente por este local) (Garman, 2011; Quintela et al., 2015).

No tecido cerebral ha duas regifes: substancias cinzenta e branca. A
substancia cinzenta esta dividida em 6 camadas: camada molecular (maior
parte formada por fibras neuronais e células da neuroglia), granular externa,

piramidal externa, granular interna, piramidal interna, e fusiforme, que possuem
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neurénios que vao desde formatos piramidais, estrelados a fusiformes,

variando também em seu tamanho (Fig. 1.6).
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Figura 1.6: Esquema do cértex cerebral. (Figura adaptada de Mikula et al., 2007; Pacheco et

al., 2014)
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No cerebelo, a substéancia cinzenta esta dividida em camada molecular
(com células em formato de cesto e estreladas), camada de neurdnios de
Purkinje e camada granulosa. Estes neurénios de Purkinje séo piriformes, e
possuem um axdnio e numerosos dendritos que se ramificam na camada

molecular. J4 a substancia branca do cérebro e cerebelo € composta por

axonios de neurbnios e células da neuroglia (Gartner & Hiatt, 1999) (Fig. 1.7).
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Figura 1.7: Esquema do tecido cerebelar. (Figura adaptada de Microscopia Online — USP)

1.7.2 Hipocampo

O hipocampo se localiza na regiao lobo-temporal do cérebro, e esta

envolvido em mecanismos relativos a aprendizagem e memoéria. Ele esta
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dividido em giro denteado, corno de Ammon (subdividido em regiées CAl1, CA2
e CA3, em camundongos) e regido subicular; além de possuir alguns estratos,
como estrato de orientacdo ou alvéolo, piramidal, radiato, lacunoso e molecular
gue possuem dendritos basais de células piramidais e interneurbnios e
algumas fibras. No giro denteado, que é trilaminar, ha principalmente células
granulares que tém seus dendritos se estendendo até o estrato molecular
(Deltagen, 2006).

A maior regidao é a CA3, que possui células piramidais. Estas células se
conectam com o hilo do giro denteado a partir de axénios que saem dele para
esta regido. A regido CA2 também possui células piramidais, porém € mais
compacta. J4 a regido CA1 € a mais complexa variando ao longo da estrutura
(Mikula et al., 2007) (Fig. 1.8).

Hipocampo

Figura 1.8: Esquema do hipocampo. Em um aumento maior é possivel identificar as regides
CAl, CA2 e CA3 do corno de Ammon, o giro denteado e estratos. (Figura adaptada de
Deltagen; Mikula et al., 2007).
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1.8 Células da neuroglia

Uma das etapas deste trabalho foi analisar as principais células da
neuroglia que possuem funcdo de defesa e sustentacdo do tecido nervoso,
como microglia e astrécitos, respectivamente. Nos dois subtopicos abaixo,

estdo descritas algumas caracteristicas destas células.

1.8.1 Microglia

As células da microglia séo geralmente derivadas do saco vitelinico e se
direcionam para o SNC durante a embriogénese (Ginhoux et al., 2010). S&o
conhecidas como “macréfagos do cérebro”, atuando como as primeiras células
que respondem frente a infeccdo de um patdgeno, mas também tém papel
importante no desenvolvimento, funcdo e reparo do SNC (Diego Gomez-Nicola
& Hugh Perry, 2015). Elas possuem prolongamentos ramificados que emergem
do seu corpo celular e “escaneam” o ambiente, se comunicando com neurénios
e outras células da glia que estédo ao redor (Fitzner et al 2011; Kettenmann et al
2013; Paolicelli et al 2011). Quando ativadas, elas costumam apresentar um
fenotipo ameboide, com retragdo das suas ramificacdes (Kirkley et al., 2017);
além de produzirem mediadores pro-inflamatérios, como citocinas, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico que contribuem para a eliminacéo
do patégeno e resolucdo da infeccdo. Contudo, sua proliferacdo e ativacado
exacerbada e prolongada podem ter consequéncias neurotoxicas, gerando

danos ao tecido nervoso (Frank-Cannon et al., 2009).

1.8.2 Astrocitos

Os astrécitos sdo as células neurogliais predominantes no SNC, sendo
importantes para o seu desenvolvimento e homeostase. Sao responsaveis por
promover nutrientes metabolicamente otimizados aos neurdnios, seus
dendritos e sinapses; além de manter o equilibrio ibnico no espaco extracelular,
removendo agua e aminoacidos excitotoxicos (Tsacopoulos et al., 1996). Eles
formam fronteiras estruturalmente proeminentes (glia limitante) que alinham

todas as interfaces entre o parénquima neural do SNC e células ndo neurais
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(células meningeas, endoteliais, pericitos, células de linhagem de fibroblastos,
etc.) ao longo de todos os vasos sanguineos e superficies meningeas
(Sofroniew, 2015). Frente a uma lesdo, uma das respostas do SNC é a
ocorréncia de alteracdes nos astrocitos: inchaco, divisdo e proliferacdo dessas
células (gliose reativa), astrocitos gemistocisticos, acumulo de fibras gliais,
aumento da sintese e expressdo da proteina acida fibrilar glial (GFAP)
(Castejon, 2015).

Na figura a seguir, consta um esquema dessas células na arquitetura
do SNC (Fig. 1.9).

Vaso sanguineo 