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RESUMO

A dengue constitui um grande problema de saude publica nas regides tropicais e
subtropicais do globo. Apesar dos grandes avancos na biologia do virus da dengue
(DENV), muitos aspectos da patogénese permanecem desconhecidos. A auséncia
de um modelo animal adequado, que mimetize o espectro da infeccdo pelo DENV,
institui uma das principais dificuldades no estudo da dengue. Mdltiplas linhas de
evidéncias indicam que a gravidade da doenca €, provavelmente, determinada pela
interacdo entre fatores virais e do hospedeiro. Alguns determinantes genéticos de
viruléncia intrinseca do DENV no hospedeiro foram identificados, no entanto,
nenhuma correlagcdo conclusiva entre gendtipo viral, transmissibilidade do virus e
patogenicidade foi estabelecida. Neste estudo, foi utilizado um painel de DENV tipo
1 (DENV-1) recombinante para investigar o papel de determinantes genéticos de
viruléncia previamente identificados em duas cepas altamente neurovirulentos
(FGA/NA D1D e FGA/NA P6). A replicacédo e capacidade de producéo de particulas
virais infecciosas foram avaliadas in vivo (modelo de camundongos
imunocompetentes), in vitro (linhagens celulares humanas e de insetos) e ex vivo
(células dendriticas derivadas de mondcitos humanos, mdDCs). Os resultados
demonstraram que a associagdo das mutacées na proteina de envelope (E) e no
dominio helicase da proteina NS3 (NS3pe) apresentam um efeito sinérgico na
modulacado do fitness viral in vitro e in vivo, aumentando a sintese de RNA, a carga
viral, a robustez da resposta imune e mortalidade dos animais. No entanto, 0s virus
contendo apenas as mutacfes na proteina NS3 (NS3435 € NS3.450) foram capazes de
se replicar eficientemente no SNC de camundongos, de causar encefalite e altas
taxas de mortalidade, o que sugere que essas mutacdes desempenham um papel
importante na modulacdo da replicagéo viral in vivo. As mutagbes NS3435 € NS34s0
aumentam também o fitness viral em mdDCs, aumentando a sintese de RNA e a
carga viral. Aléem disso, foi demonstrado que as muta¢cdes no dominio helicase néo
afetam significativamente a atividades de protease e NTPase da NS3 in vitro. Apesar
do elevado nivel de replicacdo do RNA viral, a infeccdo pelo DENV foi capaz de
reduzir a producédo de IFN tipo | em mdDCs ap0s estimulo dos receptores do tipo
Toll (TLR). Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a presenca de
uma unica mutacédo no genoma do DENV aumenta o fitness viral in vivo, in vitro e ex
vivo e é suficiente para modular a resposta imunoldgica do hospedeiro e promover
uma infeccéo produtiva. Dadas as limitagGes atuais para a compreensao das bases
moleculares da patogénese da dengue, estes resultados podem contribuir para
fornecer subsidios sobre as interagfes virus/hospedeiro e novas informacgdes sobre
0S mecanismos da biologia basica da dengue.

Palavras-chave : Virus da dengue (DENV), proteina ndo estrutural 3 (NS3), proteina
de envolpe (E), clone infeccioso do DENV, replicon subgenémico do DENV, modelo
murino, célula dendritica (DC)



ABSTRACT

Dengue constitutes a significant public health problem in tropical and subtropical
regions of the world. Despite major advances in dengue virus (DENV) biology, many
aspects of dengue pathogenesis remain largely unknown. The absence of a suitable
animal model, mimicking the full spectrum of DENV infections, is one of the main
difficulties in studying dengue disease. Multiple lines of evidence indicate that
disease severity is probably determined by the interplay of viral and host factors.
Some viral genetic determinants of the intrinsic virulence of DENV in the host have
been identified; nevertheless, no conclusive evidence of a correlation between viral
genotype and virus transmissibility and pathogenicity has been obtained. In this
study, we used a panel of recombinant DENV type 1 (DENV-1) to investigate the role
of genetic determinants of virulence previously identified in two highly neurovirulent
strains (FGA/NA d1d e FGA/NA P6). The replication and viral production capacity of
the recombinant viruses were assessed in vivo (immunocompetent mice model), in
vitro (human and insect cells lines) and ex vivo (dendritic cells derived from human
monocytes, mdDCs). Our results demonstrated that paired mutations in the envelope
protein (E) and in the helicase domain of the NS3 (NS3y,) protein have a synergistic
effect enhancing viral fithess both in vitro and in vivo by increasing RNA synthesis
and viral load, the strength of the immune response and animal mortality. However,
the virus carrying mutations only at the NS3 protein (NS3435 and NS3,455) was able to
replicate efficiently in the CNS of mice and to cause encephalitis and high mortality
rates, suggesting that these mutations play an important role on the viral fitness
modulation in vivo. These mutations also enhanced viral fitness in mdDCs by
increasing RNA synthesis and viral load. Additionally, it has been demonstrated that
the mutations NS3435 and NS34g0 in the helicase domain do not significantly affect the
protease and NTPase activities of NS3 in vitro. Despite the high level of RNA
replication, DENV reduces the ability of mdDCs to produce type | IFN triggered by
Toll-like receptor (TLR) signaling. The results presented herein show that a single
mutation in DENV genome enhances viral fithess in vivo, in vitro and ex vivo and is
enough to subvert the host immune response and establish a productive infection.
Given current limitations to our understanding of the molecular basis of dengue
pathogenesis, these results could contribute to provide insights into virus/host
interactions and new information about the mechanisms of basic dengue biology.

Keywords : Dengue virus (DENV), non-structural protein 3 (NS3), envelope protein
(E), DENV infectious clone, DENV subgenomic replicons, murine model, dendritic
cells (DC)
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1 INTRODUCAO

1.1 Emergéncia do virus da dengue

O virus da dengue (DENV) constitui um dos patégenos humanos mais
importantes dentre os virus classificados como arbovirus. O ciclo de transmisséo do
DENV na Asia e na Africa Ocidental inclui dois ciclos: o enzodtico, entre primatas
nao-humanos e mosquitos arboreos do género Aedes, e o0 urbano
(endémico/epidémico), entre mosquitos periurbanos A. aegypti e A. albopictus e
primatas humanos. Nas demais regides tropicais e subtropicais do mundo se
observa apenas o ciclo urbano (VASILAKIS; WEAVER, 2008).

A origem do DENV tem sido objeto de discussdo durante décadas. Vasilakis
et al., 2011, descrevem em sua revisdo que andlises filogenéticas entre os DENV de
transmissdo silvatica e urbana sugerem fortemente que 0s sorotipos
endémicos/epidémicos do DENV emergiram de forma independente de seus
ancestrais, os DENV silvestres, tornando-se evolutivamente e ecologicamente
distintos. Embora a transmisséao silvatica do DENV se mantenha independente nas
florestas do oeste da Africa e sudeste da Asia, existe claras evidéncias que 0s virus
silvaticos circulantes sejam habeis a infectar e causar doenca em humanos, com
apresentacao clinica indistinguivel dos virus endémicos (ROBIN et al., 1980;
CARDOSA, et al., 2009; FRANCO et al., 2011).

A primeira epidemia ocasionada pelo DENV foi evidenciada na Africa do Sul
em Durban nos anos de 1926 e 1927, com mais de 40.000 pessoas acometidas, e
foi atribuida ao sorotipo 1 do DENV (DENV-1) em um estudo retrospectivo
(KOKERNOT; SMITHBURNK; WEINBRENM, 1956). Durante a Il Guerra Mundial,
uma série de disturbios ecologicos e sociais no mundo contribuiu para a dispersao
do mosquito vetor e do DENV do leste da Africa para a Asia, oeste da india e,
posteriormente, para as Américas. Neste mesmo periodo, Sabin e Schlesinger
(1945) na tentativa de obter uma vacina viva atenuada contra o DENV, através de
passagens seriadas em cérebro de camundongos neonatos, acabaram por realizar o
primeiro isolamento do virus, identificando o sorotipo DENV-1 (cepa Hawaii) e,
posteriormente, o sorotipo DENV-2 (cepa New Guinea) (SABIN, 1952; HOTTA,
1952). Os sorotipos DENV-3 e DENV-4 foram identificados no ano de 1957, durante



25

a epidemia de dengue em Manila, Filipinas (HAMMOM et al., 1960). Desde entéo, o
processo de mutacOes e substituicbes nucleotidicas no genoma dos DENV tem
contribuido para a variabilidade genotipica que se observa atualmente. Analises
filogenéticas atuais (NOGUEIRA et al., 2008; WEAVER; VASILAKIS, 2009),
baseadas na sequéncia completa da proteina E agrupam as linhagens dos sorotipos
do DENV em diferentes genotipos:

- As cepas de DENV-1 estdo agrupadas em cinco gendtipos distintos: (i)
genotipo |, representa as cepas identificadas no sudeste Asiatico, China e Africa
Oriental; (ii) gendtipo Il, representa as cepas identificadas na Tailandia em 1950 e
1960; (iii) gendtipo lll, representa as cepas silvestres identificadas na Malasia; (iv)
genaotipo IV , representa as cepas identificadas nas llhas do Pacifico Ocidental e
Australia e (v) o gendtipo V representa todas as cepas circulantes nas Americas, no
oeste da Africa e algumas cepas coletadas na Asia.

- As cepas de DENV-2 também estdo agrupadas em 5 genotipos distintos: (i)
genaotipo asiatico |, representa as cepas identificadas na Malasia e na Tailandia, e o
genadtipo asiatico Il, representa as cepas do Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e
Filipinas; (i) gendtipo cosmopolita, representa as cepas de vasta distribuicdo
geografica, incluindo as cepas identificadas na Australia, na Africa Oriental e
Ocidental, nas Ilhas do Pacifico e no Oceano indico, no subcontinente indiano e no
Oriente Médio; (iii) gendtipo americano, representa cepas da América Latina, do
Caribe, do subcontinente indiano e das llhas do Pacifico, circulantes nas décadas de
50 e 60; (iv) gendtipo asiatico/americano, representa as cepas identificadas na
Tailandia e Vietna, bem como, as cepas circulantes nas Américas nos ultimos 20
anos e (v) o genotipo silvestre que representa cepas identificadas em seres
humanos, mosquitos florestais ou animais sentinelas no oeste da Africa e sudeste da
Asia.

- As cepas de DENV-3 estédo agrupadas em quatro genétipos distintos: (i) o genoétipo
| representa as cepas da Indonésia, Malésia, Filipinas e isolados recentes das ilhas
do Pacifico Sul; (ii) gendtipo Il, representa as cepas da Tailandia, Vietna e
Bangladesh; (i) gendtipo lll, representa as cepas do Sri Lanka, India, Africa e
Samoa; (iv) genotipo 1V que representa as cepas de Porto Rico, América Latina e
Ameérica Central e o (v) gendtipo V, representa as cepas que circularam até a

década de 80 na Asia e foram re-introduzidos na América do Sul apés o ano 2000.
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- As cepas de DENV-4 estdo agrupadas em quatro distintos genatipos: (i) genétipo I,
representa as cepas da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, e cepas importadas do
sudeste asiatico para o Japao; (ii) gendtipo Il, representa as cepas da Indonésia,
Malasia, Tahiti, Caribe e das Américas (iii) gendtipo Ill, representa as cepas
circulantesna Tailandia que s&o distintas de outros isolados tailandeses e o (iv)
genatipo IV que representa as cepas silvestres da Malasia.

A pressdo seletiva e as altas taxas de erro da polimerase viral (10° a 10°
®/nucelotideos/ciclo) contribuem para a variabilidade genética observada entre os
DENV, modulando a capacidade infectiva e replicativa desses virus tanto no
mosquito vetor quanto no hospedeiro vertebrado. Aliado a isso, as mudancas
climaticas do mundo atual favorecem a disperséao e proliferacdo do mosquito vetor,
aumentando o numero de individuos vivendo em areas de risco para infeccao pelo
DENV. A introducéo de casos autdctones de dengue na Florida/EUA em 2009 (CDC,
2010) e na Europa (LA RUCHE et al, 2012; SCHMIDT-CHANASIT et al., 2010)
durante o verdo de 2010 evidencia a existéncia do risco potencial de iniciacdo de um
ciclo de transmissdo em areas naive, através da introducdo de cepas de DENV em
locais onde o mosquito vetor do género Aedes se faz presente, podendo

estabelecer, dessa forma, o desenvolvimento de novas epidemias.

1.2 A dengue: situacao atual

A dengue é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, cujo agente etiologico, 0
DENV, é transmitido ao hospedeiro humano através da picada de mosquitos fémea
do género Aedes.

Atualmente, a dengue constitui um grave problema de salde publica de
expansdo mundial; endémica em mais de 100 paises da Africa, das Américas
Central e do Sul, do Mediterraneo Oriental, do sudeste da Asia e do Pacifico
Ocidental (CDC, 2012) (Figura 1) coloca em risco de infeccdo quase um terco da
populacdo humana mundial. A distribuicdo global da doenca é um claro reflexo da
circulagdo do principal mosquito vetor do género Aedes nas regides tropicais e
subtropicais do globo. Todos os quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, 2, 3 e
4) sao prevalentes nestas regides, sendo responsaveis pela infeccdo de cerca de 80

milhdes de individuos anualmente com aproximadamente 25 mil mortes notificadas.
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo global dos casos de dengue . As regides em azul
representam areas de risco de transmisséo continua, tal como definido pelo Centro de Controle
e Prevencdo de Doencas (CDC) (ultima atualizag&o: outubro de 2012). Marcadores vermelhos
indicam os paises ou locais com notificacdo de casos de dengue. A falta de marcadores ndo
significa que nenhuma transmisséo esteja ocorrendo nas areas demarcadas, particularmente
em areas onde o virus da dengue tem circulagdo endémica. Fonte: CDC, 2012
(http://www.healthmap.org/dengue/index.php).

As Ultimas trés décadas do século XX foram de fundamental importancia na
definicAo da atual situacdo da dengue nas Américas. Ap0s um periodo de
erradicacdo, o DENV-1, genotipo do sudeste asiatico, foi introduzido nas Américas
em 1981 (KOURI et al., 1983; RICO-HESSE, 1990), ocasionando uma grande
epidemia em Cuba, associado com significativo aumento na gravidade da doenca
(GUZMAN, 2012). Subsequente & epidemia de 1981, periodo caracterizado pelo
surgimento das formas hemorrdgicas da doenca e co-circulagdo de diferentes
sorotipos (DENV-1, 2 e 4), outras epidemias foram reportadas nas Américas.

No Brasil, a primeira epidemia de dengue foi registrada em 1986, ocasionada
pelo DENV-1. A introducdo do DENV-2 entre os anos de 1990 e 1991 causou a
primeira epidemia de FHD, com 462 casos de FHD, dos quais, oito evoluiram para o
Obito (PAHO, 1992). Desde entdo, o0 numero de casos de dengue vem crescendo de
forma alarmante no Brasil. No periodo de 1990 a 2011, 6.642.936 casos de dengue
foram notificados, com mais de 431.194 casos registrados apenas no primeiro
semestre de 2012 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; CARNEIRO et al., 2012). Neste
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periodo, a regido Sudeste apresentou o maior nimero de casos (182.895 casos;
42,4%), seguida da regido Nordeste (168.935 casos; 39,2%), Centro-Oeste (43.228
casos; 10,0%); Norte (31.927 casos; 7,4%), e Sul (4.209 casos; 1,0%).

Nas ultimas décadas tem se observado uma diminui¢cdo dos intervalos entre
as epidemias, variando de um a trés anos, normalmente associado a introdugéo de
um novo sorotipo e aumento do nimero de casos das formas graves da doenca
(Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Namero de casos de dengue reportados n o Brasil entre os
anos de 1990 e 2011. A. Casos de dengue confirmados. A circulacdo dos
sorotipos do DENV esté indicada. B. Casos graves de dengue confirmados.
Os casos graves correspondem ao somatdrio dos casos confirmados com
classificacéo final de febre hemorragica da dengue (FHD) e dengue com
complica¢cBes (DCC) (Dados obtidos do Ministério da Saude, 2012).

A grande incidéncia de infeccdo pelo DENV demonstra que medidas de
controle devem ser tomadas imediatamente para a solu¢cdo desse grave problema
de saude publica de importancia mundial. Grandes esfor¢os tém sido realizados na
tentativa de desenvolver métodos eficazes de profilaxia, imunoprofilaxia e terapias

antivirais eficazes no combate a dengue. Baseado nestas premissas, uma série de
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vacinas candidatas estdo sendo desenvolvidas e, dentre elas, pode-se elencar as
vacinas de virus vivo atenuado, virus inativado ou néo vivo, proteina recombinante,
vacinas de DNA e vacinas quimeéricas recombinantes provenientes de clones
infecciosos de cDNA (GUIRAKHOO et al. 2002; HUANG et al., 2003). No entanto, o
desenvolvimento de uma vacina eficaz esbarra em algumas limitagdes, tais como: (i)
a necessidade de uma vacina tetravalente que imunize simultaneamente o individuo
contra todos os sorotipos do DENV, a fim de reduzir o risco de uma exacerbacéo da
infeccdo por fendmenos imunolégicos, fendmeno também observado em infecgbes
seqguenciais com outros sorotipos do DENV (HALSTEAD; NIMMANNITYA; COHEN,
1970); (ii) o fendmeno da interferéncia viral entre diferentes sorotipos que compdem
a mistura da vacina final (HALSTEAD; O’'ROURKE, 1977; MALAVIGE et al., 2004;
WHITEHEAD et al., 2007); (ii) a recombinacdo intra-genotipica (HOLMES;
WOROBEY; RAMBAUT, 1999) e a (iv) falta de um modelo animal capaz de refletir
as formas clinicas graves da doenca em humanos (ZOMPI; HARRIS, 2012).

Vérias das abordagens citadas acima para o desenvolvimento eficaz de uma
vacina contra a dengue tém demonstrado eficacia protetora em modelos de infec¢éo
do DENV, mas pouco tem sido mostrado quanto a seguranca e a imunogenecidade
em estudos de fase clinica inicial. A vacina tetravalente de virus vivo quimérico
atenuado (ChimeriVax, Sanofi Pasteur), proveniente do clone infeccioso de febre
amarela (YFV do inglés, Yellow Fever Virus) 17D vacinal combinado com as
proteinas estruturais dos quatro sorotipos do DENV (denominada de CYD-TDV),
apresentou resultados promissores em estudos pré-clinicos in vitro e in vivo,
induzindo estimulacdo controlada em células dendriticas humanas (DC) e
significante resposta imunolégica em macacos (GUY et al.,, 2011). Os dados do
desafio clinico de fase 2b da vacina CYD-TDV realizado em 4.002 criangas
tailandesas foram publicados recentemente (SABCHAREON et al., 2012). Apés trés
doses, a vacina candidata apresentou 70% de eficacia contra os DENV-1, 3 e 4. No
entanto, ndo foi capaz de conferir uma resposta imune protetora contra o0 DENV-2
circulante na Asia (dominancia do genotipo viral asiatico 1), diminuindo a eficacia
geral da vacina. Os mecanismos envolvidos precisam ainda ser determinados, mas
0s autores especulam que a ineficacia da vacina tetravalente poderia ser atribuida
ao maior fitness viral do DENV-2 circulante em relacdo ao DENV-2 do gendtipo

americano/asiatico, genotipo selecionado para a confeccdo da CYD-TDV (cepa
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PUO-218). As cepas dos gendtipos asiatico 1 e americano/asiatico apresentam 73
diferencas de aminoéacidos localizadas nas proteinas E, NS1, NS3, NS2A, NS4B e
NS5 que podem estar implicadas no aumento dos niveis de viremia em humanos
(VU et al., 2010).

O avanco nos estudos de caracterizacao estrutural de proteinas dos flavivirus
tem possibilitado a identificacdo de um numero crescente de potenciais alvos para
estratégias antivirais, incluindo as proteinas virais de envelope, capsideo,
polimerase, helicase e protease, bem como, proteinas celulares-alvo envolvidas em
importantes processos durante o ciclo viral. Além dessas, Xie et al.,, (2011)
demonstraram que a proteina NS4B apesar de ndo apresentar atividade enzimatica
também constitui um importante alvo para terapia antiviral. Dentre as etapas do ciclo
viral que poderiam sofrer intervencdo, podemos destacar a ligacdo ao receptor
(ALEN et al., 2009), internalizacédo da particula viral na célula hospedeira (LEE et al.,
2008), mudancas conformacionais na proteina E, fusdo com a membrana do
endossomo, capeamento do RNA viral (DONG; ZHANG; SHI, 2008), clivagem da
poliproteina viral (CHANPRAPAPH et al., 2005; YIN et al., 2006), replicacdo (KIAT et
al., 2006) e morfogénese viral (COURAGEOT et al., 2000). Além disso, a infeccéo
pelo DENV promove um grande numero de respostas nas células e tecido do
hospedeiro que exibem um potencial efeito inibitério na proliferacdo viral (CHU,;
YANG, 2007). Anticorpos monoclonais (LOK et al., 2008; OLIPHANT et al., 2005) e
técnicas envolvendo o uso de replicons subgendmicos do DENV e RNA de
interferéncia (iIRNA) (NG et al., 2007) constituem importantes ferramentas para a
investigacdo de alvos capazes de inibir a replicacdo viral ou a interacdo de
proteinas-chave envolvidas em etapas criticas do ciclo viral, podendo representar
uma interessante estratégia na terapéutica da dengue.

No entanto, para o sucesso da implementacédo futura de terapias antivirais
contra o DENV torna-se fundamental o uso de métodos de diagndstico rapidos e
eficazes para determinacdo da infec¢do, pois nos estagios iniciais a doenca €
frequentemente confundida com outras doencgas tropicais, o0 que pode levar ao
tratamento inadequado. Acredita-se que o desenvolvimento de uma droga eficaz e
segura contra o DENV, se administrada no curso inicial da infeccdo, ndo deva
apenas reduzir os riscos de desenvolvimento de formas graves, mas tambéem

minimizar a possibilidade de potenciais eventos epidémicos.
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Uma alternativa para controle/prevencédo da doenca consiste na adogao de
metodologias eficazes para o combate ao mosquito vetor. No entanto trata-se de
uma estratégia pouco factivel, visto que o mosquito vetor do género Aedes esta
completamente adaptado e prospera eficientemente em ambientes urbanos e
periurbanos. Nos proximos anos, se aprovado pelos comités de biosseguranca e
ética, um novo tipo de A. aegypti transgénico estéril (linhagem OX513A) podera ser
liberado no meio ambiente e utilizado como controle bioldgico (BARGIELOWSKI et
al., 2011). Uma nova abordagem para o controle biolégico de doencas transmitidas
por mosquitos utilizando a bactéria endossimbibtica Wolbachia pipientis, foi
recentemente proposta. Moreira et al. (2009) demonstraram que a transfeccao de
Wolbachia em mosquitos A. aegypti e Anopheles é capaz de inibir a replicagdo do
DENV, do virus da febre Chikungunya e do parasita da malaria de aves Plasmodium
gallinaceum em seus respectivos hospedeiros. No entanto, o mesmo efeito néo foi
observado em A. albopictus, que naturalmente é infectado por Wolbachia (LU; BIAN;
PAN, 2012). Dessa forma, estudos adicionais serdo necessarios para melhor
compreender os mecanismos pelo qual a bactéria medeia a interferéncia viral e
disseminacdo do mosquito vetor, para uma futura utilizacdo de Wolbachia como
estratégia de controle da transmissao de flavivirus.

Existem ainda diversas lacunas relacionadas a biologia viral e 0s mecanismos
envolvidos na patogénese da doenca; um melhor entendimento sobre as interacdes
entre vetor, virus e hospedeiro humano podera auxiliar no desenvolvimento de

medidas mais efetivas para 0 monitoramento e controle da dengue.

1.3 O agente etioldgico

O DENV pertence ao grupo dos arbovirus que inclui obrigatoriamente, vetores
artropodes em seu ciclo de vida. Como a maioria dos arbovirus, o DENV utiliza no
seu ciclo de transmissao insetos como vetores e vertebrados como hospedeiros
(FLINT et al., 2004). DENV esta classificado como um importante membro do género
Flavivirus dentro da familia Flaviviridae. A familia Flaviviridae, familia de pequenos
virus RNA envelopados, € composta por 58 virus, alguns de grande importancia
médica e veterindria, agrupados em trés géneros: Hepacivirus (virus prototipo: virus

da hepatite C (HCV), Pestivirus (virus prototipo: virus da diarréia viral bovina (BVD) e
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Flavivirus (virus prototipo: YFV). Além desses, dois grupos de virus (GB virus A e
GB virus B), tém sido reconhecidos como “virus ndo atribuidos” da familia

Flaviviridae, devido a similaridade genética e organizacao gendémica (ICTV, 2011).

1.4 Estrutura e organizagédo do genoma

Os virus pertencentes ao género Flavivirus apresentam um genoma de
organizacdo relativamente simples, composto por uma fita simples de RNA de
polaridade positiva de aproximadamente 11 Kb que codifica uma Unica fase de
leitura aberta (ORF do inglés, open read frame) e dirige a sintese de uma
poliproteina precursora de aproximadamente 3.400 aminoacidos. A poliproteina viral
€ processada co- e pos-traducionalmente por proteases da célula hospedeira
(signalases/cisteina proteinases e furina) e uma protease codificada pelo proprio
virus (serina proteinase) para gerar as proteinas estruturais C (proteina de
capsideo), prM (precursora da proteina M) e E (proteina de envelope) e as proteinas
nao estruturais (NS) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5 (Figura 1.2)
(LINDENBACH; RICE, 2003). O correto processamento dessas proteinas é
essencial para a replicacédo viral e montagem do virion infeccioso, que € composto
pelas proteinas estruturais C, M e E e por uma unica molécula de RNA infeccioso
(CHAMBERS et al., 1990; RICE, 1996).



33

FUTR FUTR o

- -

-
-
- e,
S,
-

-
-
-
o

-~
i,
o,
~a

Lamen do RE

o
| ——

COOH

Citoplasma

Saquancia Cominia Mamirana | NEIEMNS3 me. | Furina { De=sconhackda
[] N3 E Seu’decaradaﬂ raEmeTra maooals | (ciopasma) ngm‘-“" pEmenda RE | {men o RE)

Figura 1.2 - Organizacéo esquematica do genoma e da poliproteina viral. O
RNA viral de fita positiva (aproximadamente 11 Kb) apresenta duas regides ndo
traduzidas 5’ e 3', envolvidas na replicacdo e traducdo do genoma, sendo que a
regidao 5’ apresenta uma estrutura em cap. O RNA viral é traduzido em uma
Unica poliproteina que é processada por proteases viral e da célula hospedeira
(indicada pelas setas). Adaptado de Perera e Kuhn (2008).

As proteinas estruturais estdo envolvidas principalmente na entrada e
montagem da particula viral e as proteinas NS estdo envolvidas na replicacao,
montagem da particula viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007), rearranjo das
membranas internas, recrutamento e subversdo de fatores celulares (BOWIE;
UNTERHOLZNER, 2008) que contribuem para promover o processo replicativo e a
evasao da resposta imunoldgica (ALCARAZ-ESTRADA; YOCUPICIO-MONROY;
DEL ANGEL, 2010). Até o momento apenas a estrutura cristalografica das proteinas
C (MA et al., 2004), prM (LI et al., 2008) E (MODIS et al., 2004), NS3 (LUO et al.,
2008) e NS5 (EGLOFF et al., 2002; YAP et al., 2007) dos DENV foram resolvidas
(Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Proteinas codificadas pelo genoma do DENV . As caixas vermelhas e azuis
representam proteinas estruturais e nao estruturais, respectivamente. As proteinas estruturais
formam o virion e a maioria das proteinas ndo estruturais sao requeridas para a replicacdo e
morfogénese viral, outras propriedades conhecidas estdo indicadas. As estruturas das
proteinas C, prM, E, NS3 e NS5 estdo depositados no banco de dados de proteinas (PDB) sob
0s seguintes identificadores: 1R6R, 3C5X, 10KE, 2VBC, 2P1D, 2J7U, respectivamente.

1.4.1 Proteinas estruturais

A particula viral madura apresenta estrutura esférica de aproximadamente 50
nm e é composta pelas proteinas M, por dimeros da proteina E e por um capsideo
ribonucleotideo icosaédrico associado a membrana lipidica derivada da célula
hospedeira. A disposicdo das proteinas de superficie na particula viral imatura &
distinta daquela observada na particula viral matura, que é composta por 60 trimeros
assimétricos de heterodimeros da prM-E enquanto a particula viral matura é
composta por 90 dimeros da proteina E que estdo associados com a proteina M na
proporcao 1:1 (Figura 1.4) (ZHANG et al., 2003). A formacdo da proteina M através
da clivagem dos 91 residuos de amino&cidos N-terminal da proteina precursora prM,
pela protease tipo furina da célula hospedeira, constitui um evento crucial na fase
final de morfogénese do virion. A eficiéncia deste evento resulta na organizacédo da
estrutura de superficie do virion e no consequente aumento da infectividade do virus
(ZHANG et al., 2003).
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A proteina C, com peso molecular de 12 kDa, apresenta carater altamente
basico devido a presenca de 26 residuos de arginina ou lisina e apenas 3 residuos
carregados negativamente. Multiplas coOpias desta proteina associam-se ao RNA
viral para formagédo do nucleocapsideo, provavelmente pela interacdo com residuos
bésicos ndo estruturados concentrados nas extremidades N e C-terminal da
proteina. Além desse, a proteina C possui um dominio central composto por 21
residuos de aminoéacidos hidrofébicos que interagem com a bicamada lipidica
derivada da célula hospedeira e sédo requeridos para a maturacdo e montagem da
particula viral (MARKOFF; FALGOUT; CHANG, 1997; JONES et al.,, 2003). As
proteinas E e M também encontram-se ancoradas a membrana viral através da
interacdo com os domimios transmembranicos presentes na porcao C-terminal das
proteinas.

A glicoproteina E € o principal componente antigénico do virion, conferindo
resposta imune protetora por elicitar a producédo de anticorpos neutralizantes, além
de interagir com os receptores de superficie da célula hospedeira, determinando o
tropismo e mediando os processos de adsor¢do, penetracdo e fusdo da particula
viral com a membrana da célula hospedeira (CHAMBERS et al., 1990). Evidéncias
indicam que a proteina E desempenha um papel na patogenicidade de diversos
flavivirus ndo apenas pela definicdo do tropismo celular como também por modular a
internalizacdo do virion na célula hospedeira (GOLLINS; PORTERFIELD, 1986;
REY, 2003; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

O ectodominio da proteina E apresenta trés dominios de estrutura bem
definida (I a 1ll) que foram resolvidos por cristalografia de raios-X (REY et al., 1995;
MODIS et al., 2004). O dominio Il é o principal dominio antigénico da proteina,
interage com o receptor da célula hospedeira e participa de todos 0s eventos que
envolvem a proteina E. O dominio Il esta envolvido na dimerizacado da proteina e
contém em sua extremidade distal um peptideo de fusdo composto por 12
aminoacidos hidrofébicos altamente conservados (residuos 98 a 100) (ALLISON et
al., 2001). Estes dois dominios estdo ligados através do dominio N-terminal I,
estruturalmente organizado na porcao central da proteina. As mudancas estruturais
no complexo E que ocorrem durante o curso da maturacdo do virion e fusdo
envolvem a rotacdo dos trés dominios. Os 100 residuos de aminoacidos da regiao

C-terminal da proteina E (residuos 395-495) que compdem a regido tronco (do
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inglés, stem-region) estdo ausentes na estrutura cristalografica da proteina, mas
presentes em mapas de densidade utilizando crio-microscopia eletrénica (ZHANG et
al., 2003; KLEIN, CHOI, HARRISON, 2013). A porcédo anterior da stem-region
consiste de duas helices H1l (residuos 401-413) e H2 (residuos 431-449),
conectadas por uma sequéncia de residuos de aminoécido altamente conservada
(CS). A regido transmembrana da stem-region é constituida por um par de estruturas
antiparalelas em coiled-coils, T1 (residuos 450-471) e T2 (residuos 473-496)
(ALLISON et al, 1999). Essa regido possibilita a ancoragem da proteina E na
bicamada lipidica derivada da célula hospedeira, além de desempenhar um papel
crucial na trimerizacdo da proteina E ativada por baixo pH, durante o processo de

fusdo com a célula hospedeira (Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Representacdo esquematica da particula dos flavivir  us durante o processo
de maturacéo e fusdo da particula viral . A. Esquerda: virion imaturo; direita: virion maduro.
sE indica a forma solavel da proteina E, sem a regiao denominada de ancora-haste. A
reducao do pH no endossomo ocasiona uma mudanca conformacional na proteina E do viron
maduro, exponso o peptideo de fusdo presente no dominio Il e ocasionando o rearranjo do
dimero da proteina E em monodmeros. Em seguida, o peptideo de fusdo insere-se na
camada de hidrocarbonetos da membrana da célula hospedeira, promovendo a fusdo entre
as membranas com consequente liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula
hospedira. B. Vista lateral de um homodimero da proteina E. Os dominios I, Il e lll e 0
peptideo de fusdo (PF) estdo representados nas cores vermelho, amarelo, azul e laranja,
respectivamente. A haste esta representada em roxo, a ancora transmembrana em verde e a
membrana viral em cinza. Adaptado de Kiermayr; Stiasny; Heinz (2009), Alen; Schols (2012)
e Heinz; Stiasny (2012).

A glicoproteina prM é uma proteina de aproximadamente 18 kDa que facilita o
enovelamento das proteina E e regula o seu estado oligomérico para impedir a

exposicao prematura do peptideo de fusdo durante o transporte da particula viral
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imatura pelo ambiente acido (~5.8-6.0) da rede do trans-Golgi. Recentemente a
estrutura atbmica da prM fusionada ao ectodominio da proteina E foi resolvida em
pH 5.5 e 7.0 e nenhuma diferenca estrutural significativa foi observada entre os
diferentes tratamentos, indicando que o pH ndo afeta a estrutura terciaria da
proteina (LI et al., 2008). Durante o processo de maturacdo da particula viral, a
proteina prM é clivada por proteases tipo furina da célula hospedeira, liberando a
porcdo N-terminal da prM (91 residuos de aminoacidos) e mantendo apenas o
ectodominio C-terminal (residuos 92 a 130) e a regido transmembrana (residuos 131
a 166) da proteina M no virion. Fun¢des biologicas ndo tém sido atribuidas a
proteina M, no entanto, alguns estudos demonstram que o ectodominio intraluminal
desta proteina apresenta propriedades proapoptoticas em células Neuro 2a e
HepG2 (CATTEAU et al. 2003) e é capaz de induzir a producdo de anticorpos
neutralizantes (KUHN et al., 2002; DEJNIRATTISAI et al., 2010).

1.4.2 Proteinas ndo estruturais

A primeira proteina NS a ser produzida durante a traducgéo policistronica do
RNA viral € a proteina NS1. A glicoproteina NS1 de aproximadamente 48 kDa é
essencial para a viabilidade viral. Durante a infeccdo da célula hospedeira, a NS1 &
encontrada associada ao reticulo endoplasmatico (RE), onde desempenha seu
papel na replicagdo do virus, ou pode ser externalizada para a superficie celular sob
a forma hexamérica (FLAMAND et al.,, 1999), onde pode desencadear vias de
sinalizacao especificas e contribuir para a patogenia da infeccdo (CHATURVEDI et
al., 2005). O papel da proteina NS1 na replicacdo viral e sua correlagcdo com a
gravidade da doenca ndo estd completamente elucidada. No entanto, alguns
estudos sugerem o envolvimento da NS1 na formacdo do complexo imune pela
ativacdo do complemento (AVIRUTNAN et al, 2006), na inducdo da producao de
auto-anticorpos que interagem com proteinas de matriz do hospedeiro, induzindo
disfuncéo plaquetaria (FALCONAR, 1997; SUN et al., 2007), na citolise de células
endoteliais mediada pelo sistema do complemento associado a anticorpos (LIN et al
2003) e no aumento da infeccdo viral in vitro e in vivo (ALCON-LEPODER et al.,
2005). Além disso, estudos de imunolocalizacdo por criofratura e imunofluorescéncia

confocal em células C6/36 e Vero identificaram a associagdo da NS1 com dsRNA
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(MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996), sugerindo potencial papel na replicagéo. A
inibicdo do primeiro sitio de glicosilacdo da NS1 (Asn 130) ou de ambos os sitios
(Asn130 e Asn208) é capaz de reduzir a replicacdo do RNA do DENV e o seu
crescimento em cultura de células (TAJIMA; TAKASAKI; KURANE, 2008), bem
como, diminuir a neuroviruléncia do YFV em modelo murino (MUYLAERT et al.,
1996). Altos niveis da proteina NS1 e de anticorpos dirigidos contra a proteina sao
detectados no plasma de paciente durante a fase de inicial da doenca (LIBRATY et
al., 2002) e, por esta razdo, constituem um bom marcador de diagndstico precoce
(LIMA et al. 2010).

As pequenas proteinas hidrofobicas dos flavivirus (NS2A, NS4A, NS4B)
permanecem ainda pouco caracterizadas. Estudos sugerem que a proteina NS2A
(22 kDa) é necessaria para a montagem de novas particulas virais. Mutacdes na
proteina NS2A do YFV e Kunjin virus (KUNV) interferem na montagem e secrecao
da particula viral pela célula hospedeira (LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003;
KUMMERER; RICE, 2002). Além disso, a proteina interage com a regido nao
traduzida do genoma viral (UTR do inglés, untranslated region) e serve como ponte
para a interacdo das proteinas NS5 e NS3 (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

A proteina NS4A de aproximadamente 16 kDa é uma proteina associada a
membrana do RE composta uma regidao N-teminal citosdlica e quatro hélices
transmembrana. Essa proteina co-localiza com o RNA viral e com as proteinas NS1,
NS3 e NS5, sugerindo que a NS4A constitui um local de ancoragem para o
complexo de replicacdo (LINDENBACH; THIEL; RICE et al., 2007; WESTAWAY et
al., 2003) além de induzir autofagia, protegendo a célula de apoptose e aumentando
a replicacao viral (MCLEAN et al., 2011).

A NS4B é uma pequena proteina (27 kDa) altamente hidrofébica com cinco
dominios transmembrana Durante a traducéo localiza-se na regido perinuclear da
célula hospedeira, no entanto, ha fortes evidéncias que a NS4B pode ser
translocada para o nucleo das células infectadas (WESTAWAY et al.,, 1997).
Estudos sugerem que a NS4B desempenha importante papel na replicagcdo e
patogénese dos flavivirus (PUIG-BASAGOITI et al.,, 2007; WICKER et al., 2012),
interagindo com componentes do complexo de replicacdo e dsRNA viral (MILLER,;
SPARACIO; BARTENSCHLAGER, 2006). Umareddy et al. 2006, demonstraram que

a associacao da NS4B com a NS3 estimula a atividade helicase da NS3 in vitro, por
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auxiliar na dissociagdao da NS3 da simples fita de RNA. Neste mesmo trabalho,
demonstraram que a interacao fisica entre a NS4B e NS3 do DENV-4 ¢ desfeita pela
presenca de uma Unica mutacdo na posicao 101 da NS4B (P101L). Também tem
sido relatado o envolvimento desta proteina na inibicdo da cascata de sinalizagédo a
nivel nuclear da fosforilagdo de STAT (MUNOZ-JORDAN et al. 2003; MORRISON et
al., 2012).

Estudos recentes demonstram que a replicacdo viral e a expressdao de
proteinas virais hidrofébicas, tais como a NS2A, NS4A e NS4B, implicadas na
regulacdo da sinalizacdo da resposta ao estresse, induzido pelo acumulo de
proteinas mal enoveladas no RE (unfolded protein response - UPR), podem inibir a
via de sinalizacdo JAK-STAT em resposta ao interferon alfa (IFN-a) e beneficiar a
replicacdo (AMBROSE; MACKENZIE, 2011).

A pequena proteina NS2B (14 kDa) € uma proteina integral de membrana que
apresenta trés dominios hidrofébicos que flanqueam uma regido hidrofilica
conservada, composta por 47 residuos de aminoacidos (FALGOUT et al., 1991). O
peptideo central hidrofilico se intercala no dominio protease da NS3, formando um
complexo estavel, necessario para a eficiente atividade catalitica da proteina
(ERBEL et al., 2006). Diversas estratégias foram realizadas para demonstrar a
atividade da proteina NS2B como cofator da atividade protease da NS3. Mais
recentemente, Leung et al. (2001) demonstraram que a sequéncia de residuos de
aminoacidos entre o cofator, regido hidrofilica da NS2B, e a regido N-terminal da
proteina NS3 poderia ser substituido por um linker flexivel de Gly4-Ser-Gly4 para
expressao funcional do complexo NS2BNS3 em E. coli. Em contraste, a expresséo
da proteina NS3 sem o cofator exibe agregacao inespecifica e baixa solubilidade
além de apresentar baixa atividade proteolitica in vitro. Essa metodologia tem sido
utilizada por diversos grupos em uma Vvariedade de estudos bioquimicos,
mutagénicos e estruturais para avaliar a especificidade a substratos e determinar o
perfil de potenciais inibidores de protease dos flavivirus (LI et al.; 2005; GOUVEA et
al., 2007; ASSENBERG et al., 2009; XU et al., 2012).

A proteina NS3 (69 kDa) € a segunda maior proteina dos flavivirus e também
a segunda mais conservada entre os membros deste género e desempenha um
papel essencial no processamento da poliproteina e replicacdo do RNA viral. A NS3

€ uma proteina multifuncional composta por um dominio serino protease
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quimotripsina-like na por¢cdo N-terminal, um dominio RNA trifosfatase envolvida com
0 processo de capeamento do RNA viral e um dominio RNA helicase com atividade
nucleosideo trifosfatase (NTPase), ambos na porcdo C-terminal da proteina
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Além das atividades enzimaticas, a proteina
NS3 tem sido implicada na formacgéao do envelope viral (YAMSHCHIKOV;COMPANS,
1995) e montagem da particula viral (LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003). Durante a
infeccdo na célula hospedeira, a NS3 encontra-se associada as membranas
intracelulares, associacdo que ocorre provavelmente via interagcdo com a proteina
transmembrana NS2B, que atua como co-fator enzimatico da protease viral (LEUNG
et al., 2001; LUO et al., 2010).

O dominio RNA helicase/NTPase da NS3 (aproximadamente 450
aminoacidos) apresenta significante homologia com membros da subfamilia DExH-
box de RNA helicases (assim denominada pela sequéncia consenso do motivo II,
também conhecido como motivo Walker B) da superfamilia 2 das helicase (SF2)
(CHOW; SEAH; CHAN 1993; KADARE; HAENNI, 1997). A proteina apresenta sete
motivos conservados (I, la, Il, lll, IV, V e VI) organizados em um arranjo
tridimensional no cerne da proteina que contribuem, durante a replicacdo viral, para
a ligacao e hidrolise de ATP, bem como, para a ligacdo e separacao da dupla fita de
RNA (dsRNA) na direcdo 3' -5’ (Figura 1.5) (XU et al., 2005). As proteinas da familia
DExH geralmente atuam como translocases dependente de ATP e requerem uma
regido de simples fita de DNA ou RNA para promover o deslocamento das fitas
pareadas e, eventualmente, de proteinas associadas (STEIMER; KLOSTERMEIER,
2012). Ao contrario de outros membros da SF2, a NS3 é composta por trés
dominios: dois dominios globulares RecA-like; dominios 1 (residuos 181-326) e 2
(residuos 327-481), caracteristico da familia das helicase, e um terceiro dominio a
hélice (residuos 482-618) (Figura 1.5). O dominio 3, embora ndo apresente motivos
canbnicos, medeia importantes interacdes com o substrato de RNA, proteinas virais
e da célula hospedeira. Como referido, o sitio de acesso ao RNA na fenda da
proteina esta localizado entre a a-hélice 2 do dominio Il, o B-harpin saliente do
dominio Il e a a-hélice hélice 6 do dominio Il (XU et al, 2005). Embora estudos
recentes tenham revelado detalhes sobre mudancas conformacionais da proteina na
presenca e auséncia de substratos e a determinacdo de alguns potenciais alvos de
interacdo (NOBLE et al, 2012; YIN et al., 2006; DENG et al., 2012), pouco se
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conhece sobre os mecanismos fisiolégicos envolvidos na replicacdo e montagem da

particula viral.
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Figura 1.5 - Representacao da arquitetura e motivos conservados da proteina NS3 DExH
helicase dos flavivirus . A. Organizacdo da poliproteina viral; destaque para os sete motivos
conservados do dominio helicase. B. Motivos conservados da proteina. Os sete motivos
medeiam a ligacdo e a hidrdlise de ATP e ligagdo ao RNA, necessarios para o ciclo de
atividade helicase. C. Estrutura cristal do complexo NS3 helicase de HCV e DNA fita simples
(GU; RICE, 2010). Em B e C os dominios |, Il e lll da proteina estédo representados nas cores
rosa, roxo e azul, respectivamente. Adaptado de Rocak; Linder (2004).

A regido N-terminal da proteina NS3 (entre os residuos 160 e 185) é
partilhada por duas atividades enzimaticas distintas, a protease e helicase/NTPase
(LI, 1999). Conforme mencionado anteriormente, a atividade catalitica de protease
da NS3 requer a formacdo de um complexo ndo covalente com o segmento
hidrofilico central (47 residuos) do cofator NS2B (FALGOUT et al., 1991). A serino
protease viral é responsavel por clivagens em cis e em trans da poliproteina viral nas
juncdes NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, e NS4B/NS5 (GORBALENYA et al.,
1989). Clivagens adicionais internas nas proteinas C, NS2A, NS4A e na prépria NS3
estdo descritas na literatura (VALLE; FALGOUT, 1998). A protease do DENV
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apresenta uma triade catalitica composta pelos aminoacidos His51, Asp75 e Serl35
(CHAMBERS et al., 1990) e tem preferéncia por substratos contendo aminoacidos
basicos (Arg ou Lys) nas posicdes P1 e P2, seguidos por aminoacidos de cadeia
lateral pequena (Gly, Ser, or Ala) na posicdo Pl (WESTAWAY et al., 2003). A
protease cliva no sitio P2P1|P1".

A NS3 helicase dos flavivirus também exibe atividade de RNA trifosfatase
(RTPase) que catalisa a clivagem do y-p fosfato do RNA 5’ trifosforilado, que
constitui a primeira das trés reacgfes enzimaticas de capeamento do RNA viral.
Estudos sugerem que a RTPase requer o motivo Walker B do nucleo catalitico
helicase/NTPase para a hidrélise da ligacao fosfodiéster (BENARROCH et al., 2004)

A proteina NS5 é uma proteina de 105 kDa com atividade de RNA
guanililtransferase, metiltransferase (MTAse) e RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), requeridas para o capeamento e sintese do genoma viral, respectivamente.
A proteina NS5 apresenta residuos de aminoacidos altamente conservados (320 a
368) implicados na interagdo com a proteina NS3 e com proteinas importinas e
exportinas (JOHANSSON et al., 2001; PRYOR et al., 2007). No entanto, o papel da
NS5 no nucleo é ainda desconhecido.

Alguns estudos utilizando metodologias high-throughput tém sugerido uma
série de possiveis interacdes entre proteinas da célula hospedeira e as proteinas
NS5 e NS3, evidenciando o papel destas proteinas na replicagdo e maturacéo viral,
na interagdo com proteinas de trafico intracelular de vesiculas, na evasdo da
resposta imune e interferéncia na homeostase celular em beneficio da replicacéo do
genoma viral (LE BRETON et al., 2011; AMIT et al., 2009; MORRISON et al., 2012).

1.4.3 Ciclo de replicacao viral

No hospedeiro humano o DENV pode infectar produtivamente uma grande
variedade de células, tais como mondcitos, macréfagos, linfocitos B e T, células
dendriticas (DCs), células endoteliais, hepatdcitos e células neuronais, além de uma
numerosa quantidade de linhagens celulares utilizadas para propagacao viral.

As DCs imaturas e as células de Langerhans (LCs), residentes na epiderme,
apresentam moléculas de superficie celular que séo reconhecidas pela proteina E

do DENV, tal como a molécula ndo integrina captadora da molécula de adesédo
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intercelular 3 especifica de DC (do inglés dendritic cell-specific intracellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin, DC-SING), e constituem alvos potencias para a
infeccéo inicial no hospedeiro humano (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; LOZACH
et al., 2005). Além desses, outros possiveis receptores em células de mamiferos
foram descritos, como heparan sulfato, proteinas de choque térmico 70 (heat shock
protein 70, HSP70) e 90 (heat shock protein 90, HSP90), GRP78/BiP, CD14,
receptor de 37/67 kDa de alta afinidade pela laminina, receptor de manose, L-SIGN
(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; ALEN; SCHOLS, 2012)

A interacdo da glicoproteina E do DENV com o receptor da célula hospedeira
favorece a internalizacao da particula viral por endocitose mediada por receptores. A
acidificacdo dos endossomos induz uma mudanca conformacional irreversivel na
proteina E, resultando na fusdo de membranas endossomais e virais, seguida pela
libertacdo do nucleocapsideo no citoplasma. Logo apds ter sido liberado no
citoplasma, o nucleocapsideo é desmontado e o RNA viral € imediatamente
traduzido em uma poliproteina de aproximadamente 3.400 aminoacidos.

O genoma infeccioso do DENV carrega em sua extremidade 5 uma estrutura
em cap que garante a estabilidade e eficiéncia da traduc&o. O processo de traducéo
ocorre via reconhecimento da estrutura em cap (5" m7GpppG) do RNA viral pelo
fator celular elF4E, o qual recruta os mesmos fatores celulares envolvidos na
formacao do complexo ribossomal e iniciacdo da traducdo dos mMRNA (PARANJAPE;
HARRIS, 2010). Adicionalmente, a estrutura conservada em harpin na regido do
capsideo (cHP) direciona a selecdo do sitio de iniciacdo da traducdo em células
humanas e de mosquito, aumentando a eficiéncia da iniciacdo da traducdo do RNA
viral (CLYDE; HARRIS, 2008).

As reacfes enzimaticas envolvidas nos processos de replicacdo e traducao
do genoma viral sdo catalisadas pelas proteinas multifuncionais multidominios NS3
e NS5 em associacdo com as outras proteinas virais NS, importantes para o
ancoramento do complexo replicativo (CR). Fatores celulares interagem com o0s
elementos do RNA dos flavivirus para regular a traducdo e a replicacdo e, assim,
determinar a extensao da infectividade na célula hospedeira. Alguns desses fatores
foram recentemente identificados em células de mamiferos e de insetos, tal como o
fator de iniciacdo eucaridtica 1A (elF1A), a proteina de ligacao ao trato polipirimidina

(PTB), proteina de ligacdo Y-box 1 (YB-1), as ribonucleoproteinas nucleares
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heterogéneas (hnRNP Al, hnRNP A2/B1 and hnRNP Q), o autoantigeno (La),
calreticulina e o antigeno intracelular da célula T 1 (TIA-1) e a proteina relacionada
(TIAR) (PARANJAPE; HARRIS, 2010; ALCARAZ-ESTRADA; YOCUPICIO-
MONROY; DEL ANGEL, 2010). A interacdo esquematica desses fatores com as
estruturas conservadas dos RNAs dos flavivirus e com as proteinas NS3 e NS5
estdo representadas na figura 1.6. Embora os fatores mencionados estejam
envolvidos em uma série de processos celulares, tais como splicing, transcricéo,
trafego de RNA e traducédo, o papel dessas proteinas no ciclo de vida do virus néo

estd completamente caracterizado.
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Figura 1.6 - Interacdo das proteinas virais e da cé lula
hospedeira com as regiées ndo traduzidas do genoma (do
inglés, untranslated region - UTRs) dos DENVs . Os fatores
em azul tém papel demonstrado ou postulado na sintese de
RNA. Os fatores em vermelho apresentam papel definido ou
hipotético na regulagdo da traducéo. Os fatores marcados em
verde interagem com a 3'UTR da fita negativa, causando a
inibicdo da tradugédo (a) Proteinas virais e da célula hospedeira
que interagem com a regido 5’'UTR dos DENVs. A NS5 interage
com o stem-loop A (SLA) da 5’UTR e com a NS3. La interage
com a 5'UTR e com as proteinas NS3 e NS5. (b) Proteinas
virais e da célula hospedeira que interagem com a regido
3'UTR dos DENVs. YB-1 associa-se com o loop 3'SL. eEF1A
provavelmente interage com as protuberancias da regido 3’ SL.
PABP interage com a regido a montante do 3'SL. La, hnRNPs
Al, A2/B1 e Q ligam-se a regides ndo determinadas da 3'UTR
dos DENVs. Adaptado de Paranjape; Harris (2010).
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A replicacdo do RNA dos flavivirus € iniciada na regidao 3' UTR do genoma
pelo mecanismo de replicacdo semiconservativa assimétrica, com a dupla fita
intermediaria contendo o RNA molde e o RNA genbmico nascente (CLEAVES;
RYAN; SCHLESINGER, 1981). A sintese do RNA é um ponto critico para a
propagacéo viral e a dindmica interacdo entre elementos cis, principalmente as
sequéncias regulatérias localizadas nas regides 3’ e 5" UTR, elementos em trans,
constituido por fatores virais e da célula hospedeira, e um microambiente vesicular
localizado no RE garantem o sucesso da replicacao viral. Diferentemente dos outros
virus de RNA de polaridade positiva, a ciclizacdo do genoma dos flavivirus é
mediada pelas sequéncias conservadas de ciclizacdo (CS), SLA e regido AUG
upstream (UAR), localizadas nas regides 5 e 3 UTRs do genoma viral, sem a
necessidade de proteinas acessorias. O uso de sistemas de replicons subgenémicos
do DENV e mutacdes sitio dirigidas nas regides CS, UAR e SLA demonstram que a
ciclizacdo do RNA é importante para a replicacdo, mas ndo é requerida para o
processo de traducdo do genoma viral (LODEIRO; FILOMATORI; GAMARNIK, 2009;
ALVAREZ et al., 2005).

A particula viral € montada nas membranas do RE, quando novas proteinas e
o RNA genbdmico, recentemente sintetizado, sdo originados no limen do RE. No
complexo de Golgi (CG), ocorre a N-glicosilagdo de residuos de aminoacidos das
proteinas E (posicdes 67 e 153), prM (posicdes 7, 31 e 52) e NS1 (posi¢des 130 e
207), a clivagem dos peptideos pr e M, a dissociacdo do heterotrimero e a
conversdo da particula viral imatura em particula viral infecciosa madura
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). As particulas infecciosas e
subvirais resultantes sao liberadas da célula hospedeira por exocitose, tornando-se
aptas a interagir com uma nova ceélula hospedeira (MUKHOPADHYAY et al., 2005).

A replicacdo, a traducdo e a montagem da particula viral ocorrem em
associacdo com as membranas do RE, em microambientes vesiculares. Todos os
componentes requeridos para 0s processos de sintese e montagem da particula
viral sdo recrutados para estes compartimentos, tornando o processo mais eficiente.
A eficiéncia dos processos de adsorcdo, desnudamento, replicacdo, traducdo e
exocitose € determinante para a infectividade do virus. Os flavivirus utilizam uma

série de mecanismos para facilitar a competéncia viral, incluindo as estruturas
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especializadas nas regifes 3’ e 5 UTR e 0 mecanismo de compartimentalizagéo do
CR, que desempenham um papel essencial na traducéo/replicacdo e protecdo do

RNA viral contra a degradacao por RNA exonucleases enddgenas.

1.4.4 Proteina multifuncional NS3

A sintese da poliproteina dos flavivirus e o processamento desta proteina
precursora sdo completados nas membranas do RE da célula hospedeira. O
processo de clivagem da poliproteina viral em 10 proteinas funcionais inclui a
combinacdo de proteases celulares (signalases e furinas) e o complexo
heterodimérico codificado pelo virus (NS2B/NS3). A acuracia deste processo € de
fundamental importancia para replicacdo e producdo de particulas virais na célula
hospedeira.

A NS3 apresenta varias atividades cataliticas em uma Unica cadeia
polipeptidica. O motivo funcional desse arranjo estrutural e a interrelacdo entre as
atividades cataliticas dos dominios individuais de helicase ndo estdo completamente
entendidos. Alguns estudos demonstraram que a porcdo total da proteina NS3
recombinante (619 residuos de aminoacidos), com ou sem o dominio cofator da
NS2B, exibem maior atividade catalitica de RNA helicase in vitro (~ 30 vezes maior)
gquando comparado com o dominio helicase C-terminal truncado da NS3 (441
aminoacidos), indicando que o dominio protease pode influenciar nas atividades
enzimaticas de helicase da proteina (WU et al., 2005; LUO et al., 2008). Luo et al.,
2008 sugerem que residuos basicos presentes na superficie do dominio protease da
NS3 (NS3,,) poderiam modular a atividade de RNA helicase por aumentar a
afinidade por nucleotideos e participar da ligagdo ao RNA. Os dominios helicase e
protease estdo conectados por um linker flexivel de 20 residuos de amino&cidos
localizados entre as posicoes 160 e 180 da NS3. Essa regido apresenta um papel
importante na associacdo entre os dois dominios da proteina (LI et al., 1999).
Mutacbes que alteram a flexibilidade desta regido tém sido implicadas com
alteracdes de funcionalidade da proteina (LUO et al., 2010).

A proteina NS3 juntamente com a proteina NS5 apresenta papel crucial no
ciclo replicativo viral. Essas proteinas interagem entre si e com outras proteinas

virais e da célula hospedeira para formar o complexo replicativo viral (Figura 1.7)
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(CHAMBERS; MONATH, 2003). Alguns estudos descrevem que a interagdo da
proteina NS3 com outras proteinas virais pode favorecer as atividades enzimaticas
da proteina. Yon et al (2005) demonstraram que a interacdo NS3/NS5 estimula a
atividade NTPase e RTPase da NS3 in vitro. A regido de interacdo com o dominio
RARp da proteina NS5 mapeia nos subdominios 2 e 3 do dominio helicase da
proteina NS3 (JOHANSSON et al., 2001). Umareddy et al. (2006) demonstraram que
a proteina NS4B € capaz de dissociar a NS3 do RNA simples fita e
consequentemente aumentar a atividade helicase in vitro. Esses dados suportam a
ideia de que o complexo heterodimérico NS3/NS5 e NS3/NS4B é uma unidade

funcional envolvida na dissociacdo da dupla fita de RNA durante a replicacéo viral.
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genoma de RNA, assume-se que a NS3 liga-se ao produto N-terminal da NS5
enquanto os outros produtos clivados (NS1, NS2A e NS4A) movem-se para
os sitios indicados. Passo 2: A montagem do RC inicia na por¢cdo 3'UTR
através da ligacao da NS2A, provavelmente no stem loop conservado ao qual
também se ligam a NS3 e a NS5. O complexo permanece ligado ao RNA fita
positiva e é transportado para o sitio de replicacdo na membrana do RE pela
afinidade dos residuos hidrofébicos da NS2A interagirem com a proteina
transmembrana NS4B (mostrada na forma de dimero). As por¢des hidrofilicas
da NS4B interagem com o dominio dimérico da NS1 no limen do RE. Passo
3: Apos a formagdo do RC (NS1, NS3, NS5, NS2A e NS4A) o domino RdRp
da NS5 liga ao RNA molde circularizado via interacdes com as CS localizadas
proximas ao aos stem loops das regiées 5’ e 3'UTR. Passo 4. O RC comecga
a transcrever o RNA polaridade(+) positiva em RNA polaridade negativa (-). A
RF (forma replicativa) € formado apés a finalizacdo da transcricdo por
pareamento de bases da nova cadeia de RNA (-) e o RNA molde (+). Passo
5: O RF liberado se religa ao RC para servir como molde. Passo 6: A forma
replicativa intermediaria (RI) é formada assim que que o RC inicia a sintese
de RNA (+) pela replicacdo semiconservativa e assimétrica. O RNA molde
move-se pelo RC enquanto o RNA (+) nascente desloca o0 RNA (+)
preexistente. Passo 7. O RNA (+) deslocado é o cap (M7GpppN) é
adicionado pela atividade enzimatica da NS3 (RNA trifosfatase) e NS5
(guanilil transferase e metil transferase), possivelmente enquanto ainda
associado ao RC. O RF livre é reciclado através do RC associado as
membranas (na infeccdo tardia ocorre dentro das vesiculas induzidas pela
infeccao viral). Passo 8: O RNA capeado é montado montado para formar o
virion ou ligado ao ribossomo e entdo todo o ciclo pode ser repetido).
Adaptado de Chambers; Monath, 2003.

Apesar da interacdo entre as proteinas virais NS1, NS2B, NS4B, NS5 com
NS3 ser descrita (KAPOOR et al., 1995; WESTAWAY;MACKENZIE; KHROMYKH,
2003; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007), apenas o complexo NS2B/NS3 dos
flavivirus foi caracterizado estruturalmente (ERBEL et al, 2006; ASSENBERG et al.,
2009). A resolucdo tridimensional da estrutura da NS3 do DENV-4 a 3.15A e
determinacao de seu envelope por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)
sugere que a NS3 é uma molécula estendida com o dominio protease espacialmente
orientada ao topo dos dominios | e Il do dominio helicase (LUO et al.,, 2008). A
analise estrutural do complexo NS2BNS3 mostra que os residuos 51 a 57 da NS2B
dos flavivirus s@o importantes para estabilizacdo da estrutura do cerne do dominio
protease (ERBEL et al., 2006). Outra regido de significativa importancia, descrita por
estudos de mutagénese sitio dirigida, compreende os residuos 67 a 80 do co-fator
NS2B (NIYOMRATTANAKIT et al.,, 2004); essa regido forma uma estrutura em g-
harpin que insere-se entre as 810 e 14 da NS3pro e desempenha um importante
papel na ativagédo estrutural da protease do DENV (LUO et al., 2008; NOBLE et al.,
2012). Além disso, a estrutura tridimensional da NS2BNS3 dos flavivirus

complexada a substratos sintéticos de RNA ou DNA possibilitou a identificacdo do
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sitio de ligacdo aos &acidos nucleicos. O dominio de ligacao esta situado entre a alfa-
hélice 2 do dominio Il, o B-harpin que emerge do dominio Il e a alfa-hélice do
dominio 1lI, localizado a 30 A do sitio de ligacdo ao ATP. No entanto, essa interagéo
nao é determinada pela sequéncia de base especifica (LUO et al., 2008). Ensaios
bioquimicos in vitro demonstraram que uma regido de cadeia simples no substrato
de RNA ou cadeia dupla no DNA é requerida para a Otima atividade helicase dos
flavivirus (TACKETT et al., 2005) e que mutacdes no motivo **RKRK da NS3
impedem a ligagdo da proteina com o substrato (YON et al., 2005). Os dados
sugerem que a presenca do motivo carregado (***RKRK) na NS3hel desempenha
um papel essencial no reconhecimento da regido de fita simples do substrato, antes
de mover-se ao longo da cadeia de acido nucléico e desestabilizar a forquilha de
ss/dsRNA ou ss/dsDNA.

Estudos recentes evidenciaram que as proteinas da familia DExH-box além
de utilizarem a energia derivada dos nucleotideos trifosfatados (NTP) para promover
a abertura do duplex de RNA podem também utilizar esta energia para dissociar os
complexos RNA-proteina, atuando como translocase (DING; PYLE 2012). Esta
propriedade foi recentemente demonstrada em membros da familia Flaviviridae
(APPLEBY et al., 2011). Gu e Rice (2010) demonstraram que a desestabilizacédo da
fita simples de DNA (ssDNA) e da fita dupla de DNA (dsDNA) é primeiramente
mediada pelo movimento da proteina NS3 de HCV, indicando que esta proteina
pode atuar como uma ssDNA ou ssRNA translocase.

A trans clivagem in vivo pelo complexo NS2BNS3 é limitada exclusivamente
as proteinas NS localizadas no lado citosolico da membrana do RE (LINDENBACH,;
THIEL; RICE, 2007). Atualmente ha uma série de evidéncias de que o complexo
NS2BNS3 dos flavivirus pode catalisar a clivagem de proteinas do hospedeiro que
contém a sequéncia de clivagem classica, tal como IPS-1 (do inglés, Interferon-beta
promoter stimulator) (LOO et al.,, 2006), TRIF (do inglés, TIR-domain-containing
adaptor-inducing interferon-g) (LI et al., 2005) e STING (do inglés, stimulator of the
interferon gene) (AGUIRRE et al., 2012) e desenvolver um mecanismo de evasao da
resposta imunologica.

Interessantemente, estudos recentes tém demonstrado o envolvimento da
proteina NS3 dos flavivirus na morfogénese viral, via mecanismos que sao
independentes da atividade catalitica da proteina (PIJLMAN; KONDRATIEVA;
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KHROMYKH, 2006; CARPP; GALLER; BONALDO, 2011). Além disso, as
propriedades biologicas da proteina NS3 e a capacidade de elicitar resposta
imunoldgica celular em macacos rhesus indianos (MLADINICH et al., 2012) e em
primatas humanos infectados com o DENV (DUANGCHINDA et al., 2010) faz desta
proteina um bom alvo para terapias antivirais e desenvolvimento de vacinas
(WICHAPONG et al., 2010; FRIMAYANTI et al., 2011).

Alguns estudos demonstram que durante a infeccao viral em células humanas
a resposta das células T, CD4+ e CD8+ é dirigida principalmente ao reconhecimento
de epitopos da proteina NS3 do DENV presente na superficie das células infectadas
via 0 complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (ROTHMAN, 2011) (Figura
1.8). O mapeamento de epitopos reativos do DENV em células CD4+ e CD8+
sugere que juntamente com a proteina E (368 epitopos), a proteina NS3 (103
epitopos) constitui um dos maiores alvos da resposta imune contra o virus
(VAUGHAN et al., 2010). A caracterizacdo de epitopos de reatividade distinta pode
auxiliar no entendimento sobre os mecanismos envolvidos na imunidade protetora

ou patoldgica e também para o desenvolvimento de vacinas.
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A proteina NS3 localiza-se exclusivamente dentro das células infectadas, mas
devido a lise celular ocasionada por efeito citopatico viral (CPE) ou lise celular
imunomediada pode tornar essas proteinas acessiveis a ligacdo de receptores das
células B. Anticorpos monoclonais neutralizantes contra epitpos especificos da
proteina NS3 do DENV-2 tem sido caracterizado e utilizado para imunizar

eficientemente camundongos da linhagem BALB/c (TIAN et al., 2013).

1.5 Adoenca e a resposta imunologica frente ainf ~ eccéo pelo DENV

A infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode resultar em
um espectro de doenca que varia desde uma febre indiferenciada a hemorragias
potencialmente fatais. Embora a maioria dos casos de infeccdo pelo DENV seja
assintomatica ou resulte em formas mais brandas da doenca, denominada de febre
classica da dengue (FD), um grande numero de pacientes (cerca de 1% dos casos)
apresenta manifestacées clinicas mais severas que podem resultar na febre
hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque da dengue (SCD) (ROTHMAN,;
ENNIS, 1999; KUNO, 2003). A FD é uma doenca febril aguda com duracdo de 3 a 7
dias, geralmente acompanhada por cefaléia e mialgias debilitantes e, muitas vezes,
por exantema maculopapular. Interessantemente, essas caracteristicas deram
origem ao nome de "febre quebra-ossos" adotado até a década de 1900 (RIGAU-
PEREZ, 1998), quando a etiologia da dengue foi evidenciada por Ashuburn e Craig
em 1907. A FHD representa a manifestacéo clinica grave da infeccdo pelo DENV.
Os sintomas observados no curso inicial da infeccdo assemelham-se aos da DF,
entretanto, a doenca caracteriza-se por hemorragias diversas (que incluem
petéquias, purpuras e equimoses), trombocitopenia e extravasamento de plasma,
que é atribuido ao aumento da permeabilidade vascular e manifestado por valores
elevados de hematdcrito, hipoproteinemia ou efusdo no interior das cavidades
serosas (ROTHMAN, 1999; MALAVIGE et al., 2004).

O extravasamento de plasma observado em pacientes infectados com o
DENV é mediado principalmente pela exacerbada producdo de citocinas e
guimiocinas que causam danos nas células endoteliais. Diversos desses mediadores

celulares tém sido associados com a severidade da doenca, especialmente em
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pacientes com FHD/SCD. Citocinas, tal como o fator de necrose tumoral a (TNF-q),
podem desempenhar um papel na patogénese durante o curso da infeccdo do
DENV, causando disfuncédo das células endoteliais (MANGADA et al., 2002; DE-
OLIVEIRA-PINTO et al., 2012) e em DCs derivadas de mondcitos humanos (mdDCs)
(SILVEIRA et al., 2011). Interferon tipo | e Il (IFN-a, IFN-B, and IFN-y) também
desempenham um papel critico na resposta do hospedeiro contra o0 DENV através
da inducdo de uma série de genes com funcdes antivirais que podem afetar varios
aspectos do ciclo do virus. No entanto, enquanto algumas respostas a IFN séo
protetoras, outras podem exercer efeitos na gravidade da doenca no hospedeiro
humano (LONG et al.,, 2009). Além disso, uma modulacdo negativa do IFN tipo |
poderia, por exemplo, causar 0 aumento da viremia associada com a gravidade da
doenca. De acordo com Chaturvedi et al. (1999), os niveis séricos de TNF-a. IL-2,
IL-6 e IFN-y encontram-se elevados nos trés primeiros dias da doenca, enquanto
que os niveis de IL-10, IL-5 e IL-4 tendem a subir mais tardiamente. Bozza et al.
(2008) avaliaram o padrédo de citocinas presente no plasma de pacientes com
diferentes apresentacgdes clinicas de dengue e verificaram que IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-
6, IL-13, IL-7 e GM-CSF eram significativamente mais expressos em pacientes com
manifestacdes severas (FHD/SCC) do que naqueles que apresentavam as formas
mais brandas da doenca. No entanto, ndo existe ainda um consenso sobre as
citocinas predominantemente produzidas em casos de FD e em casos graves de
FHD (MALAVIGE et al., 2004; KING et al., 2000). Um maior nimero de estudos
epidemioldgicos envolvendo pacientes com graus distintos de severidade da doenca
SA0 necessarios para que se possa supor uma correlacdo entre nivel de citocinas e
quimiocinas com gravidade da infeccdo e, assim, talvez poder utilizar esses
mediadores celulares como biomarcadores.

Em casos leves a moderados, os sinais e sintomas da infeccao pelo DENV
desaparecem logo apos o cessar da febre. No entanto, quando o quadro é mais
grave pode haver faléncia de érgdos e comprometimento do sistema circulatorio,
podendo progredir rapidamente para o SCD (GUBLER, 1998). Nenhuma das
caracteristicas citadas acima é suficientemente especifica para o diagndstico clinico
preciso da dengue. Portanto, o suporte laboratorial € de fundamental importancia
para a deteccdo de anticorpos IgM ou do virus no soro de pacientes durante a fase

aguda da doenca. Comumente as técnicas de ELISA (do inglés, Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay), RT-PCR ou isolamento viral s&o empregadas. Além desses,
o kit para deteccao de proteina NS1 circulante no soro de pacientes esta disponivel
comercialmente e pode ser utilizado para o diagnostico precoce de infeccdo pelo
DENV. A proteina NS1 é altamente conservada e o aumento dos niveis de NS1
soltvel no soro de pacientes infectados com o DENV correlaciona-se com 0s niveis
de viremia e gravidade da doenca, podendo ser utilizado como preditor de FHD
(LIBRATY et al., 2002).

Recentemente a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reviu o esquema de
classificagcdo da doenca, adicionando eventos antes considerados raros na infec¢ao
pelo DENV, tais como complicacfes cardiacas, hepaticas e neuroldgicas, descritas
com relativa frequéncia nos casos de FD e FHD (OEHLER; LE HENAFF;
GHAWCHE, 2012). O numero de casos de dengue com complicagbes (DCC) tem
aumentado significativamente nos ultimos anos, especialmente no Brasil (Figura
1.9). Dentre as complicacbes observadas, as manifestacdes neurolégicas tém
apresentado consideravel relevancia nos casos de infeccéo pelo DENV (prevaléncia
de 0,5% a 6,2% dos casos de dengue) (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; OEHLER;
LE HENAFF; GHAWCHE, 2012). As complicagdes neuroldgicas ocasionadas pela
infeccdo de qualquer um dos sorotipos do DENV incluem encefalite, encefalomielite
disseminada aguda, mielite transversa, neurite e sindrome de Guillain. A
fisiopatologia da dengue neuroldgica pode decorrer tanto da infeccao direta do virus
no tecido nervoso quanto da exacerbada resposta imune, estabelecida durante a
infeccdo (CHIEN et al. 2008; DOMINGUES et al. 2008; VARATHARAJ, 2010).
Embora o DENV néo seja, geralmente, considerado neuroinvasivo, ha uma série de
evidéncias que indicam que, tal como outros membros do género Flavivirus
(meningomielo-encefalite, Chikungunya, virus da encefalite japonesa (JEV, do inglés
japanese encephalitis virus), virus do oeste do Nilo (WNV, do inglés West Nile virus),
o DENV pode causar encefalite por invasao direta no sistema nervoso central (SNC).
A identificacdo de RNA e de antigeno viral no SNC de casos fatais de dengue
(MIAGOSTOVICH et al., 1997; SOARES et al., 2010; RAMOS et al., 1998), bem
como, a identificacdo de anticorpos intratecal no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(MISRA et al., 2006; ARAUJO et al., 2012) suportam esta ideia. Numerosos fatores
tém sido associados com a gravidade da doenca, incluindo a cepa do virus
infectante e o estado imunolégico do hospedeiro (KYLE; HARRIS, 2008; RICO-



54

HESSE et al.,, 1997; MANGADA; IGARASHI, 1998; LEITMEYER et al., 1999,
DUARTE DOS SANTOS et al.,, 2000). Mas apesar dos recentes avancos ho
conhecimento da biologia molecular do DENV, a contribuicio de cada fator
envolvido no desenvolvimento das formas graves da doenca permanece
indeterminada, principalmente pela falta de um modelo animal que reflita a doenca

de forma similar ao homem.
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Figura 1.9 — Numero de casos graves de dengue reportados no Bras il entre os anos de

1999 e 2011. As barras em rosa indicam o nimero de casos de dengue com complicacbes. A
linha azul indica o nimero de 6bitos em decorréncia de complicacées da doenca. (Dados
obtidos do Ministério da Saude, 2012).

Primatas ndo humanos podem sustentar a replicacdo do DENV e desenvolver
uma resposta imune relevante, porém nao constituem bons modelos de infec¢ao por
ndo manifestarem sintomas da doenca (SCHERER et al., 1978). Durante a ultima
década, grandes avancos tém sido feitos quanto ao desenvolvimento de novas
linhagens de camundongos, na tentativa de reproduzir o sistema imunologico
humano. Embora os modelos de infeccdo do DENV in vivo apresentem algumas
limitagbes, como o fato da infeccdo pelo DENV né&o reproduzir completamente o0s
sinais clinicos observados em humanos, (COLE; WISSEMAN 1969; MCMINN, 1997;
YAUCH; SHRESTA 2008), estes modelos de infeccdo apresentam valor cientifico,
principalmente, por possibilitar o entendimento da complexidade da doenca, além de
constituir importantes ferramentas para o estudo de desenvolvimento de vacinas e

antivirais.
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Devido a falta de um modelo animal adequado para se estudar a
imunopatologia da dengue, a maioria dos estudos tém sido realizados utilizando
amostras de individuos naturalmente infectados e culturas primarias de células
humanas. Em uma infeccdo natural, o principal alvo da infec¢cdo sdo os mondcitos
do sangue e os macrofagos teciduais (SCOTT et al.,, 1980). No entanto, as DCs
mieldides que residem na epiderme e derme sao as células do sistema imune inato
que inicialmente interagem com o DENV apés a picada do mosquito infectado (WU
et al., 2000). As DCs possuem um papel critico na interagdo entre a resposta imune
inata e adaptativa, fagocitando antigenos e apresentando-os para linfécitos, sendo
capazes de induzir tolerancia ou potentes respostas imunes adaptativas. A
capacidade das DCs em montar a resposta imune adaptativa durante a infeccao viral
€ mediada em grande parte pela sua maturacdo e estado de ativacdo, tal como
determinado pela expressao superficial de moléculas de HLA, as moléculas co-
estimuladoras, e producéo de citocinas. Esta propriedade faz com que as DCs sejam
alvo de interesse para a investigacdo de fatores produzidos durante a infec¢ao pelo
DENV, possibilitando estudos de caracterizacdo genética, inducdo da resposta
imunolégica e caracterizagdo de marcadores moleculares que podem ser
correlacionados com o risco de desenvolvimento de formas mais graves da doenca
(LIBRATY et al., 2001; REIS et al., 2007).

1.6 Marcadores moleculares de viruléncia

A complexidade da patogenia da dengue esta atrelada a uma série de fatores
gue envolvem principalmente o perfil genético, co-morbidades pré-existentes,
resposta imunoldgica do hospedeiro a infeccdo, hiperendemicidade e fatores virais
(WHITEHORN; SIMMONS, 2011). Atualmente, o grande desafio consiste em
entender como esses fatores conspiram para ocasionar a variabilidade de
caracteristicas associada a doenca da dengue.

Duas teorias principais, as quais ndo sdo mutuamente excludentes, sao
frequentemente citadas para explicar a base da patogénese da FHD/SCD; uma
consiste na exacerbacao da resposta imune dependente de anticorpos (do inglés,
antibody-dependent enhancement — ADE) e a outra na viruléncia intrinseca do virus.

A teoria de ADE preconiza o aumento da gravidade da doenca mediada por
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anticorpos heterélogos pré-existentes contra o DENV, os quais sdo capazes de
reconhecer o virus infectante, porém incapazes de neutraliza-lo. Desta forma, a
internalizacdo do virus seria facilitada pelo reconhecimento da por¢cdo Fc da
imunoglobulina por receptores celulares presentes na membrana biolégica de
leucdcitos, especialmente macréfagos. Esta teoria inicialmente proposta por
Halstead em 1970 é confirmada por dados laboratoriais e epidemioldgicos
(HALSTEAD, 1988). No entanto, o fendbmeno de ADE nao explica a associacao de
casos graves da doenca e 6bitos decorrentes de infec¢des primarias. A hipotese que
determinantes virais desempenham um papel na viruléncia do DENV foi
primeiramente proposta por Barnes e Rosen (1974) durante uma epidemia
ocasionada pelo DENV-2 na ilha de Niue, no sul do oceano Pacifico. A epidemia,
associada com casos primarios de infec¢cdo pelo DENV, foi caracterizada por alta
incidéncia de manifestacdes hemorragicas da doenca e altas taxas de mortalidade.
Estudos epidemioldgicos e clinicos mais recentes corroboram fortemente o papel de
fatores virais associados com a patogénese da dengue (COLOGNA; ARMSTRONG;
RICO-HESSE, 2005; TUISKUNEN et al., 2011b).

O DENV esta completamente adaptado para se replicar em seres humanos e
mantém uma estreita relacdo com o hospedeiro vertebrado e o mosquito vetor. A
pressdo seletiva exercida sobre estes virus de genoma RNA (especialmente
polaridade positiva) e as altas taxas de erro da RdRp viral contribuem para aumentar
a variabilidade genética e, assim, culminar na selecdo de cepas mais virulentas com
maior potencial epidémico ou ainda selecionar cepas naturalmente atenuadas. A
expressao fenotipica desses determinantes virais pode impactar na viruléncia
através da modulacédo das propriedades biolégicas do virus, como tropismo celular
(capacidade de ligacao do virus a receptores celulares), eficiéncia de replicacdo e a
transmissibilidade.

Diversos trabalhos postulam que a presenca de uma unica substituicdo de
aminoacido no genoma dos flavivirus pode alterar a patogenicidade do virus in vivo
e in vitro. Grant et al. (2011) demonstraram que a alteracdo de aminoacido (Phe
para Leu) na posicdo 52 da proteina NS4B é capaz de abolir completamente a
patogenicidade do DENV-2 (cepa D2Y98P) em camundongos. Interessantemente, a
alteracdo do aminoacido Leu52Phe na proteina NS4B do DENV-2 (cepa TSVO01) é

capaz de causar neuroviruléncia em camundongos AG129, associada ao aumento
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da sintese de RNA viral. Liu et al., (2006) evidenciaram que uma Unica alteracdo de
aminoacido na posicao 30 da proteina NS2A (Ala/Pro) do WNV é capaz de reduzir
drasticamente o efeito da NS2B na inibicdo da via de sinalizacdo de IFN-a e ,
reduzindo deste modo, a viruléncia em modelo murino. Rodrigues-Roche et al.
(2011) identificaram em um estudo filogenético de evolucdo das cepas DENV-2
circulantes nas Américas uma mudanca na proteina NS1 (Thrl64Ser) do DENV-2,
correlacionada com o rapido aumento da gravidade da doenca. Os autores
hipotetizam que esta mutagéo conservada teria sido adquirida durante a epidemia de
FHD no ano de 1997 em Santiago de Cuba e estaria correlacionada com o aumento
do fitness viral.

Além das proteinas NS, alguns trabalhos descrevem que diferencas na
sequéncia de aminoacidos da proteina E poderia, por exemplo, explicar a baixa
patogenicidade da cepa do genétipo americano do DENV-2 (cepa PR152), circulante
nas Américas antes dos primeiros relatos de DHF, comparada com as cepas
Asidticas (P10-312 e D80-100) (PRYOR et al., 2001; COLOGNA; ARMSTRONG;
RICO-RESSE, 2005). Leitmeyer et al., (1999) propuseram que o aminoacido 390 na
glicoproteina E poderia ser um importante determinante para o desenvolvimento de
DHF. Sanchez e Ruiz (1996) demonstraram que alteracbes nesta posicao
(Asp390His), identificada em um isolado clinico de DENV-2 (cepa 200787) no
México, estava associada com aumento da viruléncia e tropismo celular em
camundongos imunocompetentes. Pryor et al. (2001) utilizaram um clone infeccioso
de DENV-2 e identificaram que uma unica mutacdo na posicao 390 da proteina E
era responsavel pelo menor poder infectivo das cepas Americanas (E390, Asp) em
macrofagos e DCs humanas quando comparada com as cepas Asiaticas (E390,
Asn).

Trabalhos recentes tém utilizado isolados clinicos do DENV para estudos de
caracterizagdo bioldgica in vitro e in vivo e correlacionar os efeitos observados com
a patogenicidade em humanos. Tuiskunen et al. (2011) demonstraram que isolados
de DENV-1 provenientes de pacientes com SCD infectam mais eficientemente
camundongos BALB/c e apresentam tropismo distinto quando comparado com
isolados de DENV-1 provenientes de pacientes com FD ou FHD. A caracterizacao
gendmica desses isolados clinicos permitiu a identificacdo de seis substituicbes de

aminoacidos nas proteinas E, M, NS1, NS3 e NS5, presentes unicamente no isolado
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de DENV-1 proveniente de um caso de SCD, que poderiam explicar o carater
neurotropico do virus, ruptura da barreira hematoencefalica e habilidade replicativa
em células do SNC de camundongos. Nogueira (2008) realizou um estudo de
caracterizacao biologica e genética de diferentes isolados de DENV-3 em contextos
epidémicos distintos provenientes de diferentes regibes do Brasil e Paraguai, dos
quais alguns casos foram associados com relatos de encefalite em pacientes com
sorologia positiva para dengue. Este trabalho permitiu a identificacdo de mutacdes
no genoma viral (C, E, NS1, NS2B, NS3, NS4A e NS5), possivelmente associadas
com as diferencas fenotipicas in vitro e in vivo observadas entre os diferentes
isolados clinicos.

O DENV tem sido associado a casos esporadicos de encefalite desde a
década de 60 (SARKAR et al., 1969) e, mais recentemente, um nimero crescente
de casos de infec¢do pelo DENV tem sido associado com desordens neurologicas,
especialmente no Brasil e na Asia (SUMARMO et al., 1978; PATEY et al., 1993;
MIAGOSTOVICH et al., 1997; SOLOMON et al., 2000; DOMINGUES et al., 2008;
JACKSON et al., 2008). No entanto, até 0 momento nenhum marcador molecular de
viruléncia foi atribuido diretamente a este evento em humanos. Dessa forma, com o
objetivo de estudar a neuropatologia da dengue, Després et al. (1998)
desenvolveram um modelo para selecionar variantes do DENV-1 altamente
neurovirulentas (FGA/NA dld e FGA/NA abc), por meio de seis passagens
sucessiva da cepa FGA/89 (isolado clinico de DF na Guiana Francesa em 1989) em
cérebro de camundongos suicos neonatos e em células de inseto AP61 (Aedes
pseudocutellaris). Os determinantes genéticos implicados na aquisicdo de um
fendtipo de neuroviruléncia foram mapeados na proteina E e no dominio helicase da
proteina NS3 (DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). Posteriormente, com o intuito
de confirmar o papel dessas mutacdes na aquisicdo de um fendtipo neurovirulento
em camundongos noés realizamos experimentos similares para adaptar o virus
FGA/89 através de passagem seriada em cérebro de camundongos suicos
neonatos, excluindo a etapa de infeccdo em cultura celular. ApGs a terceira
passagem, identificamos o aparecimento de mutacdes que se mantiveram até a
sexta passagem do virus no SNC de camundongos, dando origem a cepa
neurovirulenta FGA/NA P6. Interessantemente, a nova variante neuroadaptada

apresentou substituicbes de aminoacidos que, embora ndo idénticas aquelas
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previamente identificadas nas variantes FGA/NA d1d e FGA/NA a5c, mapeavam nos
mesmos dominios das proteinas E e NS3 (Tabela 1.1 e Figura 1.10) e eram
potencialmente responsaveis pela aquisicdo de um fenotipo neurovirulento em
camundongos neonatos.

As mutacdes na proteina E (Es02 € Eaos) localizam fora do ectodominio da
proteina e encontram-se na primeira estrutura a-hélice (H1”®%) que antecede a
regido transmembrana da porcédo C-terminal da E. Como mencionado anteriormente,
esta regido parece estar envolvida na formacdo do homotrimero da proteina E
durante o processo de entrada do virus na célula hospedeira, na interacdo com a
proteina prM e outros dominios da proteina E, bem como, na formacao de particulas
virais e retencao intracelular (LIN et al., 2011). As mutac¢des nas posicoes NS3209,
NS3435 e NS3480 mapeiam nos dominios | e 1l do dominio helicase da proteina NS3
(NS3re) (XU et al.,, 2005). A porcdo C-terminal desta proteina (residuos de
aminoacidos 169-619) codifica para um dominio  multifuncional de
helicase/NTPase/RTPase e executa diversas atividades cataliticas afins, tais como
hidrolise de (poli)nucleotideos e de nucleotideos trifosfatados (NTP), envolvidas na
separacdo das cadeias de RNA nascentes e desenovelamento de estruturas
secundarias na regido 3'UTR, auxiliando na iniciagdo da replicacdo do RNA viral na
célula hospedeira. Além disso, a NS3 5’ RNA trifosfatase esta envolvida, juntamente
com a proteina NS5, no processo de capeamento do RNA viral (MATUSAN et al.,
2001).
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Figura 1.10 — Localizacdo das mutacdes nas proteina s E e NS3 no contexto do genoma
do DENV. (A) Representagdo do alinhamento da sequéncia de aminoéacidos da regido C-
terminal da proteina E do vBACDV1 (aminoacidos 333 a 495), mostrando as regides preditas
H1”*! e H2"*® da haste e os dominios TM1 e TM2 da ancora transmembrana. As setas
vermelhas indicam a posigdo das mutagées em estudo. (B) Representagdo diagramatica do
dominio helicase da proteina NS3 do DENV. A modelagem molecular foi baseada na estrutura
cristalografica de alta resolugcao do dominio helicase da proteina NS3 do virus DENV-2 (XU et
al., 2005). As mutagbes nas posicdes NS3,09, NS3450 € NS3435 estdo identificadas na cor
amarela. As cores rosa, azul e marrom representam os dominos I, Il e Ill, respectivamente.
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Tabela 1.1 - Painel das mutacdes dos DENV neuroadaptados e dos DENV provenientes dos clones
infecciosos de cDNA, contendo o subconjunto de mutagdes selecionadas nas proteinas

E e/ou NS3.
E 402 Phe Phe Leu Phe Leu Phe Phe Phe Phe Phe Leu Leu Leu
E 405 Thr lle Thr Thr Thr lle Thr Thr Thr lle Thr Thr Thr
NS3 209 Val Wal lle Val Wal Val lle Val Val Val lle Wal lle
NS3 435 Leu Ser Leu Leu Leu Leu Leu Ser Leu Ser Leu Leu Leu
NS3 480 Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu Ser Ser
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As mutacdes em estudo conferem ao DENV-1 maior habilidade replicativa e
maior producdo de progénie viral no SNC de camundongos, com consequente
aumento da resposta imunologica, danos no SNC e mortalidade dos animais
(BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007; BORBA et al., 2012). Bordignon et al.
(2008) avaliaram o perfil da expressao génica no tecido nervoso de camundongos
suicos infectados com o virus parental FGA/89 e a variante neurovirulenta FGA/NA
abc e verificaram a modulacdo na expressao de 148 genes envolvidos na via de
sinalizacdo por IFN, processamento e apresentacdo de antigenos, ativacdo do
complemento e via tipo-ubiqutinagéo. Esses resultados sugerem que a magnitude da
modulacdo da expressdo génica frente a infeccdo pelo DENV esta diretamente
relacionada com os fatores virais e pode culminar no desenvolvimento de doenca
neurolégica em modelo murino. No presente trabalho, nés combinamos as técnicas
de genética reversa, ensaios moleculares e bioquimicos para avaliar o papel das
mutacBes pontuais nas proteinas E e NS3 do DENV-1, selecionadas nos dois
estudos independentes de neuroadaptacdo do DENV-1 FGA/89 (DESPRES et al.
1998; BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007), na modulacao do fitness viral in
vivo, in vitro e ex vixo.

Muito se tem avancado na caracterizacdo molecular dos genomas virais de
dengue, porém, os dados de correlacdo genoma X gravidade da doenca séo
insuficientes para se relacionar determinadas substituicbes de aminoacidos
presentes em diferentes cepas do DENV com o fendétipo viral e ou aspectos clinicos.
Considerando as lacunas relacionadas a alguns aspectos da patogése da dengue,
estudos sobre a interacdo flavivirus-hospedeiro deverdo contribuir para a
identificacdo de biomarcadores de viruléncia assim como a modulagéo de genes do
hospedeiro em resposta a infeccéo.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Atualmente, o DENV é considerado o patogeno viral humano transmitido por
mosquitos mais importante em termos de distribuicdo geogréfica e incidéncia de
infeccdo em humanos, sendo responséavel pelas mais altas taxas de morbidade e
mortalidade entre os membros do género Flavivirus. Embora a dengue constitua um
dos principais problemas de saude publica no mundo, o combate a essa doenca
depende apenas do controle do mosquito vetor e da disponibilidade de servigos de
diagnéstico nas areas de transmissdo, ja que ndo existem drogas antivirais
disponiveis e nem uma vacina licenciada segura e efetiva contra a infec¢cdo pelo
virus da dengue.

Diversas cepas virais dos sorotipos 1, 2, 3 e 4 estdo circulando de forma
disseminada e hiperendémica nas Américas, 0 que aumenta 0 risco do
desenvolvimento de formas mais graves da doenca, seja pelo risco de infec¢des
sucessivas seja pelo potencial surgimento de cepas mais virulentas. As novas
apresentacdes clinicas da dengue com envolvimento neurolégico e visceral,
recentemente classificadas como DCC, além da FHD/SCD, trazem novos
guestionamentos sobre a patogénese da infeccdo e representam novos desafios
para o entendimento dessa complexa patologia. Apesar do crescente niamero de
individuos infectados e o grande numero de mortes notificadas a cada ano em
decorréncia da infeccdo pelo DENV, o entendimento das bases moleculares
envolvidas nessa grave patologia sao ainda pouco compreendidos.

A falta de um modelo animal que reflita as formas graves da doenca humana
€ um obstaculo para se estudar alguns aspectos da patogénese da dengue. Embora
com limitagbes, o modelo murino apresenta-se como uma alternativa para o estudo
de determinantes virais implicados na patofisiologia da dengue e para o
entendimento da dinamica interacdo entre virus e hospedeiro. Além disso, as células
dendriticas derivadas de mondcitos humanos (mdDCs) tem se apresentado como
um interessante modelo para a elucidacdo de alguns mecanismos importantes no
processo de infeccdo pelo DENV, uma vez que no hospedeiro humano, apos a
picada do mosquito vetor do género Aedes, estas células constituem um dos

primeiros alvos de infec¢do pelo DENV-1.
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A caracterizagdo de determinantes genéticos de neuroviruléncia em
camundongos tem sido investigada em nosso laboratério ha alguns anos.
Recentemente, as mutacdes identificadas nas proteinas E e NS3 das variantes
neuroadaptadas FGA/NA P6 e FGA/NA d1d foram inseridas em um clone infeccioso
de DENV-1 para definir o envolvimento de cada uma destas substituicdes de
aminoacidos na aquisicdo do fenotipo de neuroviruléncia (BORBA; STROTTMANN,
et al.,, 2012). A caracterizacdo desses determinantes genéticos poderia elucidar
mecanismos envolvidos na patogénese da dengue, contribuir para o entendimento
das interacdes entre virus e hospedeiro e, eventualmente, permitir a identificacdo de
alvos potenciais para o delineamento futuro de estratégias antivirais. Deste modo, o
objetivo geral deste trabalho foi definir o papel de cada uma das substituicbes de
aminoacidos identificadas em importantes dominios das proteinas E e NS3 do
DENV-1 na modulacao do fitness viral in vivo, in vitro e ex vivo.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Realizar a caracterizacdo biolégica dos virus recombinantes provenientes dos
clones infecciosos de DENV-1, contendo as mutacfes de interesse, in Vivo,
utilizando-se camundongos Swiss recém-nascidos, in vitro, utilizando-se linhagens
celulares e ex vivo, em células dendriticas derivadas de mondcitos humanos
(mdDC);

- Analisar a modulag&o da expressao de alguns genes do hospedeiro em resposta a
infecgao pelos DENV-1 recombinantes;

- Gerar e caracterizar replicons subgendémicos do DENV-1 a partir dos clones
infecciosos pBACDV1, pPBACDV1-NS3,49, PBACDV1-NS3435 € pPBACDV1-NS34s0;

- Avaliar a habilidade replicativa dos replicons subgenémicos do DENV-1 em cultura
de células;

- Gerar e caracterizar os clones quiméricos infecciosos do YFV/DENV-1, contendo
as mutacdes de interesse nas posicoes E4oz € Ejos.

- Realizar a caracterizacdo bioldgica in vitro dos virus quiméricos recombinantes
contendo as mutacgdes de interesse nas posicoes E4g, € Esos.

- Expressar o dominio helicase da proteina NS3 do DENV-1 cepa FGA/89 e a
proteina NS3 fusionada ao co-fator NS2B dos DENV-1 FGA/89, FGA/NA did e
FGA/NA P6 em sistema procarioto;

- Gerar e caracterizar mutantes da proteina NS2BNS3.
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- Avaliar e comparar a atividade funcional de protease, ATPase e helicase das
proteinas recombinantes.
- Produzir e caracterizar hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (mAbs)

especificos contra a proteina NS3 helicase do virus DEN-1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solugdes, tampdes e meios de cultura

* PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na;HPO,4.7H20, 1,5 mM, KH,POy;

e STE: 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 8,0);

* TBE: 89 mM Tris-base, 89 mM acido bérico, 2 mM EDTA (pH 8,0);

* TBS: 100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl (pH 8,0);

* Azul de coomassie : 0.1% azul de coomassie R-250, 45% metanol, 10% &cido
acetico;

* Solucéo de descoloracdo de géis corados com azul de comassie : 4% metanol,
7.5% &cido acético;

* Solucao de eletroforese SDS-PAGE 1X : 25 mM Tris-base, 192 mM Gilicina, 0,1%
SDS 10%;

» Solucéo de Ponceau S 1% : 0.5% Ponceau S, 1% acido acético;

» Solugéo Transferéncia de western blotting: 25 mM Tris-base, 192 mM Glicina,
20% Metanol;

» Solucao de fenol:cloroféormio:alcool isoamilico : 25 volumes de fenol (pH 7.0,
saturado com 10mM Tris-base), 24 volumes de cloroférmio, 1 volume de alcool
isoamilico;

* Solugéo de cloroférmio:alcool isoamilico  : 24 volumes de cloroférmio, 1 volume
de alcool isoamilico;

e Solucdo 2,5mM dNTPs : mistura de 2,5 mM de cada desoxirribonucleotideo
trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP e dTTP);

« Tampao de amostra para DNA 10X : 25% ficoll (tipo 400), 0,25% azul de
bromofenol, 0.25% xileno cianol FF;

» Tampao de amostra para geéis de proteinas 4X : 40 mM Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS
10%, 2.5% B-mercaptoetanol, 6% Glicerol, 0.005% azul de bromofenol;

» Tampao da fosfatase alcalina (AP-BUFFER): 100 mM Tris HCI, 100 mM NacCl, 5
mM MgCl; (pH 9,5);

e Tampao carbonato: 19,1 mM Na,CO3 e 40,8 mM NaHCO3 (pH 9,6);

* Meio SOC: 2% bactotriptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQOg,, 20 mM glicose;
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* Meio LB (Meio de cultura “Luria-Bertani Broth” para E. coli): 10 g/L bactotriptona, 5
g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl;

» Meio LB sdlido: 10 g/L bactotriptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L
agar;

* Meio TB (Terrific broth): 11,8 g/L bactotriptona, 23,6 g/L extrato de levedura, 9,4
g/L K;HPO, e 2,2 g/L KH,POy;

* Meio TB solido: 11,8 g/L bactotriptona, 23,6 g/L extrato de levedura, 9,4 g/L
KoHPOy, 2,2 g/L KH,PO4 e 15 g/L agar;

» Tampao de lise/sonicagdo: 50 mM Tris-HCI e 300 mM Nacl,

» Tampao de lavagem: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl e 10 mM Imidazol;

» Tampao de eluicdo I: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl e 150 mM Imidazol;

» Tampao de elui¢do Il: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl e 300 mM Imidazol.

3.2 Cepas virais

DEN1 FGA/89 (niumero de acesso no GenBank AF226687)
FGA/NA d1d (nimero de acesso no GenBank AF226686)
FGA/NA P6 (numero de acesso no GenBank EF122231)

DEN1 BR/90 (numero de acesso no GenBank AF226685)

DENZ2 Jamaica (numero de acessono GenBank M20558)

DEN3 BR/02-290 (numero de acesso no GenBank EF629369)
DEN4 ThD4-0087-77 (nimero de acesso no GenBank AY618991)

3.3 Células
3.3.1 Linhagens celulares eucaritticas

Células de linhagem C6/36 de mosquito Aedes albopictus foram propagadas
a 28 em meio Leibovitz’'s L15 suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB),
25 pg/mL de gentamicina e 0.26% de triptose.

Células de neuroblastoma murino (Neuro 2a) foram propagadas a 37C em
atmosfera de 5% de CO2 em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO)
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suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 1x solugdo de aminoacido néo-
essencial (GIBCO) e 25 yg/mL de gentamicina (GIBCO).
Células de hepatoma humano (Huh7.5) foram propagadas a 37C em

atmosfera de 5% de 002 em Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-

12 (DMEM/F12) (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 25
Mg/mL de gentamicina (GIBCO).

As células mielédmicas da linhagem Ag8xP3653 foram propagadas em meio
RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP - BR) suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 1 mM de piruvato de sdédio, 2 mM de L-glutamina, estreptomicina, 25 pg/mL
de gentamicina, 50 Ul/ug/mL penicilina/estreptomicina, 1,25 pg/mL de anfotericina B
(GIBCO, Grand Island, NY. USA), em estufa a 37C em atmosfera de 5% de COZ.

3.3.2 Cultura de células primarias humanas

Células dendriticas derivadas de mondcitos humanos (mdDCs) foram geradas
a partir de sangue periférico de voluntarios saudaveis, de acordo com o protocolo
descrito por Silveira et al. (2011). Primeiramente, as células mononucleares foram
separadas por centrifugacdo em gradiente de densidade com o meio de separacgéo
de linfécitos (Lonza, Walkersville, MD). Em seguida, a populacdo de células CD14
positivas foi purificada por imuno-classificacdo magnética (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA), utilizando beads metalicas revestidas com anticorpos contra CD14. As células
CD14 positivas foram cultivadas durante 6 a 7 dias em meio RPMI 1640 contendo
100 ng/ml de interleucina-4 (IL-4) e 50 ng/ml fator estimulador de colbnias de
granulécitos/monadcitos (GM-CSF; PeproTech, Rocky Hill, NJ), 10% de soro fetal
bovino (FBS), 100 Ul/ml de penicilina, estreptomicina 100 ug/ml, e 2mM L-glutamina
(GIBCO-BRL, Grand Island, NY), realizando troca de meio apds o 3°ou 4°dia de
cultivo. Apds 6 ou 7 dias, a cultura foi avaliada por citometria de fluxo (FACS Calibur,
Benton Dickson, BD), utilizando como critério de pureza o valor de 80% em relagéo
ao CD1la, CD11c, CD11b, CD209, e HLA-DR e menos do que 5% em relacdo ao
CD14, conforme descrito por Silveira et al. (2011).
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3.3.3 Linhagem de células bacterianas de  Escherichia coli (E. coli)

- XL1-Blue (Stratagene) — genotipo: endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac
ginV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclgA(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+).

- TOP10 (Invitrogen) — genotipo: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG A.

- DH5a (Invitrogen) — gendtipo: F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r” mg*), A—

- Rosetta 2(DE3) (Novagen) — genotipo: FompT hsdSg(rs" mg’) gal dcm (DE3)
pRARE2 (Cam").

- Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) - genotipo: (ara-leu)7697 AlacX74 AphoA
Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) Flac” lacl? pro]gor522::Tn10
trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR).

3.4 Animais de experimentacao

Camundongos da linhagem suico (Mus muscullus). Todo o manejo dos
animais infectados com o DENV-1 foi realizado em camara de seguranca nivel 2.
Durante o periodo de realizacdo dos experimentos, os animais foram mantidos em
gaiolas isoladas com filtros de ar, comida e agua ad libitum e ciclo claro-escuro de
12 horas. Todos os procedimentos que provocavam dor foram realizados sob efeito
de anestésicos. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ou em

camara de CO,.

3.5 Declaracao de ética

O procedimento para coleta e obtencdo de mdDCs humana foi precedido pelo
consentimento informado do voluntario e obteve a aprovacgdo do Comité de Etica em
Pesquisa da FIOCRUZ (namero da aprovacao 514/09).

Os procedimentos de manipulacdo de organismos genéticamente modificados
(OGM) estdo de acordo com as normas de biosseguranca determinadas pela

Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio, 2006).
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Os experimentos com animais foram aprovados pelo comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal do Parand (CEP/UFPR
23075.002948/2007-14) e pela comissdo de ética no uso de animais da Fundacéo
Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ LW-51/11) e estdo de acordo com 0s principios
éticos estabelecidos pelo colégio brasileiro de experimentacdo animal (COBEA,
2008) e requisitos estabelecidos no guia para o cuidado e uso de animais

experimentais (Conselho Canadense sobre Cuidados Animal - CCAC, 1993).

3.6 Estudo da viruléncia dos DENV-1 recombinantes

3.6.1 Producéo dos DENV-1 recombinantes

3.6.1.1 Obtencé&o de estoques virais

A fim de obter um estoque viral de trabalho, os DENV-1 recombinantes de
passagem 1 (P1) em células C6/36, gerados por Borba (2010), foram utilizados para
infeccdo em células de linhagem C6/36 em uma multiplicidade de infec¢do (MOI) de
0.01. O titulo viral foi determinado pela técnica de imunodeteccdo por foco em
células C6/36, descrito no item 3.6.1.2. O inoculo viral, diluido em meio L15
suplementado sem soro fetal bovino (SFB, foi incubado com cultura de células C6/36
com 60% de confluéncia em garrafa T150 (TPP) durante 1h a 28<C. Em seguida, o
inoculo foi substituido por meio L15 suplementado, contendo 5% de SFB. As
infeccbes foram acompanhadas por 5 a 7 dias. As culturas celulares foram
recuperadas por raspagem, transferidas para tubos e centrifugadas a 480 xg, por 10
min., a 4C em centrifuga Sorvall Super T21. Os sedimentos de células foram
separados dos sobrenadantes. O sobrenadante das culturas infectadas com os
DENV-1 recombinantes (VBACDV1, VBAC-E4p, VBAC-E4s, VBAC-NS3209, VBAC-
NS3435, VBAC-NS34s0, VBAC-E40/NS3480, VBAC-E405/NS343s, e VBAC-
E402/NS3200/NS3480) e mock (controle negativo da infecgdo) foram utilizados para
purificacdo e concentracdo viral em gradiente de sacarose, descrito no item 3.6.1.3.
O sobrenadante das culturas infectadas com os virus VBACDV1, vBAC-NS3a435 e
VBAC-NS34s0 foi estocado —70TC, titulado por imunodeteccdo de foco em células

C6/36 (item 3.6.1.2) e utilizado para os estudos de infeccdo em mdDCs humanas.
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3.6.1.2 Titulagao viral por imunodetecc¢ao por foco em células C6/36

A técnica de titulacdo viral por imunodetecdo por foco foi utilizada para
quantificacdo de particulas virais a partir do sobrenadante de culturas celulares,
gradiente de virus purificado ou sobrenadante do homogeneizado de tecido cerebral
de camundongos infectados com os DENV-1 recombinantes. Para tanto, células
C6/36 foram semeadas em placas de 24 pocos para conter 1.0 x10° células/poco e
infectadas com diluigdes seriadas (1:10 em meio L-15 sem SFB) dos DENV-1. O
in6culo (400 uL/pocgo) foi incubado, em duplicata, com as células por 1h em estufa
BOD a 27°C e, em seguida, substituido por uma mistura de meio de cultura L-15
completo suplementado com 10% de SFB e carboximetilcelulose (CMC) 3,2%. As
culturas de células foram entdo incubadas em estufa a 27°C por 7 dias. Para a
revelacdo dos focos de infeccdo, as células foram lavadas com PBS para completa
remocdo do CMC, fixadas em paraformaldeido 3% por 20 min. a temperatura
ambiente, permeabilizadas com triton 0,5% por 4 min. a temperatura ambiente,
lavadas com PBS e incubadas com anticorpo monoclonal 4G2 (Flavivirus
especifico), na diluicdo 1:200 em PBS, por 1h em estufa a 37 °C. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina (AP) (Sigma), em estufa a 37°C por 30 min.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e reveladas ap0s a adicdo do
substrato insoluvel para AP (BCIP e NBT - Promega) diluidos em tampéo para
fosfatase alcalina. O titulo viral foi expresso em unidades formadoras de foco por mL
(ffu/mL).

3.6.1.3 Purificagao viral em gradiente de sacarose

Os DENV-1 recombinantes foram concentrados e purificados a partir do
sobrenadante das culturas de células C6/36 infectadas. Os virus foram precipitados
com 7% de polietileno glicol (PEG P.M. 8.000) e 2,3% NaCl sob agitacéo leve e
constante, por 16 horas a 4°C. ApOs este periodo, os sedimentos contendo as
particulas virais foram obtidos por centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 min. a 4 °C e
ressuspensos em 3 mL de tampéao TNE (50 mM Tris (pH7.5), 100 mM NaCl, 1 mM

EDTA) e adicionados sobre gradientes descontinuos de sacarose 60% e 30%
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(preparada no mesmo tampdo). O material foi centrifugado em ultracentrifuga
(Hitachi) a 39.000 rpm por 2 a 3 horas. Apdés a ultracentrifugacdo, as bandas
contendo os virus concentrados eram visualizadas com o auxilio de um anteparo
escuro e coletadas com pipetas Pasteur, aliquotadas e armazenados em freezer —
70 °C. A quantificacdo das particulas virais nos sobrenadantes precipitados e
purificados foi avaliada através da técnica de titulacdo viral por imunodeteccdo de

foco.

3.6.2 Cinética de infeccdo dos DENV-1 recombinant es in vivo

Os virus recombinantes purificados por gradiente de sacarose foram
utilizados para inoculacdo via intracerebral (i.c.) (GOULD; CLEGG, 1985) em
camundongos suicos neonatos (até 48 h apds o nascimento). A dose viral
estabelecida para inoculagédo com os virus recombinantes foi de 10*" ffu diluidos
em 40 yL de meio L15/animal (BORBA; STROTTMANN et al.,, 2012). Além da
determinacdo do niumero de particulas virais infecciosas presentes no inéculo viral, a
equivaléncia gendmica (GE) foi determinada para cada in6culo através da técnica
de transcricdo reversa e PCR quantitativo em tempo real (RT/gPCR), descrito no
item 3.6.2.1.1

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os animais foram
acompanhados por 21 dias para verificagdo de morbidade e mortalidade. Oito dias
apos infeccdo (dpi), trés animais de cada grupo eram sacrificados por anoxia,
utilizando COz2, para a coleta do tecido cerebral. Os tecidos cerebrais do pool de trés
animais foram homogeneizados e utilizados para a extracdo do RNA total (30 mg),
utilizando o kit comercial RNAeasy mini kit (QIAGEN), de acordo com as instrucbes
do fabricante. O RNA foi recuperado em 60 pL de tampéao de eluicéo fornecido pelo
kit e mantido a —70°C. Além disso, uma porcdo do homogeneizado foi utilizado para
preparacdo de uma suspensao 10%. Essa suspensdo foi utilizada para
determinacao da progénie viral presente no SNC de camundongo infectados com o0s
DENV-1 recombinantes, por imunodeteccao de foco em células C6/36.

Da mesma forma, outros grupos de animais foram inoculados de acordo com
os procedimentos descritos acima para realizacdo de uma cinética de infeccdo com

os DENV-1 recombinantes parental vVBACDV1 e o virus triplo mutante vBAC-
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E402/NS3200/NS3480, contendo as mutagdes identificadas na variante neurovirulenta
do DENV-1 cepa FGA/NA P6 (Es02LeU/NS3,00lle/NS3450Ser). O cérebro de trés
animais de cada grupo foi coletado e processado individualmente, conforme descrito
acima, 6, 8 e 10 dpi para analise da infectividade viral. Além do SNC ndés avaliamos
a habilidade dos DENV-1 recombinantes replicarem-se em células da medula
espinhal dos animais infectados via i.c. Para tanto, a medula espinhal de cada
animal foi retirada e utilizada para extracdo do RNA total, utilizando o kit comercial
RNAeasy mini kit (QIAGEN).

3.6.2.1 Quantificacdo do RNA viral por RT/gPCR

3.6.2.1.1 Determinacgéo da equivaléncia gendmica (GE )

Para determinacdo da GE do indculo viral, uma quantidade conhecida de
RNA viral ndo relacionado (50 ng de RNA do virus da influenza H1N1) foi misturado
aos 140 uL do inéculo dos DENV-1 recombinantes, contendo 10%” ffu, e utilizado
para purificacdo do RNA viral. Em seguida, 250 ng do RNA viral total foram
utilizadas para amplificacdo por RT/QPCR do RNA do DENV-1, utilizando as
concentracédo recomendadas de MultiScribe Enzyme plus RNase inhibitor e TagMan
Universal RT-PCR Master Mix (Applied Biosystems), 400 nM dos oligonucleotideos
especificos para DENV-1 (DENV-1F: 5-GCTGATGCTGGTGACACCAT- 3' e DENV-
1R: 5-TCGACGAAGTCTCTGTTGCCTAT) e 300 nM da sonda especifica para
DENV-1 (5-CCCACGCATCGCATGGCCAT- 3’), de acordo com o protocolo descrito
por Poersch et al. (2005). A mesma quantidade de RNA foi utilizada para
amplificacdo do RNA do virus HIN1 a partir dos oligonucleotideos e sonda
especifica para o virus H1N1, de acordo com o protocolo descrito por Raboni et al.,
2011.

As reacdes de RT/QPCR foram realizadas em sistema de deteccdo ABI
PRISM 7500 (Applied Biosystem) sob as seguintes condi¢cdes de temperatura: 1
ciclo de 48°C por 30 min. e 1 ciclo de 95°C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de
95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min. Os dados da amplificacdo do RNA do virus
H1N1, obtidos por RT/qPCR, foram utilizados para normalizacdo dos dados de
amplificacdo do RNA do DENV-1.
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3.6.2.1.2 Analise da replicagdo dos DENV-1 recombin antes nos tecidos de

camundongos infectados

O RNA viral presente no SNC e medula espinhal de camundongos infectados
com os DENV-1 recombinantes e controles foi quantificado em uma reacdo de
RT/gPCR, utilizando o protocolo descrito por Poersch et al. (2005) com
oligonucleotideos e sonda para deteccdo do RNA do DENV-1 e a concentracéo
recomendada de MultiScribe Enzyme plus RNase Inhibitor e TagMan Universal RT-
PCR Master Mix (Applied Biosystems).

Os dados da amplificacdo do RNA viral por RT/gPCR foram normalizados
utilizando o gene de expressao constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Mus musculus (murGAPDH). Para tanto, 4 ug do RNA extraido dos tecidos de cada
camundongo infectado com os DENV-1 recombinantes e controles foi submetido a
uma reacdo de transcricdo reversa (cDNA), utilizando o kit Impron Il Reverse
Trasnscriptase (Promega), seguindo recomendacdes do fabricante, e 200 uM do
oligonucleotideo iniciador randon primer (Invitrogen). A reacao foi incubada a 42°C
por 1 h. ApOs o término da reacdo, as amostras foram diluidas para concentracdo
final de 2 ng/uL com agua livre de RNases e utilizado na reacdo de gPCR contendo
250 nM dos oligonucleotideos iniciadores especificos de murGAPDH (MurGAPDH-F
5'- CGACTTCAACAGCAACTCCCACTC- 3 e MurGAPDH-R 5-
CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC- 3’ ) e SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems) conforme recomendacdes do fabricante, e submetidas as seguintes
condi¢cbes de temperatura: 50°C por 2 min., 96°C por 10 min., seguidos de 40 ciclos
de 96°C for 15 seg. e 62°C por 30 seg. A curva de dissociagao foi utilizada para
verificacdo da especificidade do produto.

3.6.2.1.3 Andlise do padrdo da expressao génica no  sistema nervoso central
de camundongos infectados com virus recombinantes e controles por PCR em

tempo real

Dados anteriores do grupo (BORDIGNON et al., 2008; BORBA, 2010)
revelaram o perfil da expressao génica de vias diferencialmente expressas durante a

infeccdo do SNC de camundongos com cepas neurovirulentas do DENV-1. Com o
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intuito de analisar e comparar o perfil da expressédo génica, por RT/gPCR, no tecido
cerebral de camundongos individuais infectados com os DENV-1 recombinantes
(PBACDV1 e pBAC-E402/NS3200/NS34g0) foram escolhidos alguns genes
representantes de vias previamente identificadas: IFN-B (interferon beta), Uspl8
(protease 18 especifica de ubiquitina) e Ccl5 (ligante de quimiocina 5 — motivo C-C).
Para tanto, o RNA total foi extraido do SNC de cada camundongo utilizando-se o kit
comercial RNeasy Mini Kit (QIAGEN). 4 ug desse material foi utilizado para converter
0os mMRNA em cDNA, utilizando o kit Impron Il Reverse Trasnscriptase (Promega),
seguindo recomendacdes do fabricante, e 10 uM do oligonucleotideo iniciador oligo-
dT (Invitrogen). A reacédo foi incubada por 2 h a 42<C. 10 ng do cDNA resultante foi
utilizado para amplificacdo dos genes por gPCR, utilizando-se o método SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢des do fabricante,

e 250 mM de cada par de oligonucleotideos especificos para cada gene: Uspl8

(Usp18-F 5-CTGCCAACCGAGGAAGAC-3’ e Usp18-R 5-
CAATCACGGCAAAGAGTTCATAGT-3), Ccls (Ccl5-F 5-
GTGCCCACGTCAAGGAGTATTTCT-3' e Ccl5-R 5
TGGCGGTTCCTTCGAGTGACAA-3) e IFNB (FNB - F  5-

CGCTGCGTTCCTGCTGTG-3' e IFNB - R 5-GATCTTGAAGTCCGCCCTGTAG-3)),
descritos por BORDIGNON et al.,, (2008). Nesse protocolo foram utilizadas as
seguintes condi¢Ges de temperatura: 50°C por 2 min., 96°C por 10 min., seguidos de
40 ciclos de 96°C for 15 seg. e 60°C por 30 seg. e extensédo a 72°C por 1 min., em
um ABI PRISM 7500 Detection System (Applied Biosystem). Curvas de dissociacao
foram utilizadas para verificar a especificidade do produto. O gene GAPDH murino
(murGAPDH) foi utilizado para normalizar os resultados de cada um dos genes

testados.
3.6.3 Cinética de infeccdo dos DENV-1 recombinantes  in vitro
3.6.3.1 Infecgé@o em linhagens celulares
As células Huh7.5 (4x10° células/poco) e C6/36 (2x10° células/poco) foram

infectadas com o mock e os virus recombinantes (vVBACDV1, VBAC-Ep2, VBAC-E40s,
VBAC-NS3209, VBAC-NS3435, VBAC-NS3480, VBAC-405/NS3435, VBAC-E402/NS3209,
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VBAC-E402/NS3480 € VBAC-E402/NS3209/NS3450). Uma MOI de 5 foi utilizada para
infeccdo em Huh7.5 durante 1 h a 37T sob atmosfera de 5% de CO, e uma MOI de
1 foi utilizada para infectar células C6/36 pela incubacédo por 1 h a 28C. Apos este
periodo o indculo viral das células Huh7.5 e C6/36 foi substituido por meio
DMEM/F12 e L15 suplementados, respectivamente. As células foram recolhidas 24,
48 e 72 hpi e analisadas por citometria de fluxo (item 3.6.5.1.1) em FACS Canto Il
system (Becton & Dickinson, San Jose, CA - BD).

3.6.3.1.1 Determinacdo do numero de células infecta das com os DENV-1

recombinantes por citometria de fluxo

O numero de células positivas para a infecgdo pelos DENV-1 recombinantes
foi determinado pela técnica de citometria de fluxo. Apds o periodo determinado de
cada condicdo de infeccdo, as células foram lavadas em PBS e os receptores de
regido Fc presentes na superficie celular bloqueados pela incubacdo em tampéo de
blogueio (5% de SFB e 1% de soro humano tipo AB (Lonza) por 20 min. a TA. Em
seguida, as células foram fixadas e permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm (BD) por
20 min. & TA. Apos este periodos as células foram centrifugadas a 500xg por 1 min.
e incubadas com anticorpos monoclonais 4G2 (Flavivirus especifico) por 30 min. a
37C. As células foram lavadas com tampdo Perm/Wash (BD), centrifugadas e
incubadas por 30 min a 37<C com anticorpo secundari 0 anti-camundongo conjugado
com ficoeritrina (PE) (eBioscience). Posteriormente, as mdDCs foram lavadas duas
vezes com tampao Perm/Wash, recuperadas em PBS e analizadas utilizando o
equipamento FACS Cantoll (BD).

3.6.3.2 Infeccdo em células primarias humanas

As células mdDCs humanas de seis doadores voluntarios saudaveis, obtidas
de acordo com o protocolo descrito no item 3.3.2, foram utilizadas para avaliar a
capacidade infectiva dos DENV-1 recombinantes (pBACDV1, pBACDV1-NS3,35 €
PBACDV1-NS34g50). As culturas de células foram infectadas por 2 h com mock ou
com os DENV-1 recombinantes em uma MOI de 5. ApGs a remoc¢ao do inoculo, as

células foram lavadas com meio RPMI e transferidas para uma placa de 24 pocos e
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cultivadas a 37C em atmosfera de 5% de CO,. As mdDCs e o sobrenadante da
cultura celular foram recuperados em 2, 8, 24 e 48 hpi. As células foram utilizadas
tanto para extracdo do RNA total utilizando o RNeasy mini kit (Qiagen), de acordo
com as recomendagOes do fabricante, e determinacdo do RNA viral e mRNA de
genes de resposta imune por RT/gPCR quanto para determinagdo do numero de
mdDCs infectadas por citometria de fluxo, conforme descrito no item 3.6.3.1.1. O
sobrenadante de cada cultura celular, mantido a -70C, foi utilizado para
quantificacdo dos titulos virais pelo ensaio de imunodeteccdo por foco em células
C6/36 (item 3.6.1.2) e quantificacdo de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA)

(BD) por ensaio imunoenzimatico em formato ELISA (pbl).

3.6.3.2.1 Determinacéo de citocinas

Para quantificacdo do IFN-B no sobrenadante das culturas de mdDCs
infectadas com mock e com os DENV-1 recombinantes utilizamos o kit de ELISA
sandwich VeriKine Human IFN-B (pbl), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
absorbancia a 450 nm foi determinada em espectrofotbmetro Synergy H1 hibrid
Reader (BioTek) apds a reacdo enzimatica e adicdo do substrato, seguida pela
adicdo de tampado de parada. A densidade ¢ética (DO) das amostras e da curva
padrao foi utilizada para determinar o titulo de IFN-B nas amostras.

A técnica de CBA foi utilizada para quantificacdo de IFN alfa (IFN-a) no
sobrenadante das culturas de mdDCs de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
técnica baseia-se na ligagdo imunoldgica entre a proteina sollvel e anticorpos
especificos contra a proteina, ligados a esferas fluorescentes. Desta forma, o
sobrenadante foi incubado a temperatura ambiente (TA) por 3 h, lavadas e
recuperadas em tampéao especifico e analisadas pela técnica de citometria de fluxo
em FACS Canto (BD). Os dados foram analisados utilizando-se o programa FlowJo
7.2.5 (Tree Star, Ashland, OR).

3.6.3.2.2 Andlise da replicacédo viral e do padrdo d a expressao de genes da

resposta imune por RT/qPCR em células mdDCs

O RNA das 24 culturas de mdDCs infectadas com o mock e com os DENV-1

recombinantes em cada tempo da cinética (2, 8, 24 e 48 h) foi extraido utilizando-se



77

o kit QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen), de acordo com as recomendacfes do
fabricante e eluido com 60 pL de agua livre de nuclease fornecida no kit. A taxa de
replicacdo viral foi determinada por RT/gPCR. Os RNAs (4 ug) foram convertidos em
cDNA, utilizando-se o kit Impron Il reverse trasnscriptase (Promega) e 200 uM do
oligonucleotideo iniciador random primer (Invitrogen) sob incubacdo a 42°C por 1 h.
Duzentos ng de cDNA foram utilizados para amplificacédo por gPCR utilizando 4 uM

de oligonucleotideos iniciadores especificos para cada um dos genes alvo TLR3

(CNTLRF- 5'GTGCCGTCTATTGCCACACACTT3 e CNTLRR-
5TGGTGGAGGATGCACACAGCATS3)), TLR7 (CNTLR7F-
5TGGCACCTCTCATGCTCTGCTC3 e CNTLR7R-
5’ACCATCTAGCCCCAAGGAGTTTGG3), IFN-B (CNIFNbF -
5'CATCAACTATAAGCAGCTCCA3)) e IFN-a (CNIFNAp_huF-
5TGCAGGAGGTGAGGGTGGGA3’ e CNIFNAp_huR-
5'CTCCCAGGCACAAGGGCTGT 3’) ou para amplificacdo do gene da proteina NS3
viral (CN10-F 5’ACCCGGCACATCTGGATCZ e NS3pro-R

5GTTTCTTTTCTTAAACACCTC 3’) e SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)
conforme instrugbes do fabricante. Para a amplificacdo do material genético do virus
as seguintes condi¢cdes de temperatura foram utilizadas: 50°C por 2 min., 96°C por
10 min., seguidos de 40 ciclos de 96°C por 15 seg. e 60°C por 30 seg., em um
sistema de deteccdo ABI PRISM 7500 Detection System (Applied Biosystem). Os
genes alvos de resposta imune foram amplificados sob as seguintes temperaturas:
50°C por 2 min., 96°C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 96°C por 15 seg., 58°C
por 30 seg. e 72 °C por 1 min. Curvas de dissociacdo foram utilizadas para verificar
a especificidade do produto. O gene de expressdo constitutiva 18S (18S-F 5’
CACGGCCGGTACAGTGAAAC 3’ e 18S-R 5 CCCGTCGGCATGTATTAGCT 3) foi
incluido nas analises para normalizacdo dos dados (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.6.3.2.3 Sequenciamento nucleotidico

Para determinar a sequéncia nucleotidica completa dos DENV-1
recombinantes 48 hpi em mdDCs, o RNA viral, extraido do sedimento celular com o
kit QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen), foi convertido em cOpia complementar de

DNA (cDNA) utilizando o kit Improm Il Reverse Transcriptase (Promega) e o
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oligonucleotideo iniciador random primer (100 pmol/uL — Invitrogen), seguindo as
especificacdes do kit. Os cDNAs foram utilizados como molde para amplificacdo por
PCR de seis fragmentos que cobriam o genoma inteiro do virus, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para DENV-1 (Quadro 3.1) e o kit
comercial long range PCR (Qiagen), seguindo instru¢cées do fabricante. As reacoes
foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura: 93°C por 5 min., 40 ciclos de
93°C por 30 seg., 52°C por 30 seg. e 68°C por 4 min. Aliquotas de 10% da reacéo de
PCR foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo 0,5
pMg/mL de brometo de etidio. Para a purificacdo, os amplicons foram excisados de
géis de agarose e purificados utilizando o kit comercial QIAquick gel extraction kit
(QlAgen), seguindo instrucdes do fabricante e recuperados em 30 a 60 uL de

tampéo EB fornecido no Kit.

PCR Nomenclatura Sequéncia nucleotidica Orientagdo  Regido genémica Tamanho do
Oligonucleotideo a3 (Polaridade) fragmento
1 D1USA GUGGCCGCTAATACGACTCACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGG Positiva 1111 -1.124 2121pb
DomB- TGCGGTACCGCTGCTTCCTTTCTTGAACCA Negativa 2129 - 2157
2 D1 DomB+ ACGGGATCCGTGATGTGCACAGGCTCATTT Positiva 2129 - 2157 1954 pb
CN13 GAAGAACCTCTCTGGATG Negativa 3.763 - 3.780 P
3 Ch2 GUGTATCAATAATGATTG Positiva 3.516 - 3.533 2927 pb
CN20 GTGACAACATAGTCCCAGTC Negativa 2126 — 2.157 ’
4 +28mer CCGCTCGAGATATCTTCCAGCCATAGTCCGTGAGGT Positiva 2.129 - 2.160 1758 pb
Ch21 CGGCGGCTACATGGCCAATCCC Negativa 6.865 - 6884 ’
CN38 GACGCTAAGAGCCCAGAATGCTCTGG Positiva 6.427 — 6.452
> D& TGCCTTTCCAAACTCTCC Negativa 8.957 - 8.974 2.546 pb
6 D15 GCAAAACGAGGCACAGCA Positiva 8.666 — 8.683 1351 pb
CN16 CCCTATTCCACACTG Negativa 10.002 — 10.016
7 CN33 GGAGAGACCTGAGACTAGCGGC Positiva 9.875 — 9897 860 pb
D10 CCGCTCGAGGCTCTTCGAGAACCTGTTGATTCAACAGC Negativa 10.715 - 10.735

Quadro 3.1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizad  os para amplificacdo por PCR do genoma
completo dos DENV-1.

Os fragmentos e os oligonucleotideos iniciadores especificos foram enviados
para sequenciamento na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). As sequéncias
nucleotidicas foram analisadas através do pacote de programas e do software
CLUSTALW do programa Bioedit (Invitrogen).

3.7 Ensaio de ligacao viral a receptors celulares d e superficie

Para determinar o papel das mutagdes nas posi¢coes E4o, € Esos dos DENV-1
na modulacéo da habilidade de ligacdo a células hospedeira nés realizamos ensaios
de binding em células Neuro 2a. Primeiramente, 0s virus presentes no

sobrenadante das culturas de células C6/36 infectadas com os DENV-1
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recombinantes VBACDV1, VvBAC-E,,, VBAC-E4s foram concentrados em filtros
Amicon contendo membrana seletiva de 100K e utilizados para os ensaios de
ligacdo a célula hospedeira. Para os ensaios, 2x10° células Neuro 2a foram
cultivadas em camaras de vidro do tipo LabTek (Nunc) e cultivadas em estufa a 37C
com atmosfera de 5% de CO; por 24 h. Apds este periodo, as células lavadas com
PBS gelado e incubadas com os DENV-1 recombinantes a uma MOI de 100 em
meio Opti-Men, durante 1h a 4C° As células eram entéo lavadas trés vezes com
PBS gelado para remoc¢éo dos virus ndo adsorvidos e entéo lisadas para extragdo
do RNA total utilizando o kit QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen), seguindo o
protocolo do fabricante. O niumero de particulas virais ligadas as células Neuro 2a foi
determinado por RT/gPCR em trés experimentos independentes, conforme descrito
no item 3.6.2.1.2.

3.8 Construcdo de genomas infecciosos para o estudo das mutacdes nas
proteinas E e NS3 do DENV-1

3.8.1 Clones quiméricos recombinantes de YF/DEN-1

3.8.1.1 Amplificacdo dos fragmentos contendo as mut  acfes de interesse na

proteina E

A amplificacdo das mutacbes em estudo, localizadas nas proteinas de
envelope (Tabela 1.1, item 1.5), foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR - do inglés, polymerase chain reaction) de fuséo, utilizando como molde o
genoma viral do clone infeccioso pACYF/DEN-1. A amplificagcdo dos fragmentos
consistiu em duas rea¢des: na primeira reacdo eram amplificados dois fragmentos
(fragm A e fragm B) para cada mutacéo, e na segunda, também chamada PCR de
fusédo, era feita a fusdo dos dois fragmentos (fragm fusdo) por complementariedade
das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores de polaridade negativa do fragm A
e positiva do fragm B, que continham a mutacédo (Quadro 3.2). Os oligonucleotideos
iniciadores complementares de polaridade negativa do fragm A e positiva do fragm B
foram desenhados para conter, além da mutacdo de interesse, uma mutacao

silenciosa que modificava a sequéncia de um sitio de enzima de restricdo, o que
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facilitava a triagem de possiveis clones nas etapas posteriores. Os oligonucleotideos
para substituicdo do cédon referente a posicao E4os foram desenhados para conter a
sequéncia da enzima BstBl. A mutacdo E4o, ja esta localizada na sequéncia do sitio
da enzima BstBI, também podendo, portanto, ser utilizado na triagem dos clones. As
reacoes de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial Long range (Qiagen),
seguindo instrucdes do fabricante. A amplificacdo dos fragm A e B foi submetida aos
seguintes ciclos: 95°C por 3 min., 35 ciclos de 95°C por 15 seg., 52°C por 30 seg. e
68°C por 2 min. e 30 seg., enquanto a amplificacdo do PCR de fusao foi submetida a
95°C por 3 min., 35 ciclos de 95°C por 15 seg., 55°C por 30 seg. e 68°C por 3 min. e
30 seg. Aliquotas de 10% das reacdes de PCR foram visualizadas por eletroforese

em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio.

Mutagéo Nomenclatura Sequéncia nucleotidica Orientagao Regido Tamanho Tamanho do
Oligonucleotideo L (Polaridade) gendmica do fragmento de
fragmento fuséo
EcoNsi ATGCATTGAAGCTA Positiva 1111 —1.124
E402MREV CCTCGGGCGGTTGCTTCGAGCATTTTCCE Nr:ijc'j‘: 21292157  1.039pb 3.0920b
E 402 i :
E402MFORW GGGAAAATGCTCGAAGCAACCGCCCGAGE Fr'noust:g: 2129-2157 2 081eb
YF15 TGCCAGCACTCCCACTAGACE Negativa
EcoMsi ATGCATTGAAGCTA Positiva
Negati
E405MREV CCTCGGGCGaTTGCTTCaAACATTTTCCCTAT rsf;c'j‘: 2126-2157  1.03%b 3.092pb
E 405 a :
EADSMFORW  GGGAAAATGTTIGAAG CAMCGCCCGAGGAGT Fr'n"ust::: 2129-2160 2.081pb
YF15 TGCCAGCACTCCCACTAGACE Negativa
Quadro 3.2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para ampli ficagdo dos fragmentos

contendo as mutagBes de interesse para clonagem em vetor pACYF/DENV-1. O nucleotideo
destacado em letra mindscula refere-se ao sitio mutado na posicao de interesse.

3.8.1.2 Minipreparacado do genoma infeccioso pBACDV1

O genoma infeccioso quimérico pACYF/DEN-1 (MATEU et al., 2007) foi
construido em um cromossomo artificial de bacteriofago PI, vetor de baixa copia, e
contém os genes da regido prM-E do DENV-1 cepa VeMir95 (isolado venezuelano
do gendtipo V — nimero de acesso no GenBank AF425635) no genoma do virus da
febre amarela (YFV - do inglés, yellow fever virus) 17D (nimero de acesso no
GenBank K02749), a sequéncia do promotor da SP6 RNA polimerase (SP6 prom) e
o sitio de restricdo Xhol, imediatamente apdés o término do genoma viral. O vetor
possui marcador de selecdo para o antibiotico ampicilina

Para a purificagdo do DNA plasmidial, bactérias DH5a transformadas com o
genoma infeccioso pACYF/DEN-1 eram crescidas em 20 mL de meio Terrific Broth
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(TB) liguido suplementado com 20 ug/mL de ampicilina e cultivados a 30°C por 16 h
sob agitacdo constante. As culturas crescidas em meio liquido eram sedimentadas
por uma breve centrifugacdo para minipreparacdo dos plasmideos com o kit Wizard
Plus SV Minipreps kit (Promega), de acordo com protocolo descrito pelo fabricante.

Os DNAs eram recuperados em 50 uL de agua livre de nucleases fornecida no Kit.

3.8.1.3 Clonagem e selecéo dos clones recombinantes  dos pACYF/DEN-1

O genoma infeccioso pACYF/DEN-1 e os fragmentos de PCR purificados
foram tratados com as enzimas de restricao Narl 10 U/uL (Promega) e Nsil 10 U/uL
(Biolabs), de acordo com os tampdes e condicbes descritas pelo fabricante das
enzimas. A substituicdo dos fragmentos liberados do genoma infeccioso
pACYF/DEN-1 foi realizada pela ligacdo dos respectivos fragmentos mutados,
seguindo o protocolo da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs ou USB), para
um volume final de reacédo de 15 uL. As reacOes foram incubadas a 16°C por 16 h.
As quantidades de DNA necessérias para as reagbes de ligagdo entre o vetor
PACYF/DEN-1 e os insertos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose e
quantificados utilizando espectrofotdmetro (Nanovue — GE). A proporcdo de 3:1
(inserto:vetor) foi utilizada, partindo de 50 ng de vetor. Apds o periodo de incubacéo,
as reacgOes de ligagbes foram purificadas pela técnica de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico. Dessa forma, para um volume final de 50 uyL adicionou-se 12 pyL 1M
NaCl, 1 yL SDS10%, 2 yL 0.5M EDTA e 1 uL de glicogénio de ostra (10 mg/mL) em
cada tubo. As amostras foram extraidas com fenol/cloroformio/alcool isoamilico
(25:24:1) e cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). A fracdo aquosa, contendo 0s
acidos nucléicos foi precipitada com 3 volumes de etanol absoluto, a —20<C por 16 h.
ApoOs este periodo, o material foi centrifugado a 16.000xg por 20 min. a 4, lavado
com etanol 70% e centrifugado novamente por 10 min. O DNA foi recuperado em
5uL de agua ultrapura e utilizado para transformar bactérias eletrocompetentes
DH5a (Invitrogen).

Para a transformacdo bacteriana com o DNA recombinante, as células
bacterianas foram descongeladas em banho de gelo (1 tubo com 100uL para cada
transformacao) e todo o volume das ligacdes foi adicionado diretamente nos tubos

contendo as bactérias competentes. A mistura foi entdo submetida a eletroporacao a
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2,5 Kv, 25 uF e 200 Q. Em seguida, 900 puL de meio SOC foram adicionados e 0s
tubos incubados por 1 h a 37°C sob agitacdo constante para a recuperacao das
células transformadas. Apos este periodo, aliquotas de 50 pL e 100 pyL das bactérias
transformadas foram semeadas em placas contendo meio TB soélido suplementado
com 20ug/mL de ampicilina e incubadas a 30°C por 16 h. As possiveis colbnias
recombinantes foram transferidas para uma nova placa numerada contendo o
mesmo meio descrito acima, para a identificacdo de cada eventual clone e
incubadas a 30°C por 16 h.

Os clones recombinantes foram triados pela técnica de PCR de col6nia. Cada
colonia era passada da placa mae, com auxilio de um palito de dente estéril, para
um tubo eppendorf (identificado com o nimero correspondente). Em seguida, 10 pyL
de 4gua ultrapura era adicionada a cada tubo e esse incubado a 98°C por 5 min. Os
tubos eram entdo centrifugados a 16.000xg por 30 seg. e o sobrenadante (1 uL)
utilizado como molde para a reacdo de PCR, utilizando o kit Tag DNA Polimerase (5
U/uL, Invitrogen). Os oligonucleotideos D1DomB de polaridade positiva (5'-
ACGGGATCCGTGATGTGCACAGGCTCATTT-3) e YF13 de polaridade negativa
(5-CTCTTCAACTGATGTTCCAAT-3’) foram utilizados para amplificacdo das
regides mutadas. As reacdes foram submetidas a um ciclo a 94°C por 3 min. e a 35
ciclos a 94°C por 30 seg., 52°C por 30 seg. e 72°C por 1 min. Aliquotas das
amostras de DNA amplificadas (1:10) foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8% contendo 0.5 pg/mL de brometo de etidio.

Os clones que apresentaram amplificacdo positiva por PCR foram inoculadas
em 20 mL de meio TB liquido suplementado com 20 pg/mL de ampicilina e crescidos
a 30°C por 16 horas sob agitacdo constante. As culturas foram utilizadas para
purificacdo do DNA plasmidial, como ja descrito anteriormente no item 3.8.1.2. A
sequéncia nucleotidica dos clones recombinantes foram confirmadas por
sequenciamento pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul), utilizando os
oligonucleotideos D1DomB de polaridade positiva (sequéncia referida acima) e D1
DomB de polaridade negativa (5’-TGCGGTACCGCTGCTTCCTTTCTTGAACCA-3).
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3.8.1.4 Geracao dos virus quiméricos recombinantes

3.8.1.4.1 Transcricéo e transfeccdo dos RNAs recomb  inantes

Os DNAs plasmidiais recombinantes foram linearizadas pela digestdo com a
enzima de restricdo Xhol 20 U/uL (Biolabs), de acordo com os tampdes e condi¢cdes
descritas pelo fabricante das enzimas. A reacao foi incubada a 37C por 16 h. A
purificacdo da digestdo foi feita pela técnica de extracdo de &acidos nucleicos por
fenol/cloroformio/alcool isoamilico, conforme descrito no item 3.8.1.3, utilizando-se
reagentes livres de nucleases. O DNA foi recuperado em 5 yL de agua livre de
nucleases e utilizado como molde para a reagéo de transcricdo in vitro, utilizando o
kit comercial SP6/T7 transcription (Roche). A reacédo foi composta por 2,5 uL do
DNA linearizado e purificado, 1 yL de tampéao de reagédo 10x, 1 yL de ATP 75mM, 1
pL de CTP 75mM, 1 uL de UTP 75mM, 0,5 yL de GTP 75mM, 1 uL de 40mM RNA
cap structure analog m’G(5")ppp(5')G (Biolabs), 1 uL de SP6 RNA polimerase e 4gua
livre de nucleases para um volume final de 10 pyL. ApGs a incubacdo a 37<C por 3 h,
aliquotas de 5% da reacéo de transcri¢cao foram visualizadas por eletroforese em gel
de agarose 0,8% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, livres de nucleases.

O RNA viral recombinante foi utilizado para transfectar células C6/36 (1 ug de
RNA para 1.10° células), semeadas no dia anterior em placas de cultivo celular de
24 pocos, utilizando-se o método de transfec¢do por lipossomos. Para transfeccao
das células, primeiramente a mistura de 2,5 ug de lipofectina (Invitrogen) e meio
Opti-MEM (Gibco/lnvitrogen) na proporcdo de 1:8 foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. A seguir a essa mistura foi adicionado meio Opti-MEM
(proporcédo de 1:1) contendo o RNA viral transcrito in vitro ou meio sem RNA (mock)
e a esta mais meio Opti-MEM (proporcdo 1:6) foi adicionado. As células foram
lavadas uma vez com 1 mL de Opti-MEM. O meio das células era entdo removido e
substituido pela mistura contendo lipofectina, RNA e meio e as células incubadas a
28T por 3 h. Apés este periodo o meio foi removido e substituido por meio L-15
(Gibco/lnvitrogen) suplementado. As placas foram novamente incubadas a 28T e
em diferentes pontos poés-transfeccao (48, 72, 96 e 120 h) os sobrenadantes foram

recolhidos e armazenados a -70C para posterior a¢ ao viral (item 3.6.2). O tapete



84

celular foi fixado com uma mistura de metanol acetona (1:1) e mantidos a -20C até

0 seu processamento para imunofluorescéncia.

3.8.1.5 Deteccéo de proteinas virais pela técnicad e imunofluorescéncia

Para analise da transfeccdo dos virus quiméricos recombinantes por
imunofluorescéncia, as células C6/36 que haviam sido fixadas apds a cinética de
transfeccao, foram incubadas a 37C por 45 min. com anticorpos policlonais anti-
YFV (diluidos 1:100 em PBS), os quais foram produzidos em nosso laboratorio, para
a verificacado da expressao de proteinas virais. Em seguida, as células foram lavadas
trés vezes com PBS e incubadas por mais 45 minutos a 37°C com anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Sigma-Aldrich) diluido 1:200, contendo 0,3% (v/v) de 10 mg/mL azul de Evans. As
células foram lavadas cinco vezes com PBS e apds estarem secas foi adicionada
solugcao de PBS/glicerol 10%. As imagens das imunofluorescéncias foram captadas
com um microscépio Nikon Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Japédo) acoplado a uma
camera CoolSNAPTvProct (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). A visualizacao
e edicdo das imagens foi realizada com auxilio do software Image-Pro PLUS
v.4.5.1.29 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA).

3.8.1.6 Analise comparativa da infeccdo dos virus r  ecombinantes quiméricos

em células de inseto C6/36

Os virus recombinantes quimeéricos YF/DEN-1, YF/DEN-1-E4, € YF/DEN-1-
Ess € foram recuperados do sobrenadante da cultura celular de células C6/36
transfectadas com os RNAs recombinantes quiméricos, titulados em células C6/36 e
utilizados para anélise do efeito citopatico (CPE) em cultura celular (5x10° células
C6/36) em uma MOI de 0,01. O mock foi igualmente processado. Para tanto, os
virus foram diluidos em meio L15 sem soro e utilizados para infeccdo em células
C6/36 durante 1 h a 28°C. Em seguida, o inéculo viral era substituido por meio L15
suplementado e as infec¢cbes acompanhadas por até 7 dpi. Durante este periodo as
células eram visualizadas diariamente em microscépio Optico invertido (Nikon
Eclipse TE300) para observacéo e identificacdo do aparecimento de eCPE. Apés 7

dpi os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -70C para posterior
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titulagdo, conforme descrito no item 3.6.1.2 O tapete celular foi fixado em solugéo
metanol acetona (proporcéo 1:1) e mantidos a -20C até o seu processamento para

imunofluorescéncia.

3.8.2 Construcdo de replicons subgenémicos do DENV -1

Os replicons subgendémicos do DENV-1 foram gerados a partir dos clones
infecciosos pBACDV-1 (Figura 3.1) contendo as mutacfes de interesse na proteina
NS3 (BORBA et al, 2012). Para tanto, a por¢cdo 5 do genoma dos clones
infecciosos de DENV-1 foram substituidas pelo fragmento amplificado por PCR a
partir do replicon subgenémico de DENV-1 #76eGFP (Figura 3.1). Apds a
amplificagdo por PCR, utilizando o0s oligonucleotideos iniciadores D1USA
(GCGGCCGCTAATACGACTCACTACGACTCACTATAGAGTTG) e D18 (%
CCTTGGGCCAAAATTCC 3) o fragmento resultante de 592 pb foi digerido com as
endonucleases de restricdo Notl e Mlul e clonado em pBACDV-1, pBACDV1-NS3,
pPBACDV1-NS3,35 e pBACDV1-NS3450, previamente digeridos com as mesmas
endonucleases de restricdo, a enzima T4 DNA ligase (Biolabs), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para a reacdo de ligacdo utilizou-se a relacéo de 3:1
(inserto:vetor), a partir de 50 ng de plasmideo previamente digerido. As reacdes de
ligacdo foram utilizadas para transformar células bacterianas da cepa TOP10. Dessa
forma, o volume total da ligacdo foi misturado com as células quimicamente
competentes da linhagem TOP10 (Invitrogen) de E. coli e incubado em banho de
gelo por 30 min. Em seguida, as bactérias foram transformadas com o DNA
recombinante através do choque térmico a 42°C por 40 seg. e recuperadas pela
adicdo de 600 pL de meio SOC e incubacéo a 37°C, sob agitacao constante por 1 h.
Apos este periodo, aliquotas de 100 pL e 200 pL das bactérias transformadas foram
semeadas em placas contendo meio TB solido suplementado com 15 ug/mL de
cloranfenicol e incubadas a 30°C por 16 h. Os clones foram triados por PCR de
coldnia, conforme descrito no item 3.8.1.3, e 0 sucesso da estratégia de clonagem
foi avaliado pelo sequenciamento nucleotidico realizado pela empresa Macrogen
(Seul, Coréia do Sul). O DNA plasmidial de cada clone infeccioso foi utilizado como
molde para a amplificacdo por PCR de fragmentos que compreendiam o genoma

completo do RNA subgendmico do virus, utilizando o kit comercial long range PCR
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(Qiagen), de acordo com as instrugfes do fabricante, e oligonucleotideos especificos
descritos no item 3.6.5.2.3, exceto pelo produto de PCR 1 que foi amplificado com a
utilizacao dos primers D1+ 5’
GCGGCCGCTAATACGACTCACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGG 3’) e CN13- (5
GAAGAACCTCTCTGGATG 3’). As reagOes foram submetidas ao seguinte ciclo de
temperatura: 93°C por 5 min., 40 ciclos de 93°C por 30 seg., 52°C por 30 seg. e
68°C por 4 min. A identidade desses fragmentos foi determinada por
sequenciamento nucleotidico pela empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul),
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (Quadro 3.2 item 3.6.5.2.3).

TT prom 17853..17870

RepBACDVE #78e0FF xdna - 18781 nt [_s1az oy Brs0

( pBACDV

17870 bp
OriS 12706...12773 !
\

Chloramphenicol res 1100711762 N
10962 Swal (1 |,(
T7 term 1083410953
HDV-RZ 10736...10820
61 iiaa (BES)

Figura 3.1 — Representacdo esquematica dos clonesd e DENV-1. A. mapa do genoma infeccioso
pBACDV1. B. mapa do replicons subgenémico do DENV-1 contendo o gene reporter GFP
(RepBACDV1 #76eGFP).

3.8.2.1 Transcricdo e transfeccdo dos RNAs subgeném icos recombinantes

em cultura de células

Os DNAs plasmidiais recombinantes foram linearizadas pela digestdo com a
enzima de restricdo Swa | 10 U/uL (Biolabs), de acordo com os tampdes e condi¢cdes
descritas pelo fabricante das enzimas. A reacao foi incubada a 25C por 16 h. A
purificacdo da digestao foi feita pela técnica de extracdo de acidos nucléicos por
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, conforme descrito no item 3.8.1.3, utilizando-se
reagentes livres de nucleases. O DNA foi recuperado em 5 uL de agua livre de
nucleases e 0,8 ug do DNA linearizado foi utilizado como molde para a reacédo de
transcricao in vitro, utilizando o kit comercial MEGAscripte T7 High Yeld Transcription
Kit (Ambion) e 40mM RNA cap structure analog m’G(5')ppp(5')G (Biolabs). Apés a
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incubagéo da reagdo a 37T por 3 h, esta foi tratada com 2 U de DNAse turbo
(Ambion) por 15 min. a 37C. Em seguida, o RNA tran scrito foi purificado com o
RNeasy mini kit (Qiagen), de acordo com as recomendacbes do fabricante,
visualizado em gel de agarose e quantificado em fluorimetro Qubit (Invitrogen),
utilizando o kit Quant-it RNA assay (Invitrogen).

Os RNAs foram utilizados para transfectar células C6/36 pelo método de
lipofectina, conforme descrito no item 3.8.1.4.1, ou por eletroporacédo utilizando a
tecnologia nucleofactor (Lonza) e o kit Amaxa cell line nucleofactor kit L (Lonza), de
acordo com as recomendacfes do fabricante. As mdDCs foram transfectadas com
0os RNAs recombinantes subgendmicos ou com o mock utilizando o kit otimizado
para transfeccdo de DCs Amaxa human dendritic cell nucleofactor (Lonza) e o
protocolo U-002, de acordo com as recomendagfes. ApOs as transfeccbes as
células foram cultivadas conforme descri¢éo nos itens 3.3.1.

As mdDCs e o sobrenadante da cultura celular foram recuperados em 8, 24 e
48 hpi. As células foram utilizadas tanto para obtencdo do RNA total, utilizando o
RNAeasy mini kit (Qiagen) de acordo com as recomendac¢fes do fabricante, quanto
para andlise da ativacdo celular e quantificacdo da porcentagem de células

infectadas, por citometria de fluxo.

3.9 Producéo de anticorpos monoclonais

3.9.1 Obtencao da proteina recombinante NS3 helicas e do DENV-1

O RNA do DENV-1 cepa FGA89 extraido a partir de células C6/36 infetadas,
utiizando o kit para extracdo viral (Qiagen), foi utilizado como molde para
amplificacdo por RT-PCR da sequéncia correspondente ao dominio helicase da
proteina NS3 (NS3e), aminoacidos 169-619, utilizando oligonucleotideos
especificos, contendo os sitios de clivagem das enzimas de restricdo BamHI e
Hindlll (DINS3hBam5 CGGGATCCAAAGCATCACAAGAAGGGCCCCTACCA e
DINS3hHind3’ GGGGAAGCTTTCTTCTTCCTGCTGCAAACTC - a sequéncia
sublinhada corresponde ao sitio de clivagem da enzima de restricdo BamHI e
Hindlll, respectivamente. As reacdes foram realizadas utilizando-se o kit long range

PCR (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante e submetidas a um ciclo
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de temperatura de: 94<C por 2 min; 35 ciclos de 94° C por 30 seg, 55T por 30 seg e
68T por 1 min. e 30 seg. Os amplicons resultantes foram purificados com o kit high
pure PCR (Roche), ressuspensos em 50 uL de agua ultrapura e digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI (20 U/uL - New England Biolabs) e Hind 11l (20 U/uL
Biolabs), de acordo com as especificacdes do fabricante. Os produtos foram
purificados com o kit RNAeasy mini Kit (QIAGEN) e clonados no plasmideo pET28
(Novagen), previamente digerido com as mesmas endonucleases de restricao,
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Biolabs ou USB), seguindo as recomendagfes
do fabricante. Para a reacéo de ligacdo utilizou-se a relagéo de 3:1 (inserto:vetor), a
partir de 50 ng de plasmideo previamente digerido. O produto da reacéo de ligacao
foi transformado em bactérias da linhagem TOP10 célcio competente (Invitrogen),
conforme descrito no item 3.8.2. Os potenciais clones recombinantes foram triados
por PCR de colbnia (item 3.8.1.3), utilizando os oligonucleotideos especificos citados
acima. O DNA plasmidial dos possiveis clones recombinantes foi avaliado pela
técnica de sequenciamento nucleotidico pela empresa Macrogen, utilizando os
oligonucleotideos do vetor T7 promoter e T7 terminator.

As proteinas recombinantes foram expressas em bactérias E. coli cepa
Rossetta 2 (DE3) (Novagen) ou cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen). A partir de
uma cultura saturada de E. coli Rossetta (DE3)-pET28aNS3hel FGA/89 uma diluicdo
1:50 em 1 L de volume final de meio LB suplementado com os antibiéticos
correspondentes, sulfato de canamicina (25 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL) até
uma DOgoonm de 0.6. As condicdes de inducdo para a expressdo da proteina
recombinante na cepa Rossetta 2 (DE3) consistiu em incubar a cultura com 0,4 mM
de IPTG (Promega) a 18T por 16 h, ja a condi¢cdo para a expressao da proteina
recombinante na cepa Rosetta-gami 2 (DE3) consistiu em incubar a cultura com 0,4
mM de IPTG (Promega) a 30C por 5 h.

ApoOs o periodo de inducédo, as céluas foram centrigugadas a 10.000xg e o
sedimento celular ressuspenso em solugao de lise (50 mM TrisHCI, pH 7.5, 0,3 M
NaCl). As células foram lisadas por dois ciclos de congelamento (-70°C) e
descongelamento seguido de sonicacédo (3 x 20 seg. com pausa de 30 seg.). O
lisado foi clarificado por centrifugacdo de 30 min, 12.000xg a 4C. O sobrenadante
foi purificado por afinidade da cauda de histidinas, co-expressa com a proteina

recombinante (6xHis), ao metal catiénico divalente (Ni**) (Qiagen). Apés incubac&o
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de 20 min. a 4°C, a resina foi lavada 2X com tampéao de lavagem (50 mM TrisHCI,
pH 7.5, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazol) e as proteinas eluidas utilizando tampdes de
eluicdo A (50 mM TrisHCI, pH 7.5, 0,3 M NaCl, 150 mM) e B (50 mM TrisHCI, pH 7.5,
0,3 M NacCl, 150 mM, 300 mM imidazol). As proteinas foram estocadas a -20° até
sua utilizacdo. A concentracdo das proteinas recombinantes foi calculada com base
na sua absorbancia registrada em fluorimetro Qubit (Invitrogen), utilizando o kit
Qubit™ Protein Assay (Invitrogen), e seu coeficiente de extingdo molar (E= 68,330

Mtem™).

3.9.2 Procedimento de imunizacéo

Para a geracdo de anticorpos monoclonais especificos contra a proteina
NS3e do DENV, o antigeno recombinante NS3y do DENV-1, cuja producdo esti
descrita no item 3.8.2, foi utilizado para a imunizacdo de quatro camundongos
isogénicos da linhagem Balb/c, com aproximadamente 6 semanas de idade. Os
animais foram imunizados com 5 doses do antigeno recombinante administradas por
diferentes vias de inoculacéo: intraperitonial (I.P.), subcutéanea (S.C.) e intravenosa
(1.V.). O intervalo entre as imunizac¢des foi de 7 dias. A primeira imunizacdo consistiu
na inoculacao via I.P. de 50 ug/dose/animal da proteina NS3 helicase misturada com
adjuvante incompleto de Freund na proporcdo de 1:1. Sete dias apds a primeira
inoculacdo, uma nova dose de 50 ug/animal do antigeno recombinante misturado ao
adjuvante alugel (1:1) foi administrada via S.C. Posteriormente, duas inoculacdes
adicionais foram realizadas seguindo o mesmo protocolo descrito. A Ultima
imunizacado foi determinada pela inoculacdo de 20 ng de proteina via I.V., na
auséncia de adjuvante.

Torna-se importante ressaltar que antes das imunizacdes, o soro dos animais
(pré-imunizacdo) foi avaliado em ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA (do
inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e western blotting para verificar a
auséncia de anticorpos inespecificos no reconhecimento da proteina NS3 do DENV.
Da mesma forma, trés dias apos a ultima imunizacdo, amostras de sangue total
foram coletadas via caudal e centrifugadas por 5 min. a 3000 rpm para obtencao dos
soros (pés-imunizacdo) e avaliagdo da soroconversdo dos animais através de

ensaios imunoenzimaticos.
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3.9.3 Processamento das células para fusao

ApoOs a confirmagdo da soroconversdo dos animais, os mesmos foram
anestesiados via |.P. com solu¢do de anestésico e sedativo cloridrato de quetamina
e cloridrato de xilazina (Vetaset) na concentracdo de 100 mg/kg™” de ketamina,
1mg/kg™® de xilazina, administrado em um volume de 0,1 mL/10 g de peso animal.
ApoOs sinais visiveis de anestesia constatados por reflexo 6culo motor e reacédo ao
pincamento das patas posteriores realizou-se o procedimento de puncdo cardiaca
para a retirada do soro pés-imune (aproximadamente 1 mL/animal). Apds esse
procedimento, e ainda sob o efeito da solucéo anestésico-sedativa, os animais foram
sacrificados em camara de CO, e 0 baco retirado, de forma asséptica, através de
inciséo cirdrgica. O baco de cada animal foi macerado com o auxilio de laminas
estéreis de ponta fosca em placa de petri contendo cerca de 10 mL de meio RPMI
1640 sem SFB (Gibco). A suspensao de células resultante foi filtrada em ponteiras
preenchidas com filtro de nylon. O material filtrado foi transferido para tubo conico
contendo 30 mL de meio RPMI sem soro e centrifugado a 1.500 rpm por 10 min. a
4. As células foram ressuspendidas em 5 mL de sol ucéo de lise de hemécias (168
mM de cloreto de aménio gelado) e incubadas por 5 min. em banho de gelo. Em
seguida, adicionou-se 45 mL de meio RPMI 1640 sem SFB e centrifugou-se a 1.500
rpm por 10 min. a 4C. Esse procedimento foi realiz ado duas vezes para assegurar a
retirada do cloreto de amoénio da suspensdo de linfécitos. A contagem celular foi
realizada em camara de NeuBauer.

Os linfocitos murinos e as células mielédmicas da linhagem Ag8xP3653,
previamente crescidas em garrafas de cultivo de 75 cm? (Nunc, Roskilde, Denmark)
contendo meio RPMI suplementado, foram misturados na proporgéo de 5 células de
mieloma para 1 esplendcito. As células foram centrifugadas por 10 min. a 1.500 rpm
a 4C e os sedimentos celulares recuperados lentame nte com a adicdo do agente
fusogénico PEG (50% v/v em meio RPMI sem SFB:polietilenoglicol) por exatos 6
min., conforme descrito por Earley e Osterling (1985). Em seguida, as células foram
centrifugadas para retirada do PEG, recuperadas em meio RPMI suplementado e
plagqueadas em placas de 96 orificios de fundo chato (Nunc) na concentracao de 2.5
x 10° células/orificio. As células hibridas foram mantidas por 24 h em meio RPMI

suplementado, conforme descrito no item 3.3.1. ApGs esse periodo, a sele¢do das
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células hibridas foi realizada pela adicdo da droga seletiva HAT (0,1 mM
hipoxantina, 0,0004 mM aminopterina e 0,016 mM timidina) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) ao meio RPMI suplementado. A troca de meio contendo HAT foi realizada a
cada 48 h durante 12 dias. Apés esse periodo, o meio foi substituido por meio RPMI
suplementado com HT (0,1 mM hipoxantina e 0,016 mM timidina) (Sigma) e esse
procedimento realizado por mais 4 dias, até a retirada completa da droga utilizada
para a selecdo dos clones. Finalmente, a triagem dos hibridomas foi realizada no

momento em que a cultura celular atingiu cerca de 80% de confluéncia.

3.9.4 Triagem dos hibridomas secretores de anticorp  0s contra a NS3 helicase
do DENV

A triagem dos hibridomas secretores de anticorpos contra a proteina NS3
helicase foi realizada através das técnicas de ELISA e imunofluorescéncia indireta
(IFI).

Para a triagem utilizando a técnica de ELISA, placas de 96 poc¢os de fundo
chato (Nunc) foram sensibilizadas com 0,02 ug do antigeno recombinante NS3
helicase em tampéo carbonato por 16 h a 4C. ApGs o periodo de incubacéo, as
placas foram lavadas 6 vezes com 200 uL de PBS contendo 0,05% Tween e
armazenadas a -20C até o momento da utilizacdo. O teste foi realizado pela
incubacdo de 100 pL do sobrenadante da cultura de células hibridas com os
antigenos recombinantes NS3 helicase adsorvidos nas placas de 96 pocos a 37°C
por 30 min. Como controles negativos da reacao foi utilizado meio RPMI, 0 mesmo
utilizado para manutenc¢ao dos hibridomas, e tampé&o de diluicdo de amostras (PBS,
0.05% Tween 20 com 5% de leite em p6 desnatado (Molico - Nestlé). Como controle
positivo da reacao foi utilizado soro de animais imunizados com a proteina NS3
helicase diluido em tamp&o de diluicdo de amostras (1:250). Apds 6 lavagens, as
placas foram incubadas a 37T por 30 min. com antic orpo anti-lgG de camundongo
conjugado com a enzima HRP (horse radish peroxidase), diluido em tampéo de
amostra. As placas foram entdo lavadas 6 vezes e, em seguida, adicionado 100 pL
do substrato da enzima (H.O,) e o cromégeno Tetrametilbenzidina (TMB — KPL,
Gaithersburg, MD, USA) para a revelagcédo da reacdo. Apos um periodo de 10 min. a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reagao foi interrompida com a adicao de
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100uL de acido sulfarico (2M H,SO,4). A densidade 6tica de cada poco foi
determinada em filtro de absorbancia de 450 nm em leitor automéatico. Densidades
Oticas acima de 0,300 foram assumidas como positivas.

Os hibridomas secretores de anticorpos positivos pela técnica de ELISA foram
confirmados pela técnica de IFI em culturas de células C6/36 infectadas com o
DENV-1 cepa FGA/89. Para tanto, 1.0 x 10° células C6/36/orificio foram plaqueadas
em placas de 96 orificios de fundo chato (Nunc) contendo meio L15 suplementado,
conforme descrito no item 3.3.1, e infectadas com o virus FGA/89 a uma MOI de 1
durante 72 h a 28C. Apds a incubacdo, as células f oram lavadas com tampao PBS
e fixadas/permeabilizadas com 100 pL de uma solugdo 1:1 de metanol:acetona
(Merck) gelada. As placas foram mantidas a -20°C até o momento da sua utilizagao.

Para o teste de IFI, 100 uL do sobrenadante proveniente da cultura celular
hibrida foi incubado por 30 min. a 37<C com células C6/36 fixadas ndo infectadas
(mock) e infectadas com o DENV. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes
com PBS a temperatura ambiente e incubadas com anticorpos secundarios anti-IgG
de camundongo conjugado com FITC (Sigma) por 30 min. a 37°C. Finalmente, as
células foram lavadas com PBS e 50 pL de PBS 10% glicerol foi adicionado sobre as
células para observacdo em microscopio optico de fluorescéncia (Eclipse E600,
Nikon).

3.9.5 Testes de estabilidade e clonagem dos hibrido  mas

Os hibridomas que apresentaram reacdo positiva nas técnicas de triagens
descritas acima foram submetidos a dois ciclos sucessivos de congelamento e
crescimento celular, para avaliagdo da estabilidade clonal. Aproximadamente 1.0 x
10° células foram congeladas em uma ampola contendo 500 pL de meio de
congelamento (7.5% de dimetilsulféxido (DMSO — Sigma) e 92.5% de SFB). As
células foram submetidas ao congelamento lento (20°C/2 h seguido pelo
congelamento a -70°C/2 h) e estocadas em Ni** liquido. As células foram
descongeladas rapidamente a 37<C e imediatamente ce ntrifugadas a 2.500 rpm por
5 min. O sedimento celular foi ressuspenso em meio RPMI suplementado e cultivado
em placas de cultivo celular de 6 pocos (Nunc). Apés um periodo breve de

crescimento celular, as células foram retriadas e os poc¢os positivos sub-clonados
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por diluicdo limitante em placas de 96 pocos. A diluicdo limitante é importante passo
requerido para a obtencdo de anticorpos monoclonais, reduzindo, assim, o risco de
poli-especificidade e o crescimento de células ndo secretoras, em detrimento dos
hibridomas secretores de anticorpos (YOKOYAMA et al., 2006). Para tanto, 100 pL
da suspensédo de células hibridas (cerca de 50 células) foi adicionado na primeira
coluna de uma placa de 96 orificios e 50 puL da suspensédo celular foi distribuida
seriadamente (diluicdo 1:2 em meio RPMI suplementado) até a ultima coluna da
placa. As placas foram mantidas em estufa de CO, por 2 h a 37T para permitir
adesdo das células a placa e, em seguida, observadas em microscopio 6tico
invertido para identificacdo dos pocos contendo apenas uma unica célula. Apds sete
dias de cultivo, o sobrenadante das culturas de células hibridas expandidas foi triado
para a secrec¢do de anticorpos contra a proteina NS3 helicase do DENV e utilizados
para a isotipagem, visando confirmar a natureza clonal dos hibridomas. A isotipagem
foi realizada utilizando o kit SBA Clonotyping™ HRP System (Southern Biotech),
baseado em ensaio em formato do tipo ELISA, seguindo o protocolo do fabricante.
Apés a confirmacédo da natureza clonal de alguns hibridomas, os mAb gerados foram
testado contra os quatro sorotipos do DENV através da técnica de IFI, descrita

acima.

3.10 Clonagem, expressao e purificacdo da proteina  recombinante quimérica
NS2B47NS3 do DENV-1

3.10.1 Amplificacdo dos fragmentos de DNA através d  as técnicas de Reacao

da Transcriptase Reversa (RT) e reacdo em cadeiada polimerase (PCR)

O RNA do DENV-1 foi extraido a partir de células de inseto C6/36 infetadas
com as cepas de baixa passagem (P2) do DENV-1 FGA/89 parental e suas
variantes neuroadaptadas FGA/NA dld (435Mut) e FGA/NA P6 (209/480Mut),
utiizando o kit comercial para extragao viral (Qiagen). O RNA viral obtido foi
convertido em cDNA através de amplificacdo enzimatica utilizando-se o kit Improm I
reverse trasnscriptase (Promega) e 250 uM oligonucleotideos iniciadores
randomicos (Random primer - Invitrogen), de acordo com as instru¢cbes do

fabricante. A sintese do cDNA foi realizada a 42°C por 1 h.
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Para clonagem da proteina NS3 inteira fusionada ao co-fator NS2B do DENV-
1 (NS2BNS3) utilizamos uma estratégia similar a descrita por LEUNG et al. (2001). A
estratégia consistiu em amplificar e fusionar através de um linker de quatro glicinas,
uma serina e outras quatro glicinas os fragmentos correspondente aos 619 residuos
de aminoacidos que compdem a proteina NS3 e 47 residuos de aminoacidos do
dominio hidrofilico central da proteina NS2B (NS2B47), 0 qual atua como co-fator
enzimatico do domino protease da NS3. Para tanto, o fragmento correspondente aos
residuos de aminoacidos 1 ao 619 da proteina NS3 foram amplificados a partir do
cDNA viral usando os oligonucleotideos NS3FLink de polaridade positiva
5"GGGGGCGGAGGTAGTGGTGGAGGCGGGTCAGGAGTGTTATGGGACACACCC
3’ (a sequéncia que codifica para o linker de Gly4-Ser-Gly4 esta identificada em
italico) e NS3FLStop de polaridade negativa
5'GGGGAAGCTTTTATCTTCTTCCTGCTGCAAACTC3' (a sequéncia sublinhada
corresponde ao sitio de clivagem da enzima de restricdo Hindlll e em italico a
sequéncia codificadora de um stop codon). O fragmento hidrofilico correspondente
aos residuos de aminoacidos 49 ao 95 da proteina NS2B foram amplificados a partir
do cDNA viral utilizando-se os os oligonucleotideos 2BCo de polaridade positiva 5’
CGGGATCCGCCGATTTATCACTGGAGAAAGCGGC 3’ (a sequéncia sublinhada
corresponde ao sitio de clivagem da enzima de restricdo BamHI) e 2BCOgly de
polaridade negativa 5
CCCGCCTCCACCACTACCTCCGCCCCCGAGTGTGTCATCCCTCTCTTCATC 3
(em italico a sequéncia que codifica para o linker de Gly4-Ser-Gly4), utilizando o kit
long range PCR (Qiagen). Os amplicons resultantes, correspondentes as regides
gendmicas determinadas, foram purificados com kit High Pure PCR (Roche),
seguindo o protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 uyL de agua ultrapura.
Esses amplicons foram submetidos a uma segunda amplificacédo para obtencéo de
um fragmento de PCR fusionado (NS2B47NS3) através da complementariedade das
sequéncias criada pelos oligonucleotideos iniciadores de polaridade positiva
(NS3FLink) do fragmento da NS3 e negativa do fragmento da NS2B (2BCOqgly). Os
fragmentos gerados foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
excisados do gel e purificados com o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de
acordo com o protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 pyL de agua ultrapura e

guantificados em espectrofotdbmetro (NanoVue — GE Healthcare).
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3.10.2 Clonagem dos fragmentos amplificados por PC R em vetor pET28a

Os amplicons obtidos por PCR de fusdo (NS2B4;NS3), bem como o vetor
pET-28a foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI 20 U/uL (Biolabs) e
Hind 11l 20 U/uL (Biolabs), de acordo as condi¢des prescritas pelo fabricante, e em
seguida, purificados com o QIAquick gel extraction kit (Qiagen), de acordo com o
protocolo do fabricante, ressuspensos em 50 uL de agua ultrapura e quantificados
em espectrofotdmetro (NanoVue — GE Healthcare). Os fragmentos foram clonados
utiizando a enzima T4 DNA ligase (Biolabs), seguindo as recomendag¢fes do
fabricante. Para a reacdo de ligacdo utilizou-se a relacdo de 3:1 (inserto:vetor), a
partir de 50 ng de plasmideo previamente digerido. As reac¢des foram incubadas a
16°C por 16 h. Posteriormente, o volume total da ligagdo foi misturado com as
células quimicamente competentes de E. coli da linhagem TOP10 célcio competente
(Invitrogen), conforme descrito no item 3.8.2 e semeadas em placas contendo meio
LB solido suplementado com 25 ug/mL de kanamicina e incubadas a 30°C por 16 h.
As Bactérias E. coli Topl0 recombinantesforam triadas por PCR de colonia para
identificacdo de clones positivos. Os possiveis clones foram sequenciados pela
empresa sul-coreana Macrogen, utilizando os oligonucleotideos T7 promoter e
terminator, cuja sequéncia encontra-se presente no vetor pET-28a, e
oligonucleotideos  especificos do genoma do DENV-1 (CN14 5
GGAAATGACATTGCCAACTG 3 e CN10 5 ACCCGGCACATCTGGATC 3') paraa
confirmacédo da correta insercao do fragmento de interesse no vetor e verificacdo de

eventuais mutacdes indesejadas.

3.10.3 Teste de expressdo da proteina recombinante NS2B47NS3 do DENV-1

em sistema procarioto

O DNA plamidial do clone recombinantes NS2B47NS3209/4s80mut (FGA/NAPG) foi
utilizado para transformar bactérias E. coli de linhagem BL21pLys (Novagen),
Rosetta 2 (DE3) (Novagen) e Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) calcio competentes,
conforme protocolo descrito no item 3.8.2. Os clones positivos foram estocados em

glicerol 25% v/v, num volume total de 1 mL, a —70<C..



96

As bactérias da linhagem BL21pLys e Rosetta 2 (DE3) carregam plasmideos
que conferem resisténcia ao antibidtico cloranfenicol (34 ug/mL) e a bactéria da
linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) carrega plamideos que conferem resisténcia aos
antibioticos cloranfenicol (34 ug/mL), estreptomicina (50 ug/mL) e tetraciclina (12,5
ug/mL) além da resisténcia a canamicina (25 ug/mL), conferida pelo vetor pET28a.

A partir de estoques em glicerol das bactérias BL21pLys, Rosetta 2 (DE3) e
Rosetta-gami 2 (DE3) contendo os plasmideos recombinantes, um pré-inéculo em 2
mL de meio liquido, contendo os antibiéticos correspondentes, foi incubado a 30C
por 16 h, sob agitacdo constante. No dia seguinte, a partir da cultura saturada de E.
coli, contendo os plasmideos recombinantes, uma diluicdo de 1:10 em volume final
de 20 mL de meio LB suplementado com os antibidticos correspondentes foi
incubada & 30°C, sob agitacdo constante, até a obtencédo de uma ODgoo de 0,6. Em
seguida, a expressdo das proteinas recombinantes foi induzida pela adicdo de 0,4
mM de IPTG e uma cinética de expresséao foi realizada sob diferentes condi¢cdes de
temperatura e tempo de inducdo. O controle negativo (ndo induzido) cresceu sob as
mesmas condi¢cdes, mas sem a presenca de IPTG. Para testes de solubilidade o
sedimento celular foi ressuspenso em 400 uL de tampé&o de lise (50 mM Tris-HCI pH
7,5 e 300 mM NacCl), seguido por dois ciclos de congelamento e descongelamento
em banho de gelo seco e etanol e lise celular por ultrasom (3 pulsos de 20 seg.,
poténcia 6) (Ultrasonic Homogeneizer 4710 Series — Cole Parmer). O lisado celular
foi centrifugado a 10.000xg por 20 min. a 4T e, em seguida, o sobrenadante (fragao
soltvel) e o sedimento (fracdo insoluvel) foram analisados por eletroforese em gel
SDS-PAGE 13%. Para tanto, 25 pL de tampdo de amostra 4X para SDS/PAGE
foram adicionados aos 75 pL do sedimento celular ressuspenso em PBS e aos 75 pL
do sobrenadante do lisado bacteriano. As amostras foram desnaturadas a 95T por
5 min., aplicadas (15 pL) em gel SDS/PAGE 13% e visualizadas pela coloracdo
direta com comassie blue ou gel code blue stain (Pierce). A identidade das proteinas
recombinantes foi analisada pela técnica de western blotting, utilizando anticorpos
policlonais anti-histidina (Sigma) ou anticorpos monoclonais anti-NS3 helicase do
DENV, obtidos neste trabalho.
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3.10.4 Geragdo de mutantes da proteina recombinante  NS2B,4;NS3

A fim de avaliar o papel das mutacbes individuais Valypolle e LeusgpSer nas
atividades enzimaticas da proteina NS3 e excluir possiveis contaminagdes com
proteinas bacterianas que pudessem, eventualmente, interferir nos ensaios de
atividade helicase, ATPase e protease, 0s residuos de aminoacidos nas posicoes
NS3,00 € NS3450 € 0s motivos Walker A (posicdo NS3,00) do dominio helicase da
proteina quimérica NS2B4;NS3, bem como, o residuo na posicdo NS3;3s
(aminoécido que participa da triade catalitica do dominio catalitico de protease)
foram modificados em uma reacdo de mutagénese sitio dirigida utilizando o Kit Quik-
Change Site Directed (Stratagene), utilizando oligonucleotideos mutagénicos
especificos (Quadro 3.3). Para as rea¢c6es mutagénicas de PCR, o DNA plasmidial
contendo o gene que codifica para a proteina quimérica NS2B47NS3 do virus
FGA/89 e FGA/NA P6 (contém as mutacdes yvaNS3-209;e e 1,480ser) foi utilizado
como molde para a sintese de novos DNAs plasmidiais, contendo as mutacfes de
interesse. Para reacgéo, foram utilizados 5 pL de 10x tamp&o de reacdo comercial, 50
ng do DNA plasmidial, 125 ng de cada oligonucleotideo, 1 uL da mistura de dNTPs
(Stratagene), 1 pL da enzima Pfu turbo DNA polimerase (2.5 U/uL, Stratagene) e
agua ultra-pura para um volume final de 50 uL. A reacéo foi submetida a um ciclo de
temperatura que consistiu em: 95°C por 30 seg., seguidos de 16 ciclos a 95°C por 30
seg., 55°C por 1 min. e a 68°C por 7 min. Em seguida, o volume total da reacéo foi
submetido ao tratamento com 1uL da endonuclease Dpnl (20 U/uL, New England
Biolabs) e incubada a 37°C por 1 h. A Dpnl tem especificidade por DNA metilado,
que ocorre em DNA extraido de algumas linhagens de E. coli. Assim, a Dpnl é
utilizada para digerir o DNA molde, selecionando o DNA recentimente sintetizado
contendo a mutacéo de interesse. Apds o tratamento com a enzima, 5 puL da reacéo
foram usados para transformar a linhagem bacteriana quimicamente competente
XL1-blue (Stratagene), conforme descrito no item 3.8.2. Os provaveis clones foram
selecionados por PCR de colonia, conforme descrito no item 3.8.1.3 e confirmados
através de sequenciamento nucleotidico. Os plasmideos contendo as mutacdes de
interesse situadas na proteina quimérica NS2B47NS3 (SerizsAla, LysaooAla, Valygolle,

LeuggoSer), foram transformados em E. coli cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) e
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utilizados para a expressdo e purificagdo da proteina recombinante, conforme

descrito no item 3.10.3.

Mutagao Nomenclatura Sequéncia nucleotidica Orientagio
Oligonuclectideo 5.3 (Polaridade)
NS31ss CNS3139MutF CTAGATTTTAAACCCGGCACAGCTGGATCTCCCATTGTG F'csiti.va Mutada
CNS53135MutR CACAATGGGAGATCCAGCTGTGCCGGGTTTAAAATCTAG Negativa Mutada
NS 3200 CNS3MutF GCATCCAGGATCAGGAGCTACAAGAAGATATCTTCC Positiva Mutada
CNS3MutR GGAAGATATCTTCTTGTAGCTCCTGATCCTGGATGC MNegativa Mutada
NS 3500 CNS3209MutF CGTCGCTATCTGCCGGCCATTATCCGTGAAGC Positiva Mutada
CNS3209MutR GCTTCACGGATAATGGCCGGCAGATAGCGACG MNegativa Mutada
NS3aeo CNS3480MutF GGGTCAGCCGICAAACAATGATGAAGACCATGC F'csiti.va Mutada
CNS3480MutR GCATGGTCTTCATCATTGTTIGACGGCTGACCC Negativa Mutada

Quadro 3.3 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para reaca o de mutagénese sitio
dirigida. A sequéncia destacada refere-se ao codon mutado na posigéo de interesse.

Apés a determinacdo do melhor método para a expressdo das proteinas
recombinantes na forma sollvel, as células quimicamente competentes E. coli cepa
Rosetta-gami 2 (DE3) transformadas com o plasmidio pET28a contendo a sequéncia
que codifica para a proteina quimérica NS2B47;NS3 do DENV-1 cepa FGA/89 e seus
respectivos mutantes NS2B47NS3issmut,  NS2B47NS300mut,  NS2B47NS3209muts
NS2B47NS3435mut, NS2B47NS3sgomut € NS2B47NS32094s80mut foram utilizadas para
expressdo induzida das proteinas heter6logas em volumes de cultura

proporcionalmente maiores (2.000 mL).

3.10.5 Purificacdo das proteinas heterdlogas expre  ssas em sistema procarioto

As proteinas recombinantes presentes na fracdo soltvel do lisado celular
foram purificadas em por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-IDA (acido
iminodiacético) agarose (GE), utilizando o sistema de FPLC Akta (GE). A purificacdo
em coluna de niquel tornou-se possivel pela presenca de hexa-Histidina (6xHis) co-
expressa na regiao N-terminal das proteinas recombinantes utilizadas neste estudo.
Para tanto, o sobrenadante do lisado celular, obtido através do método descrito no
item 3.9.1, foi filtrado a 0.22 um e purificado por passagem através de coluna de Ni-
NTA agarose, pré-equilibrada com 5 volumes de tampao de lise (50 mM Tris-HCL pH
7,5, 300 mM NaCl e 20 mM de imidazol), seguida por lavagem com 6% de tampéo B
(50 mM Tris-HCL pH 8,0, 300 mM NaCl e 500 mM de imidazol). A proteina foi eluida
com 40% de tampao B, aproximadamente 100 mM de imidazol. Todos os tampdes
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foram filtrados e desgaseificados antes da utilizacdo. A proteina foi eluida em um
fluxo de 0,5 mL/min. em fracdes de 0,5 mL. O cromatograma foi determinado pela

medicao da absorvancia de UV a 280nm.

3.11 Ensaios de atividade enzimética

3.11.1 Protease

Os ensaios funcionais de atividade protease foram realizados em colaboracéo
com o grupo do Dr. Luiz Juliano Neto da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP). Os substratos peptidicos correspondentes ao sitio de clivagem nativo da
poliproteina do DENV-2 e um peptideo contendo trés residuos de amino&cidos
basicos em sequéncia foram previamente sintetizados (GOUVEA et al., 2006)
(Quadro 3.5) com supressédo intramolecular de fluorescéncia (FRET) e utilizados
neste estudo. Os peptideos contendo N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp)
ligado ao residuo de aminoaciodo glutamina foram dissolvidos em DMSO e as
concentracbes determinadas pelas leituras das absorbancias em 365 nm em
espectrofotometro modelo U-3210 (Hitachi, Japéo). O valor de absorbancia foi
convertido a concentracdo molar empregando o coeficiente de extingdo molar do
grupo Dnp (E=17.300 Mcm™)

A hidrolise de concentracbes crescentes de substrato fluorogénico foi
monitorada apos a incubacdo da enzima por 5 minutos a 37C em tampao 20 mM
Tris, 10 mM NaCl e 20% glicerol (pH 9,0), utilizando espectrofluorimetro HITACHI F-
2500 ajustado com fendas de excitacdo e emissdo 10 e 20 e comprimentos de onda
para 320 nm e 420 nm. As constantes cinéticas foram determinadas a partir das
velocidades iniciais de hidrolise (<5% da hidrdlise total), utilizando a equacéo
descrita por Michaelis & Mentem com o auxilio do programa GraFit (Erithacus
Software, Horley, Surrey, U.K.). O efeito de filtro interno foi corrigido usando uma
equacdo empirica de acordo com Araujo et al. (2000). Os parametros de hidrolise

Km, Kcat Kcat/Km de trés determinacdes independentes foram realizados.
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3.11.2 ATPase

A atividade ATPase das proteinas recombinantes NS3¢ € NS2B4;NS3 do
virus FGA/89 e as variantes da proteina NS2B47NS3 foi avaliada através do método
colorimétrico de liberacdo de fosfato inorganico (Pi), utilizando o kit de atividade
ATPase (Innova Biosciences). As proteinas purificadas foram incubadas em placa
de 96 pocos e o teste realizado de acordo com as descricbes do fabricante.
Diferentes concentragdes de ATP e diferentes condi¢cdes de tempo foram utilizadas
para a determinagcdo das condi¢cBes 6timas da reacdo. Todas as reagBes foram
incubadas a 28°C e a absorbancia determinada a 650 nm. A curva padréo de Pi foi
utilizada para determinar a quantidade de Pi liberado durante as reacbes de
ATPase.

3.11.2.1 Preparacédo do substrato de RNA dupla fita

Para a obtencdo dos substratos dupla fita, 10 pmol do oligonucleotideo RNA
R3' (5’ AGCACCGUAAAGACGC3’) foi misturado em uma relacado molar de 1:1 com o
oligonucleotideo complementar (5GCGUCUUUACGGUGCUUAAAACA
AAACAAAACAAAACAAAAZ), em condicbes de alta salinidade (0,5 M NaCl) e
aquecidos a 70C por 10 min. Em seguida, 0s substratos foram re-naturados
lentamente em temperatura ambiente. Os &cidos nucléicos foram foi purificado em
coluna Sephadex G25 (GE Healthcare).

3.11.3 Helicase

3.11.3.1 Preparacéo dos substrato de DNA e RNA dupl a fita

Para a obtencdo dos substratos dupla fita, 10 pmol do oligonucleotideo DNA
d18mer (5’GTTATGTACCTACTAAAC3’) ou RNA R3’' (5’AGCACCGUAAAGACGCS3))
foram marcados radioativamente com T4 polinucleotideo kinase (USB) e (y->P) ATP
(3000 Ci/mmol) e incubados por 30 minutos a 37° Os oligonucleotideos marcados
foram misturados em uma relagdo molar de 1:3 com os oligonucleotideos

complementares nao marcados DNA d66mer
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(5’AGGATGTATGTTTAGTAGGTACATAACTATCTATTGATACAGACCTAAAACAAA
AAATTTTCCGAG3) e RNA RF
(5’GCGUCUUUACGGUGCUUAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAZ),

respectivamente, em condi¢des de alta salinidade (0,5 M NaCl) e aquecidos a 95T
(DNA) ou 70T (RNA) por 10 min. Em seguida, os substratos foram re-naturados
lentamente em temperatura ambiente. O ATP nao incorporado foi removido com
Sephadex G25 (GE Healthcare). O ATP radioativo incorporado foi determinado em

contador de cintilag&o liquida.

3.11.3.2 Reacado enzimatica

A atividade helicase foi realizada em diferentes concentracdes de proteinas
NS2B47NS3 em 25 mM TrisHCI pH 7,5, 5 mM ATP, 2 mM MgCl,, 10% glicerol, 0,1
mg/ml BSA e 25 nM de substrato dupla fita (DNA ou RNA) marcado radioativamente.
As reacdes foram incubadas a distintos tempos a 37°C e interrompidas pela adicao
da solugédo de terminacéo (3% Fycoll, 1% SDS, 0,02% BPB, 20 mM EDTA).
Aliguotas foram analisadas por eletroforeses em gel de poliacrilamida néo
desnaturante (PAGE) 12%.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao in vivo e in vitro dos DENV recombinantes

Para se estudar o papel das substituicbes de aminoacidos nas proteinas E e
NS3 do DENV-1, os virus recombinantes contendo as mutacdes individuais ou em
conjunto, provenientes dos clones infeciosos do DENV-1 cepa BR/90 (ndo adaptado
em camundongo) (DUARTE DOS SANTOS et al., 2002) gerados por BORBA (2010)
(Figura 4.1), foram utilizados para caracterizagéo biolégica tanto in vivo, em modelo
de neuroviruléncia murino, in vitro, em linhagens celulares humana e de inseto
(BORBA, STROTTMANN et al., 2012), e ex vivo, em cultura de células primarias
humanas derivadas de células da linhagem hematopoiética.

Os virus recombinantes contendo as mutacdes de interesse (VBACDV1,
VBACDV1-E4o,, VBACDV1-E4s, VBACDV1-NS3,09, VBACDV1-NS3435, VBACDV1-
NS3480, VBACDV1-NS3209/480, VBACDV1- E405NS3435 € VBACDV1- E402NS3209/480)
foram propagados em células de inseto C6/36 para obtencdo de estoques virais de
trabalho. O estoque viral foi gerado a partir do sobrenadante recolhido da passagem
1 (P1), obtida apds a transfeccdo do RNA viral recombinante em células C6/36.
Todas as infec¢Bes foram realizadas em MOI de 0,01 e o titulo viral determinado por
imunodetecc¢ao de foco.

= > % T 3

2 s a & Z

J M !N NS2B ! S4,

1 I 1 T = B

g ; ; b HDV-RZ
PBACDV1 ! ' it =
PBACE,q ! o Am— (=
PBAC-Eqps ! ez : fs =
pBAC-NS3,0, ! i *! = =
pBAC-NS3,,, . * . =
PBAC-NS3,q, i | i e e}
PBAC-E,s/NS3, 35 | * o E——— ]
PBAC-E,/NS3,05 x NI =
PBAC-E,,/NS3 59 ! et ; sw : =
PBAC-E05/NS305/NS35 ! g *! e =

Figura 4.1 — Representacdo esquematica do genoma dos clones infe  cciosos recombinantes. As
linhas tracejadas indicam os sitios das endonucleases de restricdo utilizadas para inser¢cdo dos
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fragmentos contendo as mutagBes no pBACDV1. As estrelas vermelhas indicam a localizacdo de
cada mutacdo (BORBA; STROTTMANN et al., 2012).

4.1.1 Avaliacdo do RNA e progénie viral no sistema nervo  so central (SNC) e
medula espinhal de camundongos neonatos infectados com os DENV-1

recombinantes

Primeiramente, para avaliar a habilidade dos DENV-1 recombinantes
estabelcer uma infeccdo produtiva no cérebro de camundongos neonatos, foi
realizada uma cinética de infeccdo dos VBACDV1 e VBAC-E402NS3200NS3450 no SNC
de camundongos, utilizando a dose viral de 1,0.10*"ffu, previamente estabelecida
por Borba (2010). A cada ponto da cinética, o cérebro de trés camundongos, de trés
experimentos independentes, foi recolhido e processado individualmente para
quantificacdo da progénie viral pela técnica de imunodeteccdo por foco em células
C6/36; o restante dos animais foi acompanhado por mais 13 dias para analise das
taxas de morbidade e mortalidade. A determinagdo dos titulos virais demonstrou
maior habilidade do virus triplo mutante produzir particulas virais infecciosas no
tecido cerebral de camundongos em comparacdo ao virus parental (vBACDV-1),
consistente com a frequéncia de encefalite e mortalidade dos animais infectados
com 0 VBAC-E402NS32090NS3480 (BORBA; STROTTMANN et al., 2012).

A modulacéo de genes do hospedeiro em resposta a infeccdo com os DENV-1
recombinantes também foi avaliada, uma vez que a evolucao para as formas graves
da dengue no hospedeiro humano € dependente de dois aspectos principais: a
viruléncia do microorganismo e a resposta do hospedeiro contra o0 agente infeccioso
e 0 equilibrio entre estes dois aspectos define o surgimento ou ndo da doenca.
Dados anteriores do grupo (BORDIGNON et al., 2008) revelaram que genes
relacionados a resposta imune inata eram diferencialmente expressos durante a
infeccdo do SNC de camundongos com cepas neurovirulentas. Baseado nestes
resultados, trés genes representativos das vias de ubiquitinacdo de proteinas
(Usp18 — ubiquitin specific protease 18), quimiocinas (Ccl5 — ligante de quimiocina 5
— motivo C-C) e interferon beta (IFN-B) foram selecionamos para avaliar o padrao da
expressdao génica no SNC de camundongos infectados com o0s DENV-1
recombinantes VBACDV1 e e VBAC-E402NS3209NS3450. Conforme demonstrado na

figura 4.2, a carga viral dos DENV-1 recombinantes no SNC de camunongos
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correlaciona-se com 0s niveis de expressdo dos trés genes representativos da
resposta imune inata (USP18, CCL5 e IFN-B) e taxa de mortalidade dos animais.
Estes resultados corroboram os achados anteriores de Bordignon et al. (2008),
demonstrando que variantes neurovirulentas do DENV-1 modulam positivamente
genes da resposta imune inata em relacdo ao virus parental ndo patogénico. A
exacerbacdo da resposta imune correlaciona-se com as altas taxas de replicacéo
viral e mortalidade dos animais infectados com o virus contendo as mutagdes Eaoa,
NS3209 € NS34s0.

Em um estudo prévio, demonstramos que o pico de replicacdo viral no SNC de
camundongos infectados via i.c. com o DENV-1 FGA/89 e suas variantes
neuroadaptadas (FGA/NA P6 e FGA/NA a5c) ocorria 9 dpi (BORDIGNON,
STROTTMANN et al., 2007). Com base nesses resultados e de acordo com o0s
dados da cinética de infeccdo dos DENV-1 vVBACDV1 e VBAC-E402NS3,09NS34s0,
todo o estudo de caracterizagdo biolégica in vivo dos DENV-1 recombinantes foi
realizado a partir do pool de cérebros de camunongos 8 dpi, periodo que antecede o
aparecimento dos sinais de doenca e morte dos animais.

Inicialmente, demonstramos que os DENV-1 recombinantes contendo as
mutacdes Eso, € E4os Ndo diferiam do virus parental vBACDV1 quanto a viruléncia
em camundongos neonatos. Em contraste, os virus contendo apenas as mutacoes
NS3430 € NS3435 eram capazes de causar doenca neuroldégica nos animais. E os
virus contendo a combinagdo dessas mutacfes (E02/NS34s0, E405/NS3435 0OuU
E402/NS3200/NS3480) €ram mais neurovirulentos que os virus contendo apenas as
mutacdes na proteina NS3 (NS3435 € NS3450) (BORBA; STROTTMANN et al., 2012).
Dessa forma, a fim de correlacionar o fenétipo observado com a habilidade dos
DENV-1 recombinantes produzirem particulas virais infecciosas e RNA viral no SNC
de camundongos neonatos, a dose de 1.0x10*"*ffu dos DENV-1 recombinantes foi
administrada via i.c. em grupos de animais 48 h apds o nascimento. Visando a
normalizacdo da dose de inoculacdo foi determinado o equivalente de genomas
virais (GE) em relacao ao ffu/mL para todos os DENV recombinantes (Figura 4.3).
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Figura 4.2 - Cinética de infeccdo
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VBAC-E 40,/NS3500/NS3450. (A) Quantificacado da progénie viral na suspenséo
10% do SNC de camundongos individuais por imunodeteccdo de foco em
células C6/36. (B) Quantificacdo dos niveis de expresséo génica de genes
da resposta imune inata no SNC de camundongos individuais por RT/gPCR.
Os dados obtidos por RT/gPCR foram normalizados pelos niveis de
expressdo do gene GAPDH murino. #1, #2 e #3 representam cada animal
individual coletado nos tempos determinados (6, 8, e 10 dpi).
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Figura 4.3 - Determinacdo da taxa de RNA genbmico
equivalente (GE) a dose de 562 ffu/C6/36 dos DENV-1
recombinantes. Os dados obtidos por RT/QPCR foram
normalizados de acordo com os niveis de RNA controle nado
relacionado (RNA de virus influenza H1IN1). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre os RNAs GE de trés analises
independentes utilizando-se o teste One-Way ANOVA, seguido
pela correcdo de Bonferroni.

Apés inoculacdo dos DENV-1 recombinantes e mock via i.c., 0s grupos de
animais infectados foram observados por um periodo de 21 dias para analises de
morbidade e mortalidade (dados ndo mostrados — vide BORBA, STROTTMANN et
al., 2012 — Figura 4, Anexo 1). Oito dias apos a inocula¢do, o cérebro de trés
camundongos, de trés experimentos independentes, foi recolhido apds eutanasia
dos animais e utilizado para quantificacdo da progénie viral pela técnica de
imunodeteccdo por foco em células C6/36 e quantificacdo do RNA viral por
RT/gPCR.

A determinacdo da progénie viral no pool de tecido cerebral de trés
camundongos infectados com o painel dos DENV-1 recombinantes (Figura 4.4)

demonstra que o0s Vvirus VBAC-E45/NS3435, VBAC-E402/NS3430 € VBAC-
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E402/NS3200/NS3450 apresentam maior habilidade infectiva, consistente com o maior
titulo viral, elevada taxa de replicacéao e sinais de encefalite observados nos animais
infectados nestes animais. E importante ressaltar que embora os virus contendo as
mutacdes NS3435 € NS3450 ndo difram quanto a capacidade de producdo de
particulas virais infecciosas, estes apresentam niveis de RNA viral mais elevados
quando comparados com os virus parental e VBAC-E4p2, VBAC-E405, VBAC-NS3,09 €
VBAC-E402/NS3,09, 0S quais ndo causam doenca nos animais. Esses resultados
evidenciam que as substituicbes LeuNS3,3sSer e LeuNS345,Ser conferem maior

habilidade replicativa ao DENV-1.

Carga Viral Logy,
(RNA DENVImRNA GAPDH murino )

Progénie Viral Log,y (ffu/mL)
(3

mock

64 w @ 9w g & a g9 g g 28 &2 & 8 @& & 2 3
g4 8 2 8 2 2 2 g g & 2 v ¥ 9 3 § 2
g v S O A A W oW o2 g R
S o € 2 2 9 2 9 9 Q Q = Z =2 2 2 2 =z
Z & € = =2 g £ £ £ <L L v L L Sy 5 5SS
Uoo‘hwm"ﬁ: g 4o w w o 4 =5 8 3
@ o 2 B B OB a2 2.2 .9 gog 9
> > &, & & o w O o o W oW W 9
@ @ @ W ouw u & = 5 5 A 1w

> > 3 4 o o Z o Qo O
£4 £ = % < I £ 3
2 g ‘@ g £ £ 2 8
>>>ujr w
;
Q g
< o
= >

Figura 4.4 — Deteccéo dos DENV-1 recombinantes no ¢ érebro de camunongos 8 dpi. A.
Quantificagdo da progénie viral no SNC de camundongos infectados. O ndmero de particulas
virais infecciosas presentes na suspensdo 10% do pool de trés cérebros de camundongos
infectados foi determinado por imunodeteccao de foco em células C6/36. B. O RNA viral foi
quantificado por RT/QPCR e normalizado de acordo com os niveis de mRNA do gene
constitutivo GAPDH murino. Os dados de trés experimentos independentes foram analisados
pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela correcdo de Bonferroni. * p < 0.05, ** p < 0.01 e ***
p <0.001.

Adicionalmente, nds utilizamos as variantes virais que apresentaram O0S
fendtipos mais informativos (VBACDV1 e VBAC-E402/NS3200/NS3450) para avaliar a
habilidade desses DENV-1 recombinantes disseminarem-se do SNC de
camundongos neonatos para outros tecidos celulares, tal como a medula espinhal. A
analise dos dados (Figura 4.5) evidencia a presenca de RNA viral apenas na medula
espinhal dos animais infectados com o virus triplo mutante. Os niveis de deteccéo
da técnica de RT/QPCR nos permitiu identificar o RNA do virus VBAC-
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E402/NS3200/NS3450 8 € 10 dpi, periodo em que os sinais de doenca e mortalidade

dos animais sdo aparentes.

HED &Sdpi
O Bdpi
EER 10dpi o it

Carga viral Log,gna medula espinal
(DEN RNA / murGAPDH mRNA)

mock o
vBACDV1 4
mock o
vEACDVT
mock 1
vBACDV1 4

VBAC-E4n2/NS350a/NS3 5, 1
VBAC-E0nMNS3500/NS3 0 1
VBAG-E4,/NS300/NS 30

Figura 4.5 - Deteccdo de RNA viral na medula espinhal
de animais inoculados via i.c. com mock e com os
DENV-1 recombinantes vBACDV1 e vBAC-
E402/NS3,0o/NS3,480. Quantificacdo por RT/qPCR dos niveis
de RNA viral na medula espinhal de camundongos
individuais durante a cinética de infeccao (6, 8 e 10 dpi). Os
dados de trés experimentos independentes foram
normalizados pelos niveis de expressao do gene GAPDH
murino e analisados pelo teste One-Way ANOVA, seguido
pela correcédo de Bonferroni. *** p < 0.001.

4.1.2 Cinética de infeccdo in vitro

Com o objetivo de avaliar o papel de cada uma das mutagdes inseridas no
clone infeccioso isoladamente ou em combinagdo na modulagéo do fitness viral in
vitro, nos realizamos uma cinética de infeccdo em linhagens celulares humanas
(Huh7.5) e de inseto (C6/36) (Figura 4.6). As células Huh7.5, infectadas com uma
MOI de 5, e as células C6/36, infectadas com uma MOI de 1, foram analisadas 24,
48 e 72 hpi por citometria de fluxo. O resultado de trés experimentos independentes
demonstrou que o numero de células positivas para a proteina E do virus era
significativamente mais alto nas células Huh7.5 e C6/36 infectadas com os virus

contendo a combinagdo de mutacdes nas proteinas E e NS3 (VBAC-E402/NS34g0 €
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VBAC-E402/NS3,09/NS3450) quando comparado com o virus parental (vBACDV1) ou

simples mutantes, demonstrando o sinergismo destas mutacdes para a modulacéo

do fitness viral também in vitro.
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Figura 4.6 - Cinética de infeccdo dos DENV-1 em cél ulas C6/36 e

Huh7.5. (A) Deteccdo de antigeno viral em células Huh 7.5
infectadas. (B) Deteccdo de antigeno viral em células C6/36. As
células foram marcadas com anticorpos monoclonais 4G2 que
reconhecem a proteina E de flavivirus e anticorpos anti-
camundongo conjugado com ficoeritrina (PE - do inglés,
phycoerythrin) e analisadas em equipamento FACSCalibur (BD). As
porcentagens de infec¢do foram obtidas pela andlise dos dados de
citometria, provenientes de trés experimentos diferentes, utilizando-
se o programa FlowJo 2.2.8. As diferencas estatisticas foram
obtidas utilizando-se o teste two-way ANOVA, seguido pela
correcdo de Bonferroni. * p < 0.05, * p < 0.01 e ** p < 0.001. A
barra de significancia representa a diferenca estatistica observada
apenas entre os virus simples, duplo e triplo mutantes que
compartilham as mesmas mutagoées.
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4.1.2.1 Andlise comparativa do efeito citopatico produzido pelos virus

recombinantes em culturas de células

O DENV-1 BR/90 induz naturalmente efeito citopatico (CPE) em células de
inseto, caracterizado pela formacéo de sincicio (DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL,
1993). O clone infeccioso de DENV-1 pBACDV1 deriva do genoma viral da cepa
BR/90; e os virus recombiantes provenientes deste clone de cDNA mantém as
mesmas propriedades biolégicas que a cepa selvagem em cultura de células
(BORBA, 2010). Estudos prévios mostraram que os DENV-1 recombinantes
contendo mutacdes nas posicoes Eso, € E4os apresentavam alteracao no fendtipo de
fusdo em cultura de células de inseto (C6/36). Desta forma, visando analisar a
influéncia das mutacdes na possivel alteracdo do fendtipo em culturas de células
humanas, infec¢gdes com todos os DENV-1 recombinantes foram realizadas em
paralelo e acompanhadas para a identificacdo de CPE.

Na figura 4.7 pode-se observar que o0s virus VBAC-E405, VBAC-E405/NS343s5,
VBAC-E402, VBAC-E402NS3209 VBAC-E40oNS3430 € VBAC-E402NS3200NS3450 néo
produzem CPE, caracteristico do virus BR/90 (DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL,
1993), em células Huh7.5 72 hpi. Interessantemente, os DENV-1 FGA/NA P6 e
FGA/NA d1d, os quais contém naturalmente as mutacbes em estudo, n&o sao
capazes de produzir CPE em células humanas ou de inseto, apresentando um perfil
de infeccao visual indistinguivel do mock.
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Figura 4.7 — Andlise do CPE induzido pela infeccéo dos DENV-1 recombinantes em
células Huh 7.5 72 hpi. As células foram infectadas com os DENV-1 recombinantes e mock
em uma MOI de 5. As alteragbes na morfologia celular foram fotografadas 72 hpi em um
microscopio 6ptico NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versdo
4.5 com aumento de 400x.

4.1.2.2 Ensaios de ligagdo dos DENV-1 recombinantes com a c élula

hospedeira

N6s demonstramos previamente por imunohistoquimica que as principais
células alvo no SNC de camundongos para a infecgdo pelos DENV-1 neurodaptados
e recombinantes eram o0s neurbnios corticais e hipocampais (BORDIGNON,
STROTTMANN et al., 2007; BORBA, 2010; BORBA, STROTTMANN et al., 2012). O
fato das mutacdes E4oz € E45 apareceram de forma sistematica no mesmo dominio
da proteina E durante o processo de neuroadaptacdo do DENV-1, sugere fortemente
gue esta regido apresenta um papel relevante no ciclo replicativo do virus. Desta
forma, para avaliarmos a habilidade dos DENV-1 recombinantes (vBACDV1, vBAC-
Es2 € VBAC-E4s) interagirem com os receptores de células Neuro 2a, nés
realizamos ensaios de ligacao in vitro (Figura 4.8). Nenhuma diferenca significativa
foi observada na capacidade de ligacdo aos receptores das células Neuro 2a. De

acordo com os resultados e com a sua localizacdo na proteina, as mutacdes nas
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posicoes Esp, € E4os parecem nao ter efeito na modulagéo do processo de adsorcao

viral ou determinacéo do tropismo celular.
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Figura 4.8 - Ensaio de ligacdo dos DENV-1
recombinantes em células Neuro 2a. Os dados
obtidos por RT/qPCR foram analisados pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo teste de comparacéo
multipla de Dunn's. Os valores foram expressos pelos
valores de média + o desvio padrdao de trés
experimentos independentes. * p < 0.05.

4.2 Utilizacdo de clones infecciosos quiméricos dos YFV e DENV para o

estudo das mutacdes E 402 € Esos

Os resultados de caracterizacao bioldgica in vitro dos DENV-1 recombinantes
demonstraram o envolvimento das mutacdes Eso, € Es0s, lOcalizadas na regidao a-
hélice H1”® da proteina E, na inibicdo do CPE em cultura de células de inseto
(BORBA, 2010) e de mamifero. Com o intuito de confirmar o papel dessas muta¢des
na inibicdo do CPE, as substituicbes de aminoacidos PheEgo/Leu e ThrEggs/lle
foram inseridas no contexto genético do clone infeccioso quimérico do YFV e DENV-
1 (pPAC-YF/DEN-1).

O clone infeccioso quimérico pAC-YF/DEN-1, desenvolvido por Mateu et al.
(2007), apresenta as proteinas prM e E do DENV-1 (cepa da Venezuela — VeMir95)
e as demais proteinas do virus da febre amarela (cepa 17D). Os flavivirus
quiméricos resultantes desta construcdo sdo capazes de ocasionar extensivo CPE
em células Vero (Mateu et al., 2007) e em células de inseto C6/36. A regido prM-E
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dos DENV-1 FGA/89 e vBACDV1 (BR/90) e do VPAC-YF/DENV-1 (VeMir95) diferem

guanto a composicao de aminoacidos (Figura 4.9).
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Figura 4.9 — Alinhamento de aminoacidos da regido p rM-E dos virus quiméricos de
YF/DENV-1 (MATEU et al., 2007) (vPAC-YF/DENV-1, vPA C-YF/DEN-1-E4, e VPACYF/DEN-
1-E405) € DENV-1, cepas BR/90 (numero de acesso GenBank A F226685) e FGA/89 (nimero
de acesso GenBank AF226687). As mutacdes em estudo nas posicdes Esp, e Ejps estédo
destacadas nas cores azul e vermelho, respectivamente.

4.2.1 Insercdo de mutacdes na proteina E do clone infecc  i0oso quimérico de
YF/DENV-1

A estratégia utilizada para insercdo das substituicbes PheEsp/Leu e
ThrE4os/lle no clone infeccioso pAC-YF/DEN-1, descrita no item 3.8.1.1, foi baseada
nas técnicas classicas de biologia molecular, utilizando PCR de fusdo e
endonucleases de restricdo (Figura 4.10). Por ser imprescindivel a auséncia de
mutacdes aleatorias, os putativos clones pAC-YF/DENV-E4g, € pPAC-YF/DENV-E40s
(Figura 4.10) foram selecionados para confirmacédo de sua sequéncia nucleotidica

por sequenciamento de DNA.
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Figura 4.10 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% d as amplificacbes e clonagem dos
fragmentos mutados. 1Kb+ — marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). (A) amplificacdo
dos fragmentos A e B contendo as mutacfes E,p, € Ess (B) Fragmentos de fusédo (F) e pAC-
YF/DENV-1 apds a digestdo com endonucleases de restricdo. 1 e 4 fragmento F apds digestdo com
NSil, 2 e 5 Fragmento F apds digestdo sequencial com as enzimas NSil e Narl. 3 fragmento F ndo
digerido. 6 pAC-YF/DEN-1 néo digerido. 7 pAC-YF/DEN-1 apés digestdo sequencial com as enzimas
NSil e Narl. (C) PCR de colbnia. A identificacdo 1 a 22 corresponde ao niumero de cada coldnia
testada. (D) purificagdo do DNA plasmidial.

4.2.2 Geragao dos virus quiméricos YF/DEN recombinantes
4.2.2.1 Preparacdo do DNA dos clones e transcricdo  in vitro

A etapa subsequente a geracdo dos clones contendo as mutagBes de
interesse consistiu na obtengdo dos virus quiméricos recombinantes. Para tal, o
DNA plasmidial dos clones pAC YF/DENV-1, pAC YF/DENV- E4o, € pAC YF/DENV-
E.o0s, contendo a correta sequéncia dos fragmentos clonados, foram linearizadas pela
digestdo com a enzima de restricdo Xhol. O sitio de reconhecimento desta
endonuclease de restricdo esta localizado imediatamente apds a regido 3'UTR do
genoma do YFV. O DNA linearizado foi visualizado em gel de agarose 0,8% (Figura
4.12) e, em seguida, purificado pela extragcdo com fenol e precipitacdo com etanol
(tem 3.8.1.4.1). O material purificado foi utilizado como molde para a reagdo de
transcricdo in vitro do RNA viral, utilizando o kit SP6/T7 Transcription (Roche), com
adicdo de uma estrutura em cap (m’G(5")ppp(5)G) (Biolabs). Apés a reacdo de
transcricdo, o RNA resultante foi observado em gel de agarose 0,8% livre de
RNAses, para andalise de sua integridade (Figura 4.11), e quantificados em

fluorimetro Qubit (Invitrogen).
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Figura 4.11 — Preparacdo do material para transfecgcdo do RNA
viral em linhagem celular.  Eletroforese em gel de agarose 0,8%.
(A) Linearizacdo dos clones pAC YF/DENV-1, pAC YF/DENV- E4, €
pAC YF/DENV- E4s com a endonuclease de restricdo Xhol. (B)
RNAs resultantes das reagcBes de transcricdo in vitro, 1Kb+ -
marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL — marcador
de peso molecular 0.5-12Kb (Invitrogen).

4.2.2.2 Transfeccdo dos RNAs recombinantes infecciosos quim ericos
(YF/DEN) em células de inseto C6/36

Os RNAs recombinantes transcritos (Figura 4.11) foram utilizados para
transfeccdo em células de inseto C6/36 pelo método de lipofectina. A cultura foi
mantida a temperatura adequada em estufa BOD e analisada nos tempos de 72, 96
e 120 horas pos transfeccdo (hpt) (Figura 4.12). As particulas virais infecciosas
presentes no sobrenadante das culturas celulares foram quantificadas pela técnica
de imunodeteccdo por foco em células C6/36, apresentando titulos de 4,7.10* ffu/mL
(VAC YF/DENV-1), 4,5.10* ffu/mL (VPAC YF/DENV- Esp) e 5.10* ffu/mL (VAC
YF/DENV- E4ps).
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Figura 4.12 - Analise da cinética de transfeccdo do RNA dos virus quiméricos
recombinantes pela técnica de imunofluorescéncia. As culturas de células C6/36 foram
fixadas e submetidas a incubagdo com anticorpos policlonais contra o YFV, seguida da
incubacédo com anticorpos anti-camundongo conjugado com isocianato de fluoresceina (FITC -
do inglés, fluorescein isothiocyanate). As fotos foram feitas em microscépio 6ptico NIKON
ECLIPSE E600, utilizando o software Image-ProR Plus verséo 4.5. Aumento de 400X.

4.2.2.3 Andlise comparativa do efeito citopatico produzido pelos virus

recombinantes quiméricos em culturas de células de inseto

Os virus recombinantes quiméricos gerados a partir da transfeccdo do RNA
viral em células C6/36 foram utilizados para infectar células de inseto com MOI de
0,01. A MOI baixa foi utilizada a fim de garantir a integridade genética dos virus e
prevenir o acumulo de particulas defectivas interferentes. A figura 4.13 mostra o
padrdo de infeccdo dos virus quiméricos recombinantes VAC YF/DENV-1, vAC
YF/DENV-E40, € VAC YF/DENV-E40s. Todos 0s virus recombinantes foram capazes
de infectar eficientemente células de inseto da linhagem C6/36, como evidenciado
pela sintese de proteinas virais 7 dpi.

Os virus quiméricos recombinantes YF/DENV-1 ndo diferem quanto a
producdo de progénie viral identificadas no sobrenadante de células C6/36
infectadas com MOI de 0,01. Os titulos observados na P1 em células C6/36 foram
de 6,2.10* ffu/mL para o virus parental (YF/DENV-1) e de 1,9.10* ffu/mL e 6,2.10*
ffu/mL para os virus mutados YF/DENV-1/E4g, € YF/DENV-1/E 405, respectivamente.
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Para avaliar a estabilidade do fendtipo dos virus quiméricos recombinantes,
mais uma passagem em células de inseto (P2) foi realizada a partir dos virus
guiméricos presentes no sobrenadante da Passagem 1 (P1) (Figura 4.13). Da
mesma forma, as infec¢gbes foram acompanhadas até 7 dpi, confirmando a auséncia
de CPE em células C6/36 infectadas com os virus YF/DENV-1/E4, € YF/DENV-
1/E 405.

Mock YF/DENV-1 YF/DENV-1 E.m YF/IDENV-1-E s

Infeccédo P1
C6/36 - 7dpi

Infecgao P2
C6/36 - Tdpl

Figura 4.13 - Efeito das mutacbes E 4 © Ess na modulacdo fenotipica dos virus
quiméricos recombinantes YF/DENV-1 em células C6/36 7 dpi. As fotos em campo claro
foram feitas em aumento de 400X. As culturas celulares foram marcadas com anticorpos
policlonais contra o YFV e anti-camundongo conjugado com FITC. As fotos da reacdo de
imunofluorescéncia foram feitas em aumento de 200X em microscopio éptico NIKON ECLIPSE
E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus verséo 4.5.

ApGs a segunda passagem em células C6/36, o RNA dos clones quiméricos
recombinantes foi extraido a partir do preciptado das células infectadas, utilizando kit
comercial. Os RNAs foram convertidos em cDNA na presencga de random primer e
este utilizado como molde para a amplificacdo por PCR de fragmentos que
compreendiam a regido prM-E dos virus recombinantes (Figura 4.14). Todos o0s

fragmentos foram purificados e sequenciados.
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Figura 4.14 — Perfil eletroforético em gel de agaro  se
0,8% das amplificac6es por PCR da regidao prM-E
dos virus quiméricos recombinantes VPAC-
YF/DENV-1 da P2 em células C6/36 . A numeragao 1
corresponde aos fragmentos amplificados com os
oligonucleotideos DomB+ e YF13- e a numeracao 2
corresponde aos fragmentos amplificados com os
oligonucleotideos DomB- e YF31+. 1Kb+ — marcador
de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).

A auséncia de mutacOes aleatorias na regido prME do genoma dos virus
quiméricos recombinantes nos permite assegurar o papel das substituicbes de

aminoacidos PheEgg,Leu e ThrEgslle na modulagdo do CPE em cultura de células.

4.3 Producao de insumos para o estudo das mutacdes na proteina NS3 do
DENV-1

4.3.1 Producdo e caracterizacdo de anticorpos monoc  lonais contra a proteina
NS3 helicase do DENV

Os procedimentos para producéo de anticorpos monoclonais (mAbs) contra a
proteina NS3 do DENV foram baseados no protocolo modificado de producdo de
mADbs utilizando células hibridas (MAZZAROTO et al., 2009), descrito primeiramente
por Kohler e Milstein em 1975 e por Oi et al. em 1984.

4.3.1.1 Obtencéao da proteina recombinante NS3 helic ase (NS3}) do DENV-1
A proteina NS3¢ do DENV-1 cepa FGA/89 foi expressa eficientemente em E.

coli cepa Rosetta 2 (DE3) e purificada da fracdo sollvel por cromatografia de

afinidade por ions metalicos imobilizados em resina de sefarose. Ao final do
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processo obteve-se uma proteina de massa molecular de 54 kDa (Figura 4.15), com
um rendimento protéico de aproximadamente 5 mg de proteina por litro de cultivo

celular.

BM Ind NI L1 L2 El E2 E3

Figura 4.15 - Analise da expressdo e
purificacdo da proteina NS3 | recombinante do
DENV-1 por SDS-PAGE, realizada sob
condicdes  desnaturantes em gel de
poliacrilamida  13%. As proteinas foram
visualizadas por meio da coloragdo com
Coomassie brilliant blue. BM. Padrdo de massa
molecular BenchMark (Invitrogen). NI. Extrato ndo-
induzido. Ind. Extrato induzido com IPTG 0,4mM.
L1- L2. Fracdo do lavado da coluna. E1-E2.
Fracdes eluidas com tampéo contendo 150mM de
Imidazol. E3. Fracdo eluida com tampéao contendo
300mM de Imidazol.

4.3.1.2 Imunizacdo de camundongos

Para a obtenc&o de anticorpos monoclonais anti-NS3;¢, quatro camundongos
da linhagem BALB/c foram imunizados com cinco doses da proteina recombinante
por diferentes vias de inoculacdo, conforme descrito no item 3.9.2.

Os soros dos animais selecionados para imunizagdo com a proteina
recombinante foram analisados antes de ser iniciado o protocolo de imunizacdo e
ndo apresentaram reatividade com a proteina NS3; do DENV-1 em ensaios de
western blotting, com a proteina imobilizada em membrana de nitrocelulose, e
ensaio imunoenzimatico com a proteina imobilizada em placas de ELISA (0,02 ug de
proteina/poco). Desta forma, foi possivel evidenciar a auséncia de anticorpos
inespecificos contra a proteina NS3 recombinante. Apds quatro imunizagdes, 0 soro
de cada animal foi avaliado para a presenca de anticorpos policlonais contra a
proteina alvo pelas técnicas de western blotting e ELISA. Todos os soros dos



120

camundongos foram reativos com o dominio helicase da proteina NS3¢ do DENV-1,
imobilizado em membrana de nitrocelulose (Figura 4.16) e em placas de ELISA
(dados ndo mostrados). Finalmente, mais uma dose de reforco da proteina, sem

presenca de adjuvante, foi administrada via veia caudal.

BM 1 2 3 4 Mix Mix Co
Imune Pré-imune

54kDa = — g —
EDkDa- - SR “' ,

20kDa- -_—

Figura 4.16 - Analise da producdo de anticorpos
policlonais em soro de camundongos BALB/c
imunizados com a proteina NS3 ¢ do DENV por
ensaio de w estern blotting. A proteina alvo (NS3¢ do
DENV-1), imobilizada em membrana de nitrocelulose,
foi reagida com a mistura dos soros dos animais pré-
imunizacao (Mix pré-imune ), com o soro dos animais
individuais pés-imunizacdo (1, 2, 3 e 4) e mistura dos
soros poOs-imunizacdo (Mix imune) com a proteina
NS3,. recombinante purificada. Co indica o controle da
reacdo, proteina NS3;, reagida com soro policlonal
contra o DENV. BM. Padréo de massa molecular

4.3.1.3 Obtencdo de hibridomas secretores de antico rpos anti-NS3 e do
DENV

Apos confirmacgédo da soroconversao contra a proteina recombinante NS3p
do DENV, os esplendcitos dos animais foram fusionados com células mielémicas da
linhagem Ag8XP3653 para producdo de células hibridas imortais secretores de
anticorpos. Durante o processo de fusdo, 1.760 pocos contendo 2,5.10° células
foram gerados, dos quais 1.634 (92,8% do total de pocos) apresentaram expansao
clonal apds a selecdo em meio HAT e foram submetidos a triagem pela técnica de
ELISA. As placas de ELISA foram sensibilizadas com 0,02 ug da proteina purificada
NS3he. Dos hibridomas testados, 180 (11% do total de pogos) apresentaram D.O.
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acima de 0,3 e foram considerados positivos. Dentre os clones secretores de
anticorpos anti-NS3, 44 foram selecionados para analise de estabilidade por ciclos
de congelamento e descongelamento, os demais 136 foram armazenados em
nitrogénio liquido, apos expansao em cultivo, para andlise futura. Dos 44 hibridomas
selecionados, apenas 9 clones (20,4%) permaneceram estaveis para a secrec¢ao de
anticorpos anti-NS3pe. Todos os hibridomas selecionados (83, 64, 471, 540, 572,
954, 1281, 1402 e 1722) foram positivos nos testes de ELISA, western blotting e IFI
(dados ndo mostrados). Os 9 clones selecionados foram submetidos a diluicdo
limitante, gerando 15 subclones positivos pelo teste de ELISA. Estes clones foram
entdo submetidos a isotipagem, conforme descrito no item 3.9.5. Dos clones
isotipados, 7 (83-7C, 234-8E, 358-8E, 1281-1D, 1281-2D, 1402-7B e 1722-1B) foram
identificados como monoclonais e todos foram classificados como anticorpos
isotipicos de cadeia pesada da classe IgG1 e cadeia leve do tipo Kappa.

A especificidade dos subclones 1281-2D, 1402-7B e 1722-1B foi avaliada por
IFI em células C6/36 infectadas com 1MOI dos DENV-1 cepas FGA/89, DENV-2-
cepa Jamaica, DENV-3 cepa BR/290 e DENV-4 cepa ThD4-0087-77 (Figura 4.17).
Os resultados mostram claramente que os mAbs testados reagem de maneira
especifica com a proteina NS3 nativa do DENV-1. No entanto, apresentaram
especificidade distinta quando desafiados com a proteina nativa de outros sorotipos
do DENV (2, 3 e 4), sugerindo o reconhecimento de epitopos distintos. Através da
andlise das sequéncias conservadas do dominio helicase da proteina NS3 dos
quatro sorotipos do DENV pode-se supor alguns epitopos lineares candidatos para o

reconhecimento especificos pelos mAbs desenvolvidos neste trabalho (Figura 4.18).
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Figura 4.17 Analise da reatividade dos mAbs anti-NS 3¢ por imunofluorescéncia em
células C6/36 infectadas com os DENV1-4. As células foram incubadas primeiramente com
os diferentes mAbs anti-NS3;,, (diluigdo 1:100) e, em seguida, com o anticorpo secundario anti-
IgG de camundongo conjugado com FITC. Mock = controle negativo, células ndo infectadas. A
= 200X.
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Figura 4.18 — Alinhamento de aminoacidos do dominio helicase dos DENV. DENV-1, cepa
FGA/89 (numero de acesso no GenBank AF226687), DENV-2, cepa Jamaica (GenBank
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namero de acesso M20558), DENV-3, cepa BR/290 (GenBank nimero de acesso EF629369) e
DEN4, cepa ThD4_0087_77 (nimero de acesso GenBank AY618991).

O hibridoma 1402-7B que secreta mAbs que reconhecem apenas 0 sorotipo
DENV-1 e o hibridoma 1722-1B que secreta mAbs que reconhecem os 3 sorotipos
do DENV (1, 2 e 3) foram expandidos por cultivo celular. O sobrenadante de cada
cultura foi precipitado e, em seguida, purificado por cromatografia de afinidade em
coluna G-sepharose. Os anticorpos foram quantificados e titulados por
immunoblotting. A reatividade dos mAbs purificados com a proteina NS3 do DENV-1
cepa BR/90 foi avaliada por IFI e western blotting em células C6/36 infectadas com o

virus e com o mock (Figura 4.19).

A 1402-78 172218 Mack DENY-1-BERG
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Figura 4.19 - Analise da reatividade dos mAbs 1402 -7B e 1722-1B contra a proteina do
DENV-1 cepa BR/90. A. Western blotting. B. Imunofluorescéncia indireta. As membranas de
nitrocelulose imobilizadas com as proteinas presentes no lisado celular de C6/36 infectadas
com o virus DEN-1 BR/90 e mock e as células fixadas em lamina de vidro foram incubadas
primeiramente com os mAbs anti-NS3; 1402-7B e 1722-1b e, em seguida, com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina ou FITC. As fotos foram
feitas em microscopio NIKON ECLIPSE E600 (Nikon, Inc., Melville, NY) com o software Image-
Pro Plus versao 4.5 (MediaCybernetics, Bethesda MD).

Os anticorpos anti-NS3 foram produzidos, principalmente, para utilizagdo em
ensaios de expressdo da proteina NS3 durante a replicacéo in vitro, utilizando o
sistema subgendmico de replicon do DENV-1, abordado a seguir. Além disso, os
mAbs 1402-7B e 1722-1B foram utilizados para padronizacdo do protocolo de
imunoprecipitacdo da proteina NS3 durante a infecgcdo do DENV-1 em células C6/36
e Huh7.5 (dados ndo mostrados). Estudos posteriores utilizando estes protocolos

serdo realizados para co-imunoprecipitar e identificar por espectrometria de massas
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parceiros moleculares da proteina NS3, durante a replicacdo do DENV em células

de cultura primaria humana.

4.3.2 Utilizagao da tecnologia de replicons subgen  dmicos de DENV-1

Com o intuito de caracterizar o papel das mutacdes na proteina NS3 na
modulacdo das habilidades replicativas do DENV-1 em um sistema subgenémico de
replicagdo, nés avaliamos, primeiramente, a funcionalidade dos replicons
subgendmicos do DENV-1 contendo os marcadores moleculares GFP (RepBACDV1
#76-GFP) e renilla luciferase (Luc) (RepBACDV1 #79-Luc), previamente construidos
por SUZUKI et al. (2007). O RNA subgendmico obtido por transcricdo in vitro,
utilizando como molde a sequéncia de DNA dos clones RepBACDV1 #76-GFP e
RepBACDV1 #79-Luc (Figura 4.20) foram transfectados pelo método de lipofectina
em células C6/36 (1 ug de RNA purificado em 1.10° células).

1Kb  RepBAC RepBAC Kb  pBACDV1 RL RNA RNA RL RNA-DV1
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Figura 4.20 — Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos ¢l  ones subgendmicos do
DENV-1 contendo os genes reporteres GFP e renilla | uciferase. RNAs resultantes das
transcri¢des in vitro (B) dos clones RepBACDV1 #76-GFP, RepBACDV1 #79-Luc e pBACDV1-
NS3,35 linearizados com endonuclease de restricdo Swal (A). 1Kb+ — marcador de peso
molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL — marcador de peso molecular 0.5-10 Kb RNA (Invitrogen).

A expresséo de proteinas virais e a sintese de RNA viral nas células C6/36
transfectadas com os RNAs subgendmicos foram avaliadas até 120 hpt pelas
técnicas de imunofluorescéncia, utilizando anticorpos monoclonais contra a proteina
NS3, e RT/qPCR, utilizando primers para a deteccdo do gene da proteina NS3. O
RNA proveniente do clone infeccioso pBACDV1-NS3,35 foi transcrito in vitro e

utiizado como controle do método de transfec¢cdo. No entanto, os replicons



125

subgendémicos do DENV-1 contendo os genes repérteres GFP e renilla luciferase
foram incapazes de se replicar e sintetizar proteinas virais na ceélula hospedeira
(Figura 4.21).

48 hpi 72 hpi 96 hpi 120 hpi

Mock

RepBACDV1
#76 - GFP

RepBACDV1
#79 - Luc

pBACDV1-
N33 435

Figura 4.21 - Cinética de transfeccdo dos RNAs subg endmicos do DENV-1 em células de
inseto C6/36 . As culturas de células foram fixadas e submetidas a incubacdo com anticorpos
monoclonais contra a proteina NS3pe 1402-1B, seguida da incubacdo com anticorpos anti-
camundongo conjugado com FITC. As fotos foram feitas em microscépio Optico NIKON
ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus versao 4.5. Aumento de 200X. Mock
= controle da transfeccdo sem RNA viral.

Toda a sequéncia nucleotidica dos clones subgendmicos RepBACDV1 #76 —
GFP e RepBACDV1 #79 — Luc foi determinada por sequenciamento e n&o foi
detectada a presenca de mutacées ou delecdes que pudessem explicar a
incapacidade de replicacdo in vitro. A estratégia de insercdo dos genes repérteres,
controlados por um sitio de entrada interna ao ribossomo (do inglés, internal
ribosome entry site_ — IRES), na regido variavel da 3'UTR do genoma do DENV-1
pode ter contribuido para a ineficiéncia de replicacdo observada in vitro. Dessa
forma, como a estratégia descrita falhou para a obtencéo de um replicon do DENV-1
viavel e a tecnologia de replicons subgenbmicos apresenta-se como uma
interessante ferramenta para o estudo de marcadores moleculares de viruléncia e,

futuramente, para estudos de triagem de compostos antivirais. Decidimos delinear
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outra estratégia, descrita a seguir, para a obtencdo de replicons do DENV-1

funcionais.

4.3.2.1 Construcao de replicons subgendmicos do DEN V-1

Os replicons subgenémicos do DENV-1 foram gerados a partir dos clones
infecciosos pBACDV-1 contendo as mutacdes de interesse na proteina NS3
(BORBA, STROTTMANN et al., 2012). O genoma infeccioso pBACDV1 (SUZUKI et
al., 2007) foi construido em um cromossomo artificial de bactéria (BAC), vetor de
copia Unica, e contém o genoma completo do DENV-1 cepa BR/90, a sequéncia do
promotor da T7 RNA polimerase (T7 prom), a sequéncia da ribozima do virus da
hepatite delta (HDV-RZ), o sitio de terminacdo da T7 RNA polimerase (T7 term) e 0
sitio de restricdo Swal, imediatamente apds o término do genoma viral. Borba (2010)
utilizou o DNA do clone infeccioso pPBACDV1 para a geracdo de clones infecciosos
recombinantes contendo cada uma das mutacdes identificadas nas cepas variantes
neurovirulentas do DENV-1 FGA/NA d1d e FGA/NA P6 (Tabela 1.1).

Para obtencdo dos clones subgendmicos do DENV-1 (pRepBACDV1,
PRepBAC-NS3209, pPRepBAC-NS3435, pPRepBAC-NS3,450) a porcdo 5 do genoma dos
clones infecciosos de DENV-1 foram substituidas pelo fragmento amplificado por
PCR a partir do replicon subgenémico de DEN-1 #76-GFP (Figura 4.22). Este
fragmento continha o sitio de iniciagdo do promotor T7 a montante da 5’UTR do
virus mais 93 nucleotideos da porcdo N-terminal do capsideo, seguida por 78
nucleotideos da porcdo C-terminal da proteina E e 62 nucleotideos das proteinas
NS1 do DENV. As porc¢des das proteinas estruturais C e E foram mantidas, pois séo
requeridas para o ancoramento da poliproteina viral nas membranas do RE,
possibilitando, a traducdo e o processamento da poliproteina viral. A estratégia de
clonagem utilizada para construcdo dos replicons subgendmicos do DENV-1 esta
esquematizada na figura 4.22. Os possiveis clones recombinantes foram triados por
PCR de colonia e o sucesso da estratégia de clonagem foi avaliado pelo
sequenciamento nucleotidico. Nenhuma mutacéao espuria foi observada no genoma

dos clones obtidos.
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Figura 4.22 - Esquema da estratégia de clonagem par a obtencdo dos replicons
subgendmicos de DENV-1, contendo as mutacdes de int eresse na proteina NS3. O
replicon subgen6mico néo funcional do DENV-1 (RepBACDV1 #76 — GFP) foi utilizado como
molde para amplificacdo da por¢do 5’ do clone. O fragmento foi digerido com as enzimas de
restricdo Notl e Mlul, gerando um fragmento de 472 pb o qual foi utilizado para substituir a
porcdo 5 dos clones pBACDV-1, pBACDV1-NS3,p9, pPBACDV1-NS3,35 € pBACDV1-NS3,s,
previamente digeridos com as mesmas endonucleases de restricdo, e gerar os replicons
subgendmicos RepBACDV-1, RepBACDV1-NS3,,, RepBACDV1-NS3,5 e RepBACDV1-
NS3450, Sem a presenca do gene repoérter. 1Kb+ — marcador de peso molecular 1Kb plus
(Invitrogen).
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4.3.2.2 Transfecgcdo dos RNAs recombinantes sugendomi  cos do DENV-1 em

cultura de células

Os RNAs recombinantes foram transcritos a partir do DNA molde dos clones
subgenémicos do DENV-1 linearizado com a endonuclease de restricdo Swal
(Figura 4.23), utilizando o kit de transcrigcao in vitro T7 MEGAscript (Ambion) em
presenca de cap. Os transcritos purificados (Figura 4.23) foram utilizados para
transfeccao lipidica em células de inseto C6/36. A concentracdo de 1ug do RNA viral
subgendmico foi utilizada para a transfectar 1.10° células C6/36 e avaliar a
capacidade replicativa do sistema. A expressdo de proteinas NS3 do DENV em
células C6/36 foi avaliada 120 hpi pela técnica de imunofluorescéncia indireta.
Conforme mostrado na figura 4.24, a nova estratégia para a obtencéo de replicons
subgenémicos do DENV-1 foi eficiente, culminando na expressdo de proteinas
virais.

Os RepBACDV1, RepBAC-NS3;09, RepBAC-NS3,35 € RepBAC-NS34g0 foram
inteiramente sequenciados, confirmando a identidade da sequéncia nucleotidica dos
clones subgendmicos do DENV-1.

+ DV -HD

Figura 4.23 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos cl ones
subgendmicos do DENV-1. RNAs resultantes das transcricdes in vitro (B) dos
clones RepBACDV1, RepBACDV1-NS3,,, RepBACDV1-NS3,55 e RepBACDV1-
NS3,g0 linearizados com endonuclease de restricdo Swal (A). 1Kb+ — marcador de
peso molecular 1Kb plus (Invitrogen). RL — marcador de peso molecular 0.5-10Kb
RNA (Invitrogen).
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RepBACDV1

RepBACDV1-NS3,;;

RepBACDV1-NS3,,
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Figura 4.24 - Imunofluorescéncia em células C6/36 t ransfectadas com os RNAs
subgendmico dos DENV-1 . As culturas de células foram fixadas 120 hpi e submetidas a
incubacdo com anticorpos monoclonais contra a proteina NS3,. 1402-1B, seguida da
incubacdo com anticorpos anti-camundongo conjugado com FITC. As fotos foram feitas em
microscépio 6ptico NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-ProR Plus verséo
4.5. Aumento de 200X. Mock = controle da transfeccdo sem RNA viral.

Com o intuito de aperfeicoar a eficiéncia da transfeccdo dos RNA

subgendémicos do DENV, o método de transfeccdo de RNA por eletroporacéo,

utilizando a tecnologia nucleofactor (Lonza), foi avaliado. Essa metodologia foi

utilizada para transfectar os RNAs subgenémicos do RepBACDV-1 em células

C6/36. A fim de compararmos a eficiéncia dos métodos de transfeccéo, utilizamos a

mesma quantidade de RNA (1 ug) determinada para a transfeccao lipidica do RNA

subgendémico do DENV-1. A expressdo de proteinas virais nas células 24 hpi foi

avaliada por citometria de fluxo em FACSCanto Il (BD), utilizando anticorpos

monoclonais contra a proteina NS3. A transfec¢cdo do RNA subgendmico do DENV-1

por eletroporacdo mostrou-se mais eficiente que o método de transfeccéo lipidica,

resultando na positividade de aproximadamente 30% de células C6/36 24 hpt

(Figura 4.25).
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Figura 4.25 - Andlise da transfeccdo do RNA subgendé mico do
RepBACDV1 em cultura de células C6/36 por citometri a de fluxo. As
células foram marcadas com anticorpos monoclonais 1722-1B que reconhecem
a proteina NS3 do DENV e anticorpos anti-camundongo conjugado com PE. A.
Analise por citometria de fluxo da porcentagem de células C6/36 positivas para
a presenga da proteina NS3 de DENV 24 hpt com mock ou RNA viral
subgenémico do DENV-1. A porcentagem de células positivas esta
representada para cada condigéo.

4.4 Caracterizagdo da infeccdo dos DENV-1 recombinantes em culturas

primérias de células humanas

Os resultados de caracterizacdo biologica dos DENV-1 recombinantes em
modelo murino e em linhagens celulares humanas demonstram que a presenca de
uma serina nas posi¢coes NS3435 € NS345 conferem ao virus maior habilidade
replicativa, aumentando substancialmente o fitness viral nestes modelos de estudo.
Os dados sugerem que essas mutacdes constituem o0s maiores determinantes
genéticos de viruléncia do DENV-1. Desta forma, decidimos avaliar o papel das
mutacdes na proteina NS3 na modulacéo do fitness viral em um modelo de infec¢ao
mais proximo ao que ocorre na natureza, utilizando células dendriticas derivadas de
monaocitos humanos (mdDCs).

A escolha do modelo experimental de infeccdo deve-se ao fato de que
durante o ciclo natural do virus, as DCs (células de Langerhans e DCs residentes da
derme) representam os primeiros alvos da infeccédo pelos DENV apés a picada do
mosquito vetor (WU et al., 2000; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003). Além disso, as
DCs constituem uma das mais eficientes células apresentadoras de antigenos (do
inglés, Antigen Presentations Cells — APCs) e podem desempenhar um papel na
patogénese da dengue (DEJNIRATTISAI et al. 2008; WHITEHORN et al., 2011).
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Para os estudos de caracterizacdo biologica ex vivo dos DENV-1
recombinantes, nos utilizamos mdDCs provenientes de seis doadores saudaveis. As
mdDCs foram obtidas a partir do sangue periférico humano, utilizando o protocolo
previamente estabelecido em nosso laboratério (SILVEIRA et al., 2011). A analise da
expressao dos marcadores de superficie das seis culturas de mdDCs, avaliada por
citometria de fluxo, demonstrou que mais de 90% das células em cultura eram
negativas para CD14 e positivas para os demais marcadores testados (CD11b,
CD11c, CD209 e HLA-DR) (dados ndo mostrados), confirmando a diferenciacdo dos
mondcitos em DCs e a pureza das culturas. Uma vez comprovada a natureza das
mdDCs, as culturas foram infectadas com mock e os virus recombinantes vBACDV1,
VBACDV1-NS3435 e VBACDV1-NS343 em uma MOI de 5. A porcentagem de mdDCs
positivas para a infecgéo viral foi avaliada por citometria de fluxo 8h, 24h e 48 hpi
(figura 4.26). As taxas de replicacdo viral e producéo de particulas virais infecciosas
foram quantificadas pelas técnicas de RT/gPCR e imunodeteccdo por foco em
células C6/36 (figura 4.26).

Como demonstrado na figura 4.26, os virus contendo as mutacdes NS335 €
NS3450 infectam mais eficientemente mdDCs e sdo capazes de sintetizar um nimero
significativamente maior de moléculas de RNA viral e particulas virais infecciosas,
comparado com o virus parental (vBACDV1). Os mais altos niveis de infeccdo dos
DENV-1 recombinantes foram evidenciados 48 hpi. E importante ressaltar que todas
as ceélulas positivas para DENV eram também positivas para CD11c, demonstrando

que as células infectadas eram realmente mdDCs.
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Figura 4.26 - Analise da cinética de infeccdo dos D ENV-1
recombinantes em mdDCs. A. Co-marcacdo de mdDCs analisada por
citometria de fluxo 8, 24 e 48 hpi. As mdDCs foram marcadas com
anticorpos anti-CD11c conjugado com FITC e os DENV foram marcados
com anticorpo monoclonal 4G2 anti-flavivirus, seguido pela marcacdo com
anticorpo  anti-camundongo conjugado com ficoeritrina (PE). B.
Quantificacdo por RT/gPCR dos niveis de RNA viral em mdDCs nos
tempos de 2, 8, 24 e 48 hpi. Os dados obtidos foram normalizados pelos
niveis de expressao do gene 18S humano. C. Quantificagdo da progénie
viral em sobrenadante de culturas de mdDCs por imunodeteccdo de foco
em células C6/36 nos tempos de 8, 24 e 48 hpi. Os dados de seis
experimentos independentes foram analisados pelo teste Two-Way
ANOVA seguido pela correcdo de Bonferroni. Os valores estdo expressos
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pela média + o desvio padrdo de seis experimentos independentes. * p <
0.05, * p < 0.01 e *** p < 0.001.

NGs avaliamos por citometria de fluxo a expressédo de marcadores de ativacao
de superficie CD40, CD80 e HDLA-DR nas mdDCs infectadas com o mock e com os
DENV-1 recombinates. Os dados de seis experimentos independentes
demonstraram que ndo havia expressao diferencial de marcadores de ativagéo entre
as mdDCs infectadas com o mock ou com os DENV-1 recombinantes 8 hpi. No
entanto, nos tempos seguintes pode-se detectar um aumento no niumero de células
expressando esses marcadores de ativacao, principalmente 48 hpi; com nivel de

significancia maior em mdDCs estimuladas com os DENV-1 mutantes (Figura 4.27).
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Figura 4.27 — Perfil da expressdo de marcadores mol eculares de
ativacdo em mdDCs infectadas com mock vBACDV1, vBAC  -NS3,35 €
VBAC-NS3,g0. As células foram analisadas por citometria de fluxo
utilizando-se o equipamento FACSCanto Il (BD). A. Porcentagem de
células positivas para dupla marcacédo (CD11c+/CD40+). B. Porcentagem
de células positivas para dupla marcacdo (CD1lc+/CD80+). C.
Intensidade média de fluorescéncia (do inglés, mean of fluorescence
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intensity - MFI) de células positivas para dupla marcacdo (CD11lc+/HLA-
DR+).0s dados foram analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido
pela corre¢do de Bonferroni. Os valores estdo expressos pela média + o
desvio padréo de seis experimentos independentes. * p < 0.05, ** p < 0.01
e ***p <0.001.

Com a finalidade de determinar a modulacdo da expressdo génica das
mdDCs em resposta a infec¢ao pelos DENV-1 recombinantes, culturas de mdDcs de
dez voluntarios saudaveis foram infectadas com os virus vVBACDV1, VBAC-NS335 €
VBACDV1,5 a uma MOI de 5 e processadas para analise por microarranjos de DNA
de alta densidade. A anélise dos microarranjos revelou uma regulacao positiva de
genes estimulados por interferons (ISGs) e padrdao de reconhecimento a patdégenos
(PRRs) nas células infectadas com os virus mutantes em comparagdo ao virus
parental. Com intuito de validar os resultados observados nos microarranjos, nés
avaliamos, primeiramente, os niveis de expressao génica dos receptores do tipo Toll
(do inglés, toll-like receptor - TLR) 3 e 7 durante a cinética de infeccdo dos DENV-1
recombinantes em mdDCs, pois a expressdo de ambos 0s genes apresentava-se
positivamente modulada em células infectadas com os DENV-1 recombinantes
mutantes. Os resultados obtidos por RT/gPCR demonstraram modulagéo diferencial
significativa dos genes de TLR3/TLR7 em mdDCs infectadas com os virus vBAC-
NS3435 € VBAC-NS3450 24 hpi comparado com o virus parental (Figura 4.28),

validando os resultados obtidos pela técnica de microarranjo de cDNA.
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Figura 4.28 — Expressdo dos genes TLR3 e TLR7 em mdDCs infectadas com o0s virus
VBACDV1, vBAC-NS3 435, VBAC-NS3 45, durante a cinética de infeccdo (hpi). Os dados obtidos
pela amplificacdo por qPCR dos genes TLR3 (A) e TLR7 (B) foram normalizados pelos niveis de
expressdo do gene 18S humano de trés culturas de mdDCs e analisados pelo teste Two-Way
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ANOVA, seguido pela correcéo de Bonferroni. Os valores representam a média + o desvio padréo. * p
<0.05, ** p <0.01 e ** p<0.001.

De acordo com os resultados mostrados nas figuras 4.27 e 4.28 pode-se
notar que os niveis de replicacdo dos DENV-1 recombinantes aumentam a
expressdo dos genes TLR3/7 em mdDCs. Dessa forma, para determinar a potencial
contribuicdo da dose viral de infecgdo para o aumento da expresséo de receptores
do tipo Toll e producao de IFN-I (a/B), as mdDCs foram infectadas com doses mais
altas do vBACDV1 (50 MOI) e os niveis de infectividade e replicacao (Figura 4.29),
bem como, a inducado de IFN- a/f (Figura 4.30) foram avaliadas e comparadas com

a infeccdo dos DENV-1 recombinantes a uma MOI de 5.
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Figura 4.29 — Analise da infectividade dos DENV-1r ecombinantes em

mdDCs a diferentes MOIs. As mdDCs foram infectadas com os DENV-1
recombinantes VBACDV1, vBAC-NS3,35 € VBAC-NS3,5, a uma MOI de 5.
Uma MOI de 50 foi utilizada do DENV-1 parental (vBACDV1) e avaliadas
para a expressdo de CD1lc na superficie celular e proteina viral por
citometria de fluxo em 8, 24 e 48hpi (A), quantificacdo por RT/gPCR dos
niveis de RNA viral em mdDCs 2, 8, 24 e 48 hpi (B) e quantificacdo da
progénie viral no sobrenadante de mdDCs infectadas 8, 24 e 48 hpi, por
imunodeteccdo de foco em células C6/36 (C). Os dados de quatro
experimentos independentes foram analisados pelo teste Two-Way
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ANOVA seguido pela correcdo de Bonferroni. Os valores estdo expressos
pela média + o desvio padrdo. * p < 0.05, * p < 0.01 e *** p < 0.001.

A analise por citometria de fluxo da cinética de infeccdo com diferentes doses
do vVBACDV1 demonstrou que a uma MOI de 50 o vBACDV1 infecta um namero
maior de mdDCs, evidenciado 48 hpi, em relacdo a infeccdo com o mesmo virus ou
com 0s virus mutantes a uma dose viral 10 vezes mais baixa (MOI de 5). No entanto,
os dados de quantificacdo do RNA e progénie viral demonstram que a habilidade do
virus vBACDV1 replicar e formar particulas infecciosas em células mdDCs humanas,
mesmo a altos titulos, € menor ou igual que a infeccdo com 5 MOI dos VBACNS3,35
ou VBACNS3,50. Esse dado reforca o papel das substituicdes Leu/Ser no dominio
helicase da proteina NS3 na modulacéo da replicacdo viral e producao de particulas
virais infecciosas. E importante ressaltar a maior habilidade replicativa do virus que
contém a mutacéo NS3.g, desde os tempos iniciais da cinética de infecgéo.

Conforme mostrado na figura 4.30, a replicacdo dos DENV-1 recombinantes
estimula a expressdo de TLR3/7 em mdDCs 24 hpi, com maior significancia nas
células infectadas com os virus mutantes. No entanto, o aumento da modulacéo
génica dos TLR3/7 nao foi capaz de induzir a expressao diferencial de IFN-a e IFN-3
durante a cinética de infeccdo com os DENV-1 recombinantes. Baixos niveis de
expressdo dessas proteinas foram detectados no sobrenadante das culturas de
mdDCs infectadas com os todos os DENV-1 recombinantes 8 e 24 hpi; um suitil
aumento na expressao dos IFN-a/f3 foi evidenciado 48 hpi. Uma vez que a replicagéo
dos DENV-1 recombinantes estimula a producdo de TLRs em mdDCs, a baixa
expressdo de IFN-a/f nestas células sugere o envolvimento de um mecanismo viral

para modular a via de sinalizacao de IFN-I em mdDCs e beneficiar a infeccéo viral.
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Figura 4.30 — Andlise da expressao de genes de resp osta imune e producado de IFN tipo | em
mdDCs infectadas com diferentes MOIs dos DENV-1 rec  ombinantes. Representacéo grafica dos
dados obtidos pela amplificacdo por RT/gPCR dos genes TLR3 (A), TLR7 (B) e quantificacdo de IFN-
a por CBA (C) e IFN-B por ELISA pan-especifico (D) de seis culturas de mdDCs humanas infectadas
com 5 MOI dos virus vBACDV1, vBAC-NS3,35, VBAC-NS3,35 € 50 MOI do vBACDV1 nos tempos
indicados. Os dados foram analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido pela correcdo de
Bonferroni. Os valores representam a média + o desvio padrao de seis experimentos independentes.
*p <0.05, * p<0.01e**p<0.001.

E importante ressaltar que a sequéncia nucleotidica completa dos DENV-1
recombinantes apés a infeccdo em mdDcs foi determinada por sequenciamento
nucleotidico e nenhuma mutacédo espuria foi identificada. Dessa forma, podemos
assegurar que as propriedades virais observadas neste estudo decorrem apenas

das mutacdes em estudo.

4.4.1 Caracterizagdo da replicacdo dos RNAs subgenbmicos dos DENV-1

recombinantes em culturas primarias de células huma nas

Visando confirmar a influéncia das mutagées NS3z09 NS3435 € NS3480 nNa
modulacdo da replicacdo viral, nés utilizamos a tecnologia de replicons
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subgenomicos do DENV-1 para comparar a eficiéncia de replicagdo dos RNAs
subgendémicos mutantes (RepBAC-NS3;09, RepBAC-NS3435 € RepBAC-NS3450) em
mdDCs em relacdo ao RNA subgendmico do virus parental (RepBACDV1). O papel
da mutacdo NS3,09 na modulacdo da habilidade replicativa do DENV-1 em mdDCs
nao foi avaliada no presente estudo. No entanto, 0os ensaios in vivo e in vitro
demonstraram que essa mutacao isoladamente parece ndo desempenhar um papel
importante na habilidade infectiva do DENV-1 recombinante. Desta forma, para
determinarmos o papel da mutacdo NS3,09 na replicacdo do DENV-1 em modelo ex
vivo, esta mutacéo foi incluida nos estudos de caracterizacéo da replicacdo do RNA
viral em mdDCs, utilizando o sistema de replicons subgendmicos. A replicacdo dos
RNAs virais subgenémicos (Figura 4.31) e a expressao de marcadores moleculares
de ativacdo (CD40 e CD80) (Figura 4.32) foram avaliadas nos tempos de 8, 24 e 48
h apés eletroporacédo (hpt) em mdDCs (1,0x10° células). A quantidade de RNA a ser
eletroporada na célula hospedeira foi determinada previamente em uma cinética de
transfeccdo. A baixa concentracao de input de RNA (350 ng ) foi utilizada a fim de
evitar o acumulo de RNA exdgeno na célula hospedeira, 0 que poderia ativar as
mdDCs e mascarar o efeito da replicacédo do RNA viral subgendmico.

n
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Bl VBACDV1-NS3.55
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Figura 4.31 - Analise da cinética de transfeccdo d os DENV-1
recombinantes em mdDCs. O RNA viral foi quantificado em
mdDCs 8, 24 e 48 hpt por RT/QPCR. Os dados de trés
experimentos independentes foram normalizados pelos niveis de
expressdo do gene 18S humano e analisados pelo teste Two-Way
ANOVA seguido pela correcdo de Bonferroni. Os valores estao
expressos pela média + o desvio padrdo. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Figura 4.32 - Perfil da expressdo de marcadores mol eculares de ativacdo em mdDCs
tranfectadas com os RNAs subgendmicos do DENV-1 Rep  BACDV1, RepBAC-NS3 509, RepBAC-
NS3435 € RepBAC-NS3,g. As células foram analisadas utilizando-se o FACS Canto Il (BD). A.
Porcentagem de células positivas para dupla marcagdo CD11c+/CD40+. B. Porcentagem de células
positivas para dupla marcacdo CD11c+/CD80+. Os dados de trés experimentos independentes foram
analisados pelo teste Two-Way ANOVA, seguido pela correcdo de Bonferroni. Os valores estdo
expressos pela média + o desvio padrao de quatro experimentos independentes.

Os dados demonstram que os replicons do DENV-1 contendo as mutacfes
NS3435 € NS343 apresentam maior habilidade replicativa em mdDCs humanas
guando comparado com o RNA viral subgendmico parental ou com o que contém a
mutacdo na NS3,q9, corroborando os dados de replicacdo do RNA viral em modelo
murino e em mdDCs. No entanto, ndo se observou diferenca significativa na
ativacdo das células transfectadas com os distintos RNAs subgenémicos e mock.

Os baixos niveis de deteccdo de RNA durante a cinética de transfecgéo
podem refletir a baixa eficiéncia de replicacdo dos RNAs subgendémicos do DENV-1
em decorréncia da auséncia das proteinas estruturais, conforme demonstrado por
Leardkamolkarn et al., (2012), ou baixa taxa de replicagdo devido ao baixo niumero
de cépias de RNA utilizados para transfectar as mdDCs.

Para assegurar que o fendtipo observado era decorrente apenas das
mutacbes em estudo, o material genético dos RepBACDV1, RepBAC-NS32oq,
RepBAC-NS3,35 € RepBAC-NS34g0, obtido a partir do sedimento celular de mdDCs
48 hpt, foi completamente sequenciado. Nenhuma substituicdo de aminoacido, além
das mutacodes de interesse, foi observada.

4.5 Estudos de caracterizacéo funcional da proteina NS3 do DENV-1

Conforme demonstrado, as mutacdes presentes na proteina NS3 do DENV-1

aumentam significativamente a habilidade dos virus replicarem in vivo, in vitro e ex
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vivo. Para se verificar uma possivel correlagdo entre o aumento da habilidade
replicativa dos DENV-1 recombinantes e modulacdo das atividades cataliticas da
proteina NS3, nés realizamos a expressao funcional do dominio helicase ou da
porcdo total da proteina NS3 fusionada ao dominio co-fator da proteina NS2B do
DENV-1 e investigamos in vitro o papel de cada uma das muta¢des na modulacéo

das propriedades enzimaticas da proteina recombinante.

4.5.1 Obtencéo de proteinas recombinantes NS2B  47NS3 do DENV-1

4.5.1.1 Clonagem e expressdo da proteina NS3 do virus DEN-1  em sistema

procarioto ( E. coli)

Para a expressao funcional da proteina NS3 dos virus DEN-1 cepa FGA/89
(parental), FGA/NA d1d (mutagdo NS3435) € FGA/NA P6 (mutagtes NS3,09 € NS34s0)
utilizamos uma estratégia similar a descrita por LEUNG et al. (2001), na qual o co-
fator, formado por aproximadamente 47 aminoacidos do dominio hidrofobico central
da proteina NS2B, é ligado ao dominio protease da proteina NS3 via um “linker”
constituido de quatro glicinas, uma serina e outras quatro glicinas. Para tanto, o RNA
dos DENV-1 foi convertido em uma coépia complementar de DNA (cDNA) e utilizado
para a amplificacdo dos fragmentos de DNA correspondentes a proteina NS3 e ao
dominio do co-fator da NS2B (Figura 4.34). Os fragmentos resultantes foram
utilizados para amplificar por PCR um fragmento correspondente a construcao
NS2B47; Gly4-Ser-Gly4d NS3 (Figura 4.33). Os fragmentos NS2B4; G4-S-G4 NS3
foram clonados em vetor pET-28a. Os clones recombinantes (Figura 4.34) foram
sequenciados, pela empresa Coreana Macrogen, para a confirmacdo da correta
insercao do fragmento de interesse no vetor e verificagcdo do possivel aparecimento

de mutacdes indesejaveis.
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Figura 4.33 - Perfil eletroforético em gel de agaro se 0,8% da amplificagcdo dos genes
correspondentes ao dominio do co-fator NS2B e da pr oteina NS3 dos DENV-1 (FGA/89,
FGA/NA dld (435Mut) e FGA/NA P6 (209/480Mut). M. Marcador de peso molecular 1 kb plus
(Invitrogen); A. 1. Fragmento de DNA correspondente ao co-fator NS2B. 2. Fragmento de DNA
correspondente a proteina NS3. B. Fragmento de DNA fusionado, correspondente ao gene NS2B,;
G4-S-G4 NS3 da proteina quimérica dos DENV-1 C. Produto purificado das digestdo dos fragmentos
de PCR e vetor pET-28a com enzimas de restricdo BamHI e Hind Ill. D. DNA plasmidial contendo o
gene NS2B,;NS3 dos DENV-1 (NSZB47NS3 FGA/89, NS2B,;NS3,35 € NSZB47N83209/430).

ApOs a confirmacdo da sequéncia correta dos clones, uma cinética de
expressao da proteina quimeérica NS2B47NS3209480mut €M bactérias E. coli Rosetta-
gami 2 (DE3) foi realizada para avaliar a expressao da proteina na forma soltvel.
Apoés a inducdo da expressao da proteina sob diferentes condicbes de tempo e
temperatura, a cultura bacteriana foi sedimentada, lisada e as fracdes do
sobrenadante e sedimento celular foram submetidas a eletroforese em gel SDS-
PAGE 13%, para avaliagdo da solubilidade da proteina recombinante. A identidade
da amostra foi determinada pela técnica de western blotting, utilizando anticorpos
anti-histidina ou anticorpos monoclonais anti-NS3 helicase (1402-7B) (Figura. 4.35).
A proteina quimérica NS2B47NS3209/480mut @presentou massa molecular esperada de
aproximadamente 79 kDa e a solubilidade da proteina recombinante confirmada,
apresentando melhor resultado sob as condi¢cbes de inducdo de 0,4 mM IPTG a
30C por 5 horas. As mesmas condi¢cbes foram utilizadas para a expressédo das

proteinas recombinantes NS2B4;NS3 parental (FGA/89) e mutantes.
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Figura 4.34 - Andlise da expressdo da proteina NS2B  4,7NS3,99480 recombinante em E. coli cepa
Rosetta-gami 2 (DE3). A. Cinética de inducdo da expressao da proteina com 0,4mM de IPTG. B.
Cinética da expressdo da proteina na forma sollvel, utilizando 0,4mM de IPTG. C. Cinética da
expressdo da proteina a 30°C apds a inducdo com 0,4mM de IPTG nos tempos determinados (3h, 4h,
5h e 6h). NI extrato ndo induzido. Ind. Extrato induzido. Snd. Sobrenadante da cultura sonicada ¢.
Extrato celular sonicado. As membranas de nitrocelulose foram reagidas com anticorpo monoclonal
anti-histidina e anticorpo policlonal anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina (PA).

4.5.1.2 Obtencédo de mutantes da proteina quimérica NS2B ~ 47NS3

A fim de avaliar o papel das mutacdes individuais Valxplle e LeusgoSer,
identificadas na proteina NS3 do virus FGA/NA P6, nas atividades enziméticas das
proteinas NS2B4;NS3, utilizamos o clone NS2B4;NS3 FGA/89 Cl. 21 como molde
para a reacdo de PCR mutagénica (Stratagene), utilizando oligonucleotideos
mutagénicos especificos, contendo as substituicdes nucleotidicas que alteravam os
residuos Valye € Leusgy da NS3. Da mesma forma, a fim de excluir possiveis
contaminagdes com proteinas bacterianas que pudessem, eventualmente, interferir
nos ensaios de atividade protease, ATPase e helicase das proteinas recombinantes,
o motivo Walker A e a triade catalitica da protease viral foram modificados por
mutagénese sitio dirigida utilizando oligonucleotideos mutagénicos especificos,
contendo a sequéncia nucleotidicas que alteravam os residuos Seriss/Ala e
Lysaoo/Ala, € 0 clone NS2B47NS3209480 Cl. 23 como molde. A localizacdo das
mutacdes em estudo esta indicada na figura 4.35. Os plasmideos contendo os
genes com as mutacbes de interesse (Figura 4.36) foram transformados em E. coli
cepa Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen) e utilizados para a expressao, conforme
descrito no item acima. As proteinas recombinantes foram purificadas em coluna de
afinidade His Trap (GE) acoplada ao sistema de FPLC Akta (GE).

Aliguotas das fragBes purificadas das proteinas recombinantes foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 13% e caracterizadas pela técnica de

western blotting, utilizando anticorpos anti-histidina ou mAb contra a proteina NS3
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DENV-1 (1722-1B) (Figura 4.37). As proteinas recombinantes

NS2B47NS3 apresentaram massa molecular esperada, de aproximadamente 79 kDa.

A concentracdo das proteinas foi determinada em fluorimetro Qubit (Invitrogen),

utilizando o coeficiente de extingdo molar (E= 109 M'cm™).
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Figura 4.35 - Localizacdo das mutacBes em estudo no dominio helicase da proteina NS3 . A.

Representacéo
recombinantes
aminoacidos qu

esquematica do alinhamento da sequéncia de aminoacidos dos clones
das proteinas quimérica NS2B,;NS3 FGA/89 e 135 Mut. Os residuos de
e compdem a triade catalitica do dominio protease da NS3 do DENV-1 estéo

indicados nas cores verde, amarelo e vermelho. B. Representagdo esquematica do alinhamento
da sequéncia de aminoacidos dos clones recombinantes (residuos 166 a 480) contendo mutacdes
no dominio helicase da proteina. Os dominios conservados na superfamilia 2 das helicases estéo

indicados pelas

cores rosa (motivo | ou Walker A), amarelo (motivo la), verde (motivo Il ou Walker
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B), azul (motivo lll), laranja (motivo 1V), marron (motivo V) e roxo (motivo VI). As setas vermelhas
indicam a posicao das mutacdes em estudo.

NS2B,;NS3

1Kb+ FGAMS 209 435 480 209430 200 135
Mut Mut Mut Mut Mut  Mut

Figura 4.36 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%
das minipreparacdes plasmidiais de cada clone
PET28a-NS2B4;NS3 confirmado por
sequenciamento. 1Kb+ — marcador de peso
molecular 1Kb plus (Invitrogen). FGA/89, indica o
clone contendo a sequéncia do gene que codifica
para a proteina parental do DENV-1 cepa FGA/89.
Os demais clones estéo identificadas com o ndmero
gue corresponde a posi¢do da mutacao em estudo.
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Figura 4.37 — Andlise do painel de proteinas

NS2B4;NS3 recombinantes do DENV-1 purificadas.
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A. Perfil das proteinas em SDS-PAGE corado com gel
code blue stain. B. Western blotting em membrana de
nitrocelulose reagida com anticorpo monoclonal anti-
histidina C-terminal e anticorpo policlonal anti-
camundongo conjugado com PA. C. Western blotting
em membrana de nitrocelulose reagida com anticorpo
monoclonal anti-NS3;, do DENV (1722-1B), seguida
pela reacdo com anticorpo policlonal anti-camundongo
conjugado com PA. FGA/89 indica a proteina parental.
As demais proteinas mutantes estdo identificadas com
0 numero que corresponde a posicdo da mutacdo na
proteina NS3. A seta vermelha indica o tamanho
predito da proteina quimérica.

4.5.2 Ensaio de atividade protease: andlise funcion al da serina protease
NS2B47NS3 recombinantes do DENV-1

Tem sido demonstrado que mudangas conformacionais no dominio protease
da NS3 afetam a atividade proteolitica da enzima, evidenciando alguns
determinantes funcionais para a especificidade de ligacdo e catalise do substrato
(SALAEMAE et al., 2010). A fim de avaliar se as mutagbes em estudo (NS3zog,
NS3435 € NS3480) N0 dominio helicase da proteina poderiam também exercer algum
efeito sobre a capacidade proteolitica da enzima, nos determinamos, em
colaboracdo com o grupo do Dr. Luiz Juliano Neto da Escola Paulista de Medicina,
0s parametros cinéticos Km, Keat € Kea/Km da hidrolise do substrato sintético Abz-
AKRRS ! Q-EDDnp. Em um estudo anterior, este substrato apresentou alta eficiéncia
de clivagem pela proteina NS2BNS3,,, do DENV-2 (GOUVEA et al., 2007).

As proteinas recombinantes quiméricas NS2B47NS3 do DENV-1
apresentaram atividade hidrolitica similar quando avaliadas em presenca de
substrato peptidico com supressao intramolecular de fluorescéncia (FRET), que
corresponde ao sitio de clivagem enddgeno da poliproteina viral (Tabela 4.2 e Figura
4.38). Para confirmar a especificidade de reconhecimento do peptideo pelas
proteinas recombinantes, nds avaliamos os parametros de hidrélise do peptideo
referéncia pela proteina NS2B47NS3135mut, que contém uma mutacdo na triade
catalitica que a torna inativa. Além disso, as proteinas NS2B4;NS3 recombinantes
foram incapazes de hidrolisar o peptideo Abz- HRRDKR ! SVAL-Q-EDDnp, peptideo
correspondente ao sitio de clivagem interno da proteina prM do DENV-1,
reconhecido pela protease do tipo furina da célula hospedeira (IZIDORO et al.,

2010). Fato que demonstra especificidade das proteinas para o reconhecimento e
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Tabela 4.2 - Pardmetros cinéticos de hidrdlise pela NS2B4;NS3 recombinante do hexapeptideo FRET
sintético, baseado no sitio de clivagem natural do complexo da protease do DENV

Sequéncia Abz-peptidil-Q-EDDnp Vinax Keat (87) K (M) KoK m(mM.s-1)

NS$2B,;NS3 FGA/89 AKRRISQ 20422 0,013458076 18,59 0,723954289
NS2B,;NS3 209Mut AKRRISQ 163,115 0,014417255 20,39 0,708527244
NS2B,;NS3 435Mut AKRRISQ 23617 0,022703569 21,91 1,028559637
NS2B,;NS3 480Mut AKRRISQ 191,375 0,017495483 19,865 0,880888438
NS2B,;NS3 209/480Mut AKRRISQ 162,91 0,01467738 19,355 0,758884221
NS$2B,;NS3 200Mut AKRRISQ 60,935 0,005310363 9,565 0,560541564
NS2B,;NS3 135Mut AKRR]SQ 0,31 2,18936E-05 0 0

A seta indica o sitio de clivagem, previamente determinado por espectrdmetria de massas MALDI TOF. Condicdes de
hidrélise: As proteases eram incubadas em tampdo 20mM Tris (pH 9,0, 10mM NaCl e 20% glicerol) por 5 min. a 37T e as
reacGes eram iniciadas pela adi¢do do substrato. Os dados da cinética de hidrdlise resultam de trés experimentos distintos,
com taxa de erro menor que 5%.

Eficiéncia Catalitica (Kcat/Km- mM.s™)
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Figura 4.38 — Andlise da eficiéncia proteolitica da
do DENV-1. Os dados de Kcat/Km-mM.s™ representados na
tabela 1 foram plotados em forma grafica para melor visualizagao
do resultados. Os dados de trés experimentos independentes
foram analisados pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela

correcao de Bonferroni. * p < 0.05 e *** p < 0.001.

s NS2B,;NS3

Adicionalmente, nés avaliamos a capacidade das proteinas processarem sete

pequenos FRET substratos sintéticos correspondentes aos sitios nativos de
clivagem da poliproteina do DENV-2 (GOUVEA et al., 2007). No entanto, ao

utilizarmos estes substratos nao foi possivel obter as constantes cataliticas, pois 0s

valores de fluorescénia mensurados no espectrofluorimetro foram muito baixos,

inviabilizando a quantificacdo dos parametros cinéticos de hidrolise. Desta forma,

novos substratos com os sitios de clivagem especificos de DENV-1 (cepas FGA/89 e

BR/90) foram sintetizados e seréo utilizados em ensaios posteriores na presencga e
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auséncia de potenciais inibidores de protease.

4.5.3 Ensaio de atividade ATPase

O dominio helicase recombinante da proteina NS3 dos flavivirus apresenta-se
funcionalmente ativo in vitro (WANG et al., 2008). Alguns resultados controversos
quanto ao papel da porcdo N-terminal da proteina NS3 (dominio protease) na
modulacdo das atividades helicase e NTPase, tém sido evidenciados na literatura
(GEBHARD et al, 2012; LUO et al., 2008). Para investigar a influéncia do dominio
protease na atividade catalitica de ATPase da NS3 e garantir a confiabilidade dos
resultados no estudo das mutacdes de interesse, n0s comparamos a habilidade das
duas variantes da proteina NS3 recombinante do DENV-1 FGA/89, NS3¢ €
NS2B47NS3, hidrolisar ATP in vitro. A atividade ATPase das proteinas
recombinantes foi avaliada através do método colorimétrico de deteccao de fosfato
inorganico (Pi) liberado a partir da hidrolise de ATP, utilizando o kit de atividade
ATPase (Innova Biosciences), de acordo com as recomendag¢des do fabricante, e
com diferentes concentragbes de proteina. A deteccdo de Pi foi mensurada em
espectrofotometro a 650 nm (Figura 4.39).
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Figura 4.39 — Atividade ATPase das proteinas recomb inantes NS3 ., e NS2B,;NS3 do
DENV-1. A. Gel SDS-PAGE demonstrando a expressédo e purificacdo das duas variantes da
proteina NS3 do DENV-1 FGA/89. B. Atividade ATPase do dominio helicase (triangulo) e da
proteina NS3 inteira (circulo). A hidrélise de ATP, determinada pela presenga de fosfato
inorganico (Pi), foi mensurada a 28C em presenca d as concentragdes de proteinas indicadas.
Os dados representam a média de trés determinag8es independentes.
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Como demonstrado na figura 4.39 pode-se verificar que o dominio protease
da NS3 confere maior atividade hidrolitica do substrato quando comparado com o
dominio helicase isolado. Desta forma, o efeito das mutacfes nas posicdes NS3;qo,
NS3435 € NS3480 na modulacdo da atividade catalitica de ATPase foi avaliado
utilizando-se a proteina recombinante quimeérica NS2,7NS3 .

Primeiramente, a velocidade inicial de hidrélise de ATP pela proteina
recombinante NS2B4;NS3 do DENV-1 parental (FGA/89) foi mensurada em
presenca de 0,4 uM de proteina, 2,5 mM de MgCl, e diferentes concentracdes de
ATP (0 — 1mM) (Figura 4.40 A). A variante NS2B47NS3 200Mut que apresenta uma
mutacdo no dominio Walker A, que impede a hidrolise de ATP, foi utilizada como
controle da reacdo. Além disso, avaliamos a capacidade da proteina NS2B4;NS3 do

DENV-1 hidrolisar ATP no curso do tempo (Figura 4.40 B).
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Figura 4.40 — Quantificacdo da hidrélise de ATP pel a proteina NS2B 4,;NS3. A atividade
ATPase das proteinas NS2B4;NS3 FGA/89 e 200Mut (0,4 uM) foi mensurada utilizando-se o kit
para deteccdo de fosfato inorgénico (Pi) por verde malaquita (Innova Biosciences®). A.
Atividade ATPase das proteinas NS2B,;NS3. A velocidade inicial de hidrélise de ATP foi
deterninada a 28C (10 min.) em presenca das concentracdes de ATP indicadas. B.
Quantificacdo da hidrélise de ATP ao longo do tempo. O Pi liberado nos tempos indicados foi
mensurado apés a incubacao da proteina a 28<C em ta mpao Tris HCI pH 7,5, contendo 0,5 mM
de ATP e 2,5 mM de MgCl, Os dados representam a média de trés determinagfes
independentes.

De acordo com os resultados, determinamos as melhores condi¢cbes para a
hidrélise de ATP pela proteina recombinante NS2B,;NS3 que deve ocorrer em
tampéao Tris pH 7,5 contendo 2,5 mM de MgCl, e 0,5 mM de ATP e incubacdo a
28T por 10 min.

Estudos estruturais demonstraram que a proteina NS3 dos flavivirus sofre
mudanc¢as conformacionais quando associada ao RNA. Tém sido demonstrado em

ensaios in vitro que esta interacdo estimula a atividade catalitica de ATPase da

proteina, sugerindo uma interacdo alostérica entre a proteina NS3 e o RNA (LUO et
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al., 2008; GEBHARD et al.,, 2012). Os nossos resultados demonstram que
concentracfes equimolares de dsRNA ou proximas a ela (0,5 uM a 1,5 uM) séo
capazes de estimular igualmente a atividade catalitica da proteina NS2B47NS3. No

entanto, a saturacdo de RNA reduz a capacidade hidrolitica da proteina (Figura
4.41).

Concentragéo de Pi[uM])/
0,5uM NS2B,;NS3

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
dsRNA (uM)

Figura 4.41 - Atividade hidrolitica de ATP pela
proteina recombinante NS2B 4NS3 do DENV-1
FGA/89 estimulada por dsRNA. A atividade catalitica
de ATPase da proteina (0,5 puM) foi determinada a
28T em presenca de 0,5 mM ATP-MgCI, e diferentes
concentracdes de dsRNA (0 a 3 pM). O gréfico
representa os dados de quatro experimentos
independentes. A analise estatistica foi determinada
pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela correcdo de
Bonferroni. * p < 0.05 e ** p < 0.01.

A proteinas recombinantes NS2B4;NS3 do virus parental (FGA/89) e as
variantes mutantes (209Mut, 435Mut, 480Mut, 209/480Mut, 200Mut e 135Mut) foram
utilizadas para determinar comparativamente a atividade catalitica de ATPase
estimulada por dsRNA overhang (Figura 4.42).
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Figura 4.42 - Analise comparativa da atividade ATP  ase
das variantes das proteinas recombinantes NS2B  47NS3
do DENV-1. A atividade catalitica das proteinas foi
determinada a 28C em presenca de 0,5 mM ATP-MgCl ,,
0,5 uM de dsRNA e diferentes concentracdes de proteina
(300 mM e 500 mM). O gréfico representa os dados de
quatro experimentos independentes. A andlise estatistica
foi determinada pelo teste One-Way ANOVA, seguido pela
correcdo de Bonferroni. As barras * p < 0.05 estdo
indicando apenas as diferencas observadas entre
proteinas de mesma concentracdo. Todas as condi¢bes
testadas diferem (*** p < 0.001) da proteina defectiva
NS2B,4;NS3 200Mut.

Os resultados indicam que as variantes da proteina NS2B47;NS3 (435Mut,
480Mut e 209/480Mut) do DENV-1 ndo diferem da proteina parental quanto a sua
habilidade em hidrolisar ATP in vitro, evidenciado pelos valores similares de Pi, apés
incubacdo com o substrato. Apenas a proteina NS2B47;NS3209mut @presentou valores
mais baixos em relacdo a proteina parental e 435Mut quando uma concentracao de
300 mM de proteina foi utilizada. No entanto, o aumento na concentracdo das
proteinas resultou em um aumento proporcional dos niveis de Pi na solugéo, ndo

havendo diferenca estatistica entre as proteinas recombinantes.
4.5.4 Ensaio de atividade helicase
A atividade helicase das proteinas recombinantes NS2B4;NS3 foi testada em

presenca de 250 nM das proteinas recombinantes, 25 mM TrisHCI pH 7,5, 5 mM
ATP, 5 mM MgCl,, 2mM DTT10% glicerol, 0,1 mg/ml BSA e 0,2 uM de substrato
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dsRNA marcado radioativamente, o mesmo utilizado nos ensaios de atividade
ATPase mencionados acima. As reacfes foram incubadas em tempos distintos a
37<C e interrompidas pela adicdo da solucédo de terminacao (3% Fycoll, 1% SDS,
0,02% BPB, 20 mM EDTA). Aliquotas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante (PAGE) 12%. A cinética de atividade helicase
demonstrou que as proteinas recombinante NS2B4;NS3 nédo foram capazes de
promover a abertura in vitro da dupla fita de RNA sintético (Figura 4.43). As
variagbes da reacdo, envolvendo diferentes concentragdes de proteina, substrato,
tempo e temperatura também ndo apresentaram resultados satisfatérios quanto a
abertura da dsRNA.

dsRNA 5:-caccucucuagagucg ac,cugcaggcaucg-y
3 -guggagagaucucagc-3

FGA/89 209 Mut 435 Mut

5 10" 15 Co F NT 5 10 15’ Co 5 10 15’

13' 13'

15
TET MR ee B Seas e

ssRNA - . . . .
480 Mut 209/480 Mut 200 Mut
5 1 15 Co 5 10 15 Co 5 10 15° Co
15 15 15
s> MEEN FEss S8ss
ssRNA =2 - - : .

Figura 4.43 — Cinética de atividade helicase das v  ariantes da proteina NS2B 47NS3 do
DENV-1 substrato dsRNA. Autoradiografia de eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE)
nativo 12% dos produtos da reacao helicase. Os tempos de incubacéo estéo indicados pelos
nameros: 5 10’ e 15'. Co indica o controle negativo da reacdo, sem presenca de ATP e
MgCl,. NT. substrato néo tratado. F. substrato fervido.

Embora o DNA ndo seja o0 substrato natural das DExH RNA helicases,
estudos demonstram que a proteina NS3 dos flavivirus é capaz de promover a
abertura da dupla fita de DNA in vitro (APPLEBY et al., 2011). Assim, para assegurar
que as condicdes experimentais eram adequadas para promocao da atividade
catalitica de helicase in vitro, nos utilizamos uma sonda de DNA contendo duas
regibes simples fita em suas extremidades (Figura 4.44). Desta forma, foi possivel
verificar atividade catalitica de helicase de todas as proteinas NS2B4;NS3
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recombinantes utilizando o substrato de dsDNA, inclusive da proteina controle
NS2B47NS3200mut, 0 que pode sugerir a presenca de contaminantes na fracao
purificada das proteinas recombinantes. A proteina NS2B47NS3200mut € incapaz de
hidrolisar ATP e, portanto, deve também ser incapaz de promover a abertura da

dupla fita de &cidos nucleicos.

5Saggatgtatgtitag taggtacataactatctattgatacagacctaaaacaaaaaattttccgagd’

ki 3' caaatcatccatgtattg 5°
FGA/89 209 Mut 435 Mut

E- NT % 100 15 Co 5 10 15 Co % 10 15’ Co
15 15 13

dsDMNA -

ssDNA =2

480 Mut 209/480 Mut 200 Mut

5 10 15 Co 5 10 19' Co
|| 15

Figura 4.44 — Cinética de atividade helicase das va riantes da proteina NS2B ,7NS3 do
DENV-1 substrato dsDNA. Autoradiografia de eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE)
nativo 12% dos produtos da reacao helicase. Os tempos de incubacao estédo indicados pelos
ndameros: 5’ 10’ e 15’. Co indica o controle negativo da reacdo, sem presenca de ATP. NT.
substrato ndo tratado. F. substrato fervido.
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Para excluir os potenciais contaminantes presentes nas amostras ds proteinas
recombinantes, as proteinas NS2B4;NS3 209/480Mut e 200Mut previamente
purificadas por cromatografia de afinidade em resina de niquel foram submetidas a
uma segunda etapa de purificagcdo em cromatografia liquida de proteinas (FPLC -
AKTA prime) em colunas pré-empacotadas com resina Mono-Q sefarose (GE),
seguida pela purificacdo em coluna pré-empacotadas com heparina sefarose (GE)
(Figura 4.45). Aliquotas das fragGes coletadas durante o processo de purificacdo das
proteinas recombinantes foram submetidas a eletroforese em géis SDS-PAGE 13%
e a identidade das amostras determinada pela técnica de western blotting, utilizando
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anticorpos anti-histidina ou mAb contra a proteina NS3 helicase do DENV-1 (1402-
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Figura 4.45 — Andlise da purificacdo das proteinas recombinantes NS2B47;NS3509/450 €
NS2B4;NS3,00 do DENV-1 por cromatografia de afinidade e troca-i 6nica. As reacbes de
western blotting foram reagidas com anticorpo policlonal anti-histidina (purificacdes em resina de
Ni** coluna Mono-Q) e anticorpo monoclonal anti-NS3 helicase 1402-7B (purificagdo em coluna
heparina) e anticorpo secundario anti-mouse conjugado com fosfatase alcalina. A. Perfil da
fracdo purificada das proteinas NS2B,;NS3 apés purificacdo resina de Ni**. B. Perfil da
purificac@o das proteinas NS2B4;NS3 ap0s purificagdo em coluna Mono-Q por FPLC C. Perfil da
purificacdo das proteinas NS2B4;NS3 apos purificagdo em coluna de heparina por FPLC. BM.
Padrao de peso molecular BenchMark (Invitrogen).

Apés as etapas de purificacdo sequencial as fragbes mais puras de cada
proteina foram misturadas e concentradas em centricon de 50 kDa e visualizadas
em gel SDS-PAGE 13% corados com gel code blue stain (Thermo) (Figura 4.46).
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Figura 4.46 - Andlise da purificacdo das
proteinas recombinante NS2B 47NS3 do DENV-1
por SDS-PAGE, realizada sob condicdes
desnaturantes em gel de poliacrilamida 13%.
As proteinas foram visualizadas por meio da
coloragdo com gel code blue stain. 1. Perfil da
purificagdo das proteinas NS2B47NS3,5091450 €
NS2B,;NS3,5, em resina de Ni**, antes da
purificagdo por troca-idnica 2. Perfil da purificagdo
das proteinas NS2B4,;NS3 apos purificacdo em
coluna de heparina e concentracdo em centricon
com cut off de 50 kDa. BM. Padréo de massa
molecular BenchMark (Invitrogen).

A andlise do processo de purificacdo das proteinas NS2B47NS3
recombinantes em gel SDS-PAGE evidencia a remocdo da banda de
aproximadamente 95 kDa. A concentracdo das proteinas purificadas foi determinada
utiizando o método de quantificagdo de proteinas baseado na intensidade de
fluorescéncia (Qubit - Invitrogen). As atividades cataliticas de ATPase e helicase das
proteina NS247,BNS3209/480mut € NS247BNS3200mut foram avaliadas in vitro. Resultados
preliminares, mostraram que o método de purificacao das proteinas foi eficiente para
manter a atividade catalitica de ATPase da proteina NS2B47NS3209/480mut € Promover
a atividade catalitica de helicase em substrato dsDNA. Como controle negativo dos
ensaios cataliticos, utilizamos a proteina NS2B47NS3,00mut. A proteina néo
apresentou atividades cataliticas de ATPase e helicase, sugerindo que os métodos
de purificacdo da proteina foram eficientes para eliminar possiveis contaminantes
das amostras. Dessa forma, as purificacdes sequenciais das proteinas em resinas
de niquel e heparina constituem um método eficiente para purificacdo das proteinas

NS2B47NS3, as quais poderdo ser utilizadas em estudos comparativos futuros de
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determinacdo da atividade catalitica de helicase das proteinas recombinantes do
DENV-1.



158

5 DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na patogénese da dengue sdo ainda pouco
compreendidos, principalmente pela auséncia de um modelo animal que reflita os
casos graves da doenca; e todos os avangos no conhecimento desta complexa
patologia tém sido obtidos através de estudos envolvendo pacientes infectados com
o DENV ou pelo uso de modelos animais que reproduzem algumas das
caracteristicas relevantes da dengue. Essas investigacdes tém demonstrado que
varios elementos da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro estédo
implicados na patogénese da dengue. Mais recentemente, outros fatores como
polimorfismos genéticos de populacdes e fatores virais tém sido correlacionados
com os distintos perfis de apresentacéo clinica da doenga em humanos. A gravidade
da doenca é, portanto, resultado de uma complexa interagdo entre os determinantes
virais e fatores genéticos e imunolégicos do hospedeiro.

E sabido que as cepas dos quato sorotipos do DENV variam em termos de
patogenicidade e viruléncia no hospedeiro humano, no entanto, as bases
moleculares para a ocorréncia dessas diferencas fenotipicas sdo vagamente
conhecidas. Alguns estudos demonstram que 0 surgimento de mutacoes
espontaneas contribui para a emergéncia de cepas com maior habilidade infectiva e
replicativa, que podem ocasionar mudancas no tropismo celular e culminar no
desenvolvimento de formas graves da doenca. Embora alguns possiveis
determinantes genéticos de viruléncia do DENV tenham sido descritos, nenhuma
evidéncia conclusiva de correlacdo entre genotipo viral, transmissibilidade e
patogenicidade foi obtida até o momento. Visando melhor compreender a
patogénese dessa doencga, 0 nosso grupo tem se dedicado a identificacdo de
alteracdes genéticas que possam estar relacionadas ao aumento da viruléncia do
DENV em modelo murino. As variantes neuroadaptadas do DENV-1 cepa FGA/89,
selecionadas em dois estudos independentes (DESPRES et al., 1998; BORDIGNON
et al., 2007), apresentam propriedades biolégicas definidas para o estudo de
marcadores moleculares de viruléncia. As mutacdes identificadas no genoma dessas
cepas de DENV-1 mapeiam em importantes dominios de duas proteinas virais, E e
NS3, que apresentam funcdes estruturais e enzimaticas essenciais para a

manutengao do ciclo viral. A identificagdo de assinaturas moleculares no genoma
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viral ou a determinacgéo de padrdes transcricionais de genes do hospedeiro no curso
da infeccdo podem constituir uma ferramenta para a identificacdo de biomarcadores,
mas principalmente, possibilitar o entendimento de mecanismos moleculares e
patofisiologicos do desenvolvimento de diferentes padrdes da doenca.

Com o intuito de definir o papel funcional de muta¢des pontuais no genoma
do DENV-1 (Es02, Eaos, NS3209, NS3435 € NS343) em modelo experimental de
neuroviruléncia murino, in vitro e ex vivo, nés utilizamos um painel de 10 DENV-1
recombinantes obtidos a partir dos clones infecciosos de DENV-1 contendo cada
uma das mutacgOes isoladamente ou em conjunto, conforme esquema mostrado na

figura 4.1, item 4.1

Caracterizacdo in vivo dos DENV-1 recombinantes

A cinética de infec¢éo in vivo demonstrou que o DENV-1 recombinante triplo
mutante (VBAC-E402NS3209NS3450) infecta eficientemente células do SNC de
camundongos neonatos, ocasionando severa encefalite e mortalidade dos animais
em comparacdo a baixa eficiéncia de infecgcdo e viruléncia do virus parental
VBACDV1. As mais altas taxas de progénie viral foram observadas no tecido
cerebral de camundongos infectados com o DENV-1 triplo mutante em todos os
pontos da cinética de infeccdo, demonstrando o papel destas mutacbes para o
estabelecimento de uma infec¢éo produtiva no SNC de camundongos.

A habilidade infectiva do virus triplo mutante (VBAC-E402NS3209NS34s0),
caracterizada pelas taxas de RNA e progénie viral presentes no SNC de
camundongos 8 dpi, ndo difere das taxas de infeccdo e letalidade do virus duplo
mutante (VBAC-E402NS3450). A mutacdo NS3,09, @ qual foi co-selecionada com a
NS3450 durante a adaptacdo do DENV-1 FGA/89 em camundongo, parece nao ter
efeito na viruléncia do DENV-1. Interessantemente, niveis semelhantes de RNA e
progénie viral foram identificados no SNC de camundongos infectados com o0s virus
duplo mutantes (VBAC-E4sNS3435 € VBAC-E402NS3450), ho entanto, as taxas de
mortalidade dos grupos de animais infectados com os virus VBAC-E40sNS3435 foram
mais baixas (73%) em comparacdo a infeccdo com o virus VBAC-E402,NS345, que

ocasionou mortalidade de 100% dos animais durante o periodo de observacao.
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Os virus simples mutantes VBAC-E4o2, VBAC-E 45 € VBAC-NS3,09 Nd0 exibem
fendtipo neurovirulento. Em contraste, os DENV-1 recombinantes que contém
apenas as mutacdes NS3435 € NS3450 apresentam fenotipo neurovirulento e exibem
alteracdo na capacidade replicativa do DENV-1 no SNC de camundongos, 0 que
sugere a importancia dessas mutacoes, localizadas no subdominio Il do dominio
helicase, na modulacédo do fitness viral in vivo. Tem sido reportado que uma uUnica
substituicdo de aminoacido (ThrNS3249Pro) no dominio helicase da proteina NS3 de
uma cepa avirulenta do WNV é suficiente para ocasionar um fenétipo altamente
virulento em corvos americanos, por aumentar as taxas de viremia e RNA viral
(BRAULT et al., 2007). Esta regidao da proteina esta envolvida na ligacdo de RNA e
hidrolise de ATP e é requerida para dirigir a helicase viral ao longo do substrato de
RNA (TUTEJA et al.,, 2004). Sampath et al. (2006) sugeriram, a partir de estudos
mutagénicos da proteina recombinante NS3 do DENV-2, que residuos de
aminoacidos na superficie do dominio Il da proteina NS3¢ podem interagir com a
dsRNA e modular as atividade cataliticas de ATPase, helicase e RTPase da
proteina. O modelo proposto pelos autores sugere que o residuo de aminoacido
lle365 (localizado no topo do dominio Il da NS3) poderia atuar como “translocador”,
desestabilizando as pontes de hidrogénio da forquilha de dsRNA e modular a
atividade de helicase da proteina. As mutacdes NS3450 € NS3435 mapeiam na face
cbncava do dominio Il e ambas poderiam alterar a capacidade de ligacdo ao
substrato de RNA e, assim, modular as atividades cataliticas da NS3¢,

Recentemente, Grant et al. (2011) identificaram um determinante critico para
a viruléncia do DENV-2 em camundongo AG129, localizado na posicdo 52 da
proteina NS4B. A alteragc&o do residuo de aminoacido LeuNS4Bs,Phe em uma cepa
de DENV-2 nédo virulenta era suficiente para aumentar a viremia em células de
mamiferos, mas ndo em células de inseto, e ocasionar mortalidade de 80% dos
animais. O aumento da viremia em ceélulas de mamifero era independente a
habilidade da proteina inibir IFN-I. Os autores hipotetizam que a interagéo fisica
entre as proteinas NS4B (localizada na face citoplasmatica do RE) e NS3, poderia
ocorrer antes do processamento da poliproteina viral e que essa interacdo transiente
poderia modular a replicacdo do DENV.

Interessantemente, o dominio H1®® da proteina E, onde mapeiam as

mutacdes Esp2 € Esos, tem sido associado com a neuroviruléncia do DENV em
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modelo murino. Chen et al., (1995) demonstraram que a substituicdo LysE4osGlu,
identificada no DENV-2 cepa NGC, era capaz de conferir ao virus quimérico de
DENV-4/DENV-3 um fendtipo neurovirulento em camundongos. Kawano et al. (1993)
utiizando a tecnologia de clones infecciosos identificaram dois determinantes
genéticos localizados na proteina E (Thrisslle e Phegoleu) potencialmente
implicados na neuroviruléncia do DENV-4 em camundongos. As mutacdes isoladas
na proteina E (Es2 € Es0s) ndo exercem efeito sobre a viruléncia do DENV-1
recombinante. No entanto, quando combinadas com as mutacées NS3435 € NS34s0
ou NS3,00/NS3450 aumentam consideravelmente a sintese de RNA e progénie viral
no SNC de camundongos, evidenciando o efeito sinérgico dessas mutacdes para o
aumento do fitness viral e aquisicdo de um fendétipo virulento em camundongos.
Purdy e Chang (2005) demonstraram que mutacdes na a-hélice H1P® da proteina E
(residuos de aminoacidos 398, 401 e 412) estdo envolvidas com a
secrecdo/retencdo de particulas virais nao infecciosas em células CHO. Dessa
forma, as mutacdes Esoo € Esos poderiam também desempenhar um papel no
aumento da secre¢do de particulas virais infecciosas por influenciar as interacdes
intra e intermoleculares necessarias para a montagem e transporte das particulas
virais pela via secretéria da célula hospedeira. Por outro lado, as mutacdes na
proteina E poderiam também através de interacfes intramoleculares facilitar o
processo de trimerizacao, requerido para fusdo da membrana viral com a membrana
do endossomo, e consequentemente aumentar a liberacdo do nucleocapsideo viral
no citoplasma (STIASNY et al., 2005; MODIS et al., 2004). Assim, 0 aumento do
input de RNA viral, juntamente com a maior eficiéncia de replicagdo conferida pelas
mutacdes NS3435 € NS3450, poderia contribuir para o aumento da sintese de RNA na
célula hospedeira. A presenca dessas mutacdes poderiam aumentar a eficiéncia de
replicacdo através da modulacdo das atividades cataliticas ou interacdo com outras
proteinas do complexo replicativo. Tem sido descrito que a proteina NS3 de
flavivirus desempenha um importante papel na morfogénese viral. Mais
recentemente, Jiang e Luo (2012) demonstraram que mutagdes na proteina NS3 de
HCV podem atuar sinergicamente para aumentar a eficiéncia de montagem de
particulas virais infecciosas atraves de interacdes fisicas com outras proteinas virais
estruturais e ndo estruturais. Dessa forma, as mutacdes nas proteinas E e NS3

poderiam atuar de forma sinérgica modulando os processos de liberacdo do RNA
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viral na célula hospedeira, aumentando a eficiéncia de replicacdo, montagem e
liberacdo da particula viral no SNC de camundongos infectados com os DENV-1
duplos e triplo mutantes

Além disso, noOs evidenciamos que a combinacdo das mutacles
E402/NS3200/NS3450 altera significativamente a capacidade replicativa do DENV-1
recombinante, possibilitando a disseminac&o do virus para outros tecidos celulares,
tal como a medula espinhal de camundongos. No entanto, 0 mecanismo envolvido
com a infeccdo e replicacdo do DENV-1 recombinante em células da medula
espinhal necessita ainda ser determinado. Alguns estudos sugerem que o DENV
inoculado via i.c. pode disseminar-se para 0s neurdnios da medula espinhal através
do canal ependimario, por transmissdo via espaco intersticial de células
ependimarias ou diretamente pela infeccdo de neurbnio a neurbnio, através de
vesiculas pré e pos-sinapticas. Chaturvedi et al. (1991) utilizando um modelo murino
de infeccdo demonstraram a habilidade do DENV “cruzar” a barreira
hematoencefalica, provavelmente pela secrecdo de uma citocina que o autor
denominou de fator citotéxico (CF), produzida durante a infeccdo viral.
Recentemente, foi demonstrado que uma parcela significativa de pacientes com
manifestacbes neuroldégicas da dengue apresentam virus circulante ou IgM
especifica contra proteinas do DENV no liquor, indicando que o virus pode cruzar
ativamente a barreira hematoencefalica e replicar nos tecidos do sistema nervoso
humano (DOMINGUES et al., 2008; PUCCIONI-SOHLER et al., 2009).

A patologia provocada pela infeccdo do DENV € determinada pelo equilibrio
entre a resposta do hospedeiro frente a infeccdo e a capacidade do agente
infeccioso escapar desta resposta imune e multiplicar-se no hospedeiro. Como parte
desta interacdo dindmica, os niveis da resposta do hospedeiro podem contribuir para
a patofisiologia da doenca. Foi demonstrado pela técnica de RT/gPCR que niveis
elevados de replicacdo da variante VBAC-E40oNS3,00NS3450 induzem maior
expressdo de IFN-B, USP18 e Ccl5 em comparacdo com o virus parental,
consistente com os dados anteriores de primatas ndo humanos (SARIOL et al.,
2007) e culturas primarias de células humanas (WARKE et al., 2008). Os nossos
dados corroboram os resultados de Bordignon (2008), demonstrando que cepas
mais neurovirulentas possuem modulacdo de IRF (do inglés, interferon regulatory

factors) mais expressiva em relacdo aos virus ndo patogénicos. Durante este
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estudo, Bordignon et al. (2008) evidenciaram que o gene Ube2l6, que codifica uma
enzima conjugada a ubiquitina, estava regulado positivamente em animais
infectados com o DENV-1 parental (FGA/89) e com a variante neuroadaptada
(FGA/NA a5c) 8 dpi; com maiores niveis de significancia nos animais infectados com
0 virus neuroadaptado. Em um estudo recente, uma proteina celular humana com
funcdo semelhante (Ube2l, enzima conjugadora a ubiquitina) foi indentificada nos
ensaios de interacdo com as proteinas NS2B, NS4B e NS5 do DENV; e a utilizacao
de siRNA para este gene foi capaz de inibir a replicacdo viral (KHADKA et al., 2011).
A proteina Ube216 participa da mesma via de ubiquitinacdo que a USP18,
importante para os mecanismos de resposta imune inata contra infec¢des virais., Foi
descrito que a proteina Uspl8 é capaz de se ligar ao receptor IFNAR2 (do inglés,
Interferon-alpha/beta receptor) e atuar na regulacdo negativa da via de IFN
(MALAKHOVA, et al., 2006). Dessa forma, o aumento da expressao desse gene,
induzida pela infeccdo com o virus triplo mutante, parece resultar de uma tentativa
da célula hospedeira conter a exacerbacao da resposta imune no tecido cerebal de
camundongos. No entanto, o aumento da expressao desse gene poderia favorecer a
replicagéo viral no tecido cerebral dos camundongos infectados. O aumento da
expressao génica da quimiocina Ccl5 no tecido cerebral de animais infectados com o
virus triplo mutante pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
encefalite nesses animais. As quimiocinas da familia C-C e C-X-C atraem uma
grande variedade de células, como mondcitos/macrofagos, eosindfilos, células
dendriticas, basoéfilos e linfocitos T e poderiam contribuir para o desenvolvimento de
injurias teciduais graves observadas no tecido cerebral dos animais infectados com
as variantes neurovirulentas do DENV-1 (BORBA, 2010; STROTTMANN, 2008;
BORDIGNON et al., 2008).

Caracterizacdo in vitro dos DENV-1 recombinantes

A cinética de infeccdo dos DENV-1 recombinantes em células de linhagem
humana e de inseto nos permitiu evidenciar o sinergismo entre as mutacdes nas
proteinas E e NS3 para o estabelecimento de uma infeccdo mais produtiva. Embora
a diferenca no namero de células infectadas com os DENV-1 vVBAC-NS3,35 e VBAC-

NS3.50 ndo sejam significativas, os dados de quantificacdo por citometria de fluxo,
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revelaram a tendéncia desses virus infectarem um maior numero de células Huh 7.5
em relacdo ao virus vVBACDVL1. A inducdo de CPE em células Huh7.5 pelos virus
VBACDV1, VBAC-NS3,09, VBAC-NS3,35 € VBAC-NS3,50 podem ter exercido efeito
sobre o numero de células infectadas em relacdo aos virus que ndo induzem CPE
(VBAC-E 402, VBAC-E 405, VBAC-E402NS34s0, VBAC-E405NS3435 VBAC-
E402NS3200NS3450). Desta forma, somente a quantificacdo direta da progénie viral e
do RNA viral durante a cinética de infeccdo dos DENV-1 recombinantes em células
C6/36 e Huh7.5 permitira avaliar, de uma forma mais eficaz, o efeito das mutacdes
na modulacédo do fitness viral in vitro.

Como mencionado, os virus recombinantes utilizados neste trabalho diferem
quanto a sua habilidade de causar CPE em culturas de células de humano (Huh7.5)
e de inseto (C6/36). Os virus VBAC-NS3,q9, VBAC-NS3,35 € VBAC-NS3450 mantém as
mesmas caracteristicas do virus parental vBACDV1, induzindo fusdo celular tipo-
sincicio em células C6/36 e lise celular em células Huh7.5. No entanto, os virus
VBAC-E402 € VBAC-E4s ndo induzem a formacdo de CPE, semelhante ao virus
FGA/NA d1d e FGA/NA P6, de onde as mutagOes foram previamente identificadas.
Interessantemente, os virus contendo a combinacdo das mutacbes E e NS3
(VBACE402NS3209, VBACE402NS3480, VBACE402NS3209NS3450 € VBACE405NS3435)
apresentaram alteracdo no fenétipo de fusdo em cultura celular; evidenciando, mais
uma vez, o efeito sinérgico das mutagdes nas proteinas E e NS3 para modulacéo do
fendtipo viral.

Os resultados demonstraram que presenca de uma unica mutacdo (Esoz €
E4os) Na regido N-terminal da H1P®® da proteina E era suficiente para suprimir o CPE
do DENV-1 recombinante em cultura de células. Com o intuito de confirmar o efeito
dessas substituicbes de aminoacido no fendtipo viral, as mutacbes PheEspLeu e
ThrE4oslle foram inseridas no contexto do clone infeccioso quimérico de YF/DEN-1;
gue contém o backbone do YFV atenuado e a regido genbmica equivalente as
proteinas prM-E do DENV-1 gendtipo V (MATEU et al., 2007). A regido prME do
clone pAC YF/DEN-1 apresenta 97,8% de similaridade aminoacidica com a regido
equivalente do DENV-1 cepa FGA/89 e 98,6% de similaridade com o DENV-1 cepa
BR/90. A insercao das mutacdes E4os € E402 NO contexto genético do virus quimeérico
YF/DEN-1 nos permitiu confirmar o papel e a importancia dessas mutacdes no

processo de inibicdo do CPE em culturas de células. A insercdo de mutacgles
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pontuais de uma cepa viral (VBAC-E4, € VBAC-E4ps) no contexto do genoma de
outra cepa distinta (YF/DENV) aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos,
tendo em vista que, a estratégia utilizada nos possibilitou reproduzir in vitro o
fendtipo de inibicdo do CPE. NOs especulamos que a substituicdo dos aminoécidos
na regido H1P™ da proteina E do DENV poderia afetar o estado de transicdo do
homodimero da proteina E para a forma de fusdo (MODIS et al., 2004) ou influenciar
na estrutura e distribuicdo desses elementos nas membranas do RE (ZHANG et al.,
2003). Lin et al., (2011) sugerem a importancia do carater hidrofébico desta regiao
da proteina E para manutencdo da estrutura e funcdo da a-hélice da H1P™. Os
aminoacidos Leu e lle apresentam alto valor empirico de hidrofobicidade e poderiam
afetar a associagdo da stem region com a membrana e, dessa forma, interferir com a
curvatura e dobramento da membrana lipidica durante a montagem da particula viral
no RE ou trimerizacdo da proteina E, induzida por baixo pH.

Os mecanismos pelos quais os flavivirus induzem alteracées morfolégicas
especificas na célula hospedeira ndo esta completamente elucidado. Porém, sabe-
se que no hospedeiro vertebrado, o CPE pode contribuir para a gravidade da
doenca; no caso da infeccdo pelo YFV o CPE pode ocasionar injuria hepatica
(PASTORINO et al., 2010). Tem sido reportado que a replicacédo viral pode causar
extensivo rearranjo do citoesqueleto e membranas intracelulares e culminar no
desenvolvimento de CPE em células de origem humanas, de primatas nao
humanos, de roedores e de insetos. Randolph e Stollar (1990) sugerem que a
formacéo de fusao tipo-sincicio em células de mosquitos infectadas com DENV pode
ser iniciada por virions recém-liberados, que se tornam engajados na fusdo com a
membrana plasméatica de células vizinhas infectadas ou ndo. Durante a infeccdo dos
flavivirus na célula hospedeira, o baixo pH do endossomo induz a exposicdo do
peptideo de fusdo presente na proteina E, promovendo a liberacdo do
nucleocapsideo no citoplasma. A habilidade do virus se fundir com a membrana do
endossomo da célula hospedeira a médio pH parece ter um papel na infectividade
dos flavivirus (GOLLINS; PORTERFIELD, 1986). Da mesma forma o pH parece ter
efeito na formacéo de sincicio durante a infeccéo viral na célula hospedeira.

Analises imunohistologicas prévias do SNC de camundongos infectados com
os DENV demonstram que os neurdnios corticais e hipocampais sdo 0s principais
alvos de infeccao pelo DENV-1 (BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007; BORBA
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(2010). Além disso, as células de neurdnio primario (NP) e linhagens celulares de
neurénio murino (Neuro 2a) suportam com eficiéncia a replicacdo do DENV
(BORDIGNON, STROTTMANN et al., 2007). De acordo com esses resultados e com
o intuito de avaliar o papel das mutacdes E4, € E4os Na interagcdo com receptores
das células hospedeira, n0s realizamos ensaios de ligagdo em células de linhagem
murina Neuro 2a. Condizente com a localizacdo, as mutacdes Esp, € Egos Ndo
modulam a afinidade do virus aos receptores de superficie da célula hospedeira,
apresentando a mesma capacidade de ligacdo que o virus parental vVBACDV1.
Dessa forma, podemos sugerir que 0 mecanismo pelo qual as mutagdes na proteina
E aumentam a viruléncia do DENV envolve os passos seguintes a adsorcéao viral, tal
como fusdo, morfogénese viral e liberacdo da particula infecciosa. Allison et al.
(1999) e Lin et al. (2011) demonstraram o envolvimento do dominio H1”®? em dois
importantes passos do ciclo de replicacéo viral: a entrada e montagem da particula
viral na célula hospedeira.

Os resultados obtidos in vivo e in vitro sugerem que as mutacdes identificadas
nas variantes neurovirulentas do DENV-1 podem afetar tanto a viruléncia no
hospedeiro vertebrado, ocasionando severa encefalite em camundongos neonatos,
guanto o fitness viral in vitro, aumentando a habilidade infectiva desses virus em
células humanas e de inseto. Gubler et al., (1978) demonstraram que cepas de
DENV-2 menos virulentas nos hospedeiros humanos apresentam baixas taxas de
transmissdo em mosquitos vetores. Cologna, Armstrong e Rico-Hesse (2005)
demonstraram que o aumento da viremia do DENV-2 (genoétipo asiatico) em
hospedeiros humanos esta associado com a maior eficiéncia de replicacdo em DCs
residentes na epiderme e maior competéncia vetorial (infecgao e disseminagao) em
mosquitos A. aegypti, quando comparado com o virus avirulento de mesmo sorotipo.
Dessa forma, estudos adicionais utilizando as variantes dos DENV-1 recombinantes
serdo realizados para avaliar o potencial efeito das mutacdes nas proteinas E e NS3
na modulagéo da replicacdo e transmissibilidade dos DENV-1 recombinantes em

mosquitos vetores do género Aedes.
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Caracterizacdo ex vivo dos DENV-1 para avaliacdo das mutagbes na

proteina NS3

As DCs residentes na pele sdo os primeiros alvos do DENV durante a
infecgao natural e constituem um elemento chave no desenvolvimento da resposta
imune adaptativa. Deste modo, as DCs representam um interessante modelo de
estudo ex vivo na patogénese da dengue (DEJNIRATTISAI et al., 2008). Com base
nos resultados de infeccao in vivo, em que se observou um aumento na morbidade e
mortalidade dos animais infectados com as variantes VBACNS3435 € VBACNS3.s0,
decidimos avaliar o papel pontual destas mutacfes no perfil de replicacdo viral e
resposta das mdDCs humanas em relacdo ao DENV-1 parental (vBACDV1).

O pico de replicagdo dos DENV-1 recombinantes em mdDCs ocorre 48 hpi. A
sintese de proteinas virais e liberacdo de novas particulas infecciosas acompanham
a cinética de replicacdo. No entanto, a infeccdo dos VBAC-NS3435 € VBAC-NS3450
em mdDCs é mais produtiva, no que se refere a replicacdo e producdo de progénie
viral, do que a infeccdo com o virus parental vBACDV1 com MOI similar ou mais
alto, evidenciando o papel dessas mutacdes na modulacdo da infectividade viral. A
analise por citometria de fluxo mostrou regulacdo positiva dos marcadores de
superficie CD40 e CD80 em mdDCs infectadas com o0s virus mutantes em
comparacao a infeccdo com o mock e vBACDV1 e modulagéo significativa de HLA-
DR em todos os DENV-1 recombinantes quando comparado com o mock.

Durante a infeccado viral na célula hospedeira, os PRRs citosoélicos ou
associados a membranas sdo capazes de reconhecer 0s componentes virais
(PAMPs) e disparar uma resposta antiviral. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que a replicacdo dos DENV-1 em mdDCs estimula a expresséo
génica de TLR3 e TLR7 24 hpi, com mais alta significAncia para os DENV-1
contendo as substituicbes NS3435 € NS3450; €m concordancia com as maiores taxas
de replicagdo. Essas moléculas constituem elementos chave da resposta imune e
sdo capazes de disparar a via de sinalizagdo que ativa a produgcéo de IFN-I e
citocinas pro-inflamatorias (TAKEUCHI; AKIRA, 2009). No entanto, em contraste
com alguns trabalhos reportados na literatura (WANG et al., 2006; SUN et al., 2009),
nos evidenciamos que os DENV-1 recombinantes VBAC-NS3,35 € VBAC-NS34g0 N40

induzem expressao diferencial de IFN-I (a/B) em células mdDCs, apesar dos altos
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niveis de expressao dos genes de TLR3/7 detectados 24 hpi, comparados com o
virus parental. O aumento na expressao de proteinas de IFN-a em mdDCs foi
detectado 24 e 48 hpi com os DENV-1 recombinantes em relagdo ao mock, néo
havendo diferenca significativa entre os DENV-1 recombinantes. Os niveis de IFN-a
no sobrenadante das culturas infectadas com os DENV-1 recombinantes ndo foram
maiores que 1,2 ng/mL, em 48 hpi. O aumento significativo na expressao das
proteinas de IFN-B em relacdo ao mock foi observado apenas 48 hpi, ndo havendo
diferenca significativa entre os DENV-1 recombinantes. Os niveis de IFN-B no
sobrenadante das culturas infectadas com os DENV-1 recombinantes n&o foram
maiores que 250 pg/mL, em 48 hpi. Tem sido reportado na literatura que os DENV
sao fracos indutores de IFN-I em cultura de mdDCs humanas (SUN et al., 2009;
RODRIGUEZ-MADOZ et al., 2010a/2010b). Uma vez que 0s nossos estudos iniciais
foram feitos com baixas MOIs, utilizamos uma MOI 10 vezes maior para investigar
se a dose do DENV-1 poderia ter efeito sobre a producdo de IFN-I. Observamos que
a producao de IFN-a/, ndo se alterava mesmo quando altas doses de virus eram
administradas. Os resultados indicam que os DENV-1 recombinantes podem
bloguear ou ndo induzir a via de sinalizacdo de IFN-I nas células infectadas,
sugerindo um possivel mecanismo viral para evasao da resposta imune em mdDCs.
Diversos trabalhos demonstram que os DENV podem evadir com sucesso a
resposta imune da célula hospedeira. Proteinas ndo estruturais de flavivirus e outros
virus RNA, tal como HCV, HIV e virus da influenza A, produzem modulagcédo imune
efetiva e utilizam distintos mecanismos para limitar a resposta imunolégica do
hospedeiro e aumentar a replicacdo viral (GAO et al., 2012; IMRAN et al., 2012;
MARSILI et al., 2012; YE et al., 2013). Pelo menos cinco das sete proteinas NS do
DENV (NS2A, NS4A, NS4B, NS5 e o complexo NS2BNS3 protease) tém sido
associadas com a inibicdo de diferentes componentes da cascata de sinalizacédo de
IFN-1 (MUNOZ-JORDAN et al., 2003 e 2005; ASHOUR et al., 2009). Recentemente,
Aguirre et al. (2012) demonstraram que a atividade proteolitica do complexo
NS2BNS3 é requerida para promover a clivagem da molécula adaptadora
estimuladora do gene de IFN (STING do inglés, stimulator of the interferon gene) e
modular a geracdo de uma resposta imune em DCs humanas mediada pela via de
sinalizacao de IFN-I, por sensibilizacdo independente dos TLR. Estudos envolvendo

o complexo protease do HCV (NS4ANS3) demonstraram que esta proteina cliva
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especificamente a molécula TRIF em dois polipeptideos, impedindo a ativagdo do
promotor da transcricdo de IFN-B dependente de TLR (LI et al., 2005a). Da mesma
forma Meylan et al. (2005) demonstraram que o complexo viral NS4ANS3 do HCV
também é capaz de clivar eficientemente IPS-1 e inibir a via de sinalizagdo em
linhagens celulares humanas. Mais recentemente, Chang et al. (2012) publicaram
resultados similares aos identificados neste estudo e evidenciaram que 0s baixos
niveis de IFN-B detectados em DCs derivadas da medula espinhal de camundongos
infectadas com DENV-2 decorrem do bloqueio da ativagdo de NF-kB e inducao de
citocinas disparadas pela sinalizacédo de TLR.

Por outro lado, € sabido que a replicacdo viral contribui para inducédo e
rearranjo das membranas intracelulares do RE. NOs especulamos que as mutacdes
na proteina NS3 poderiam contribuir para a formacao de estruturas vesiculares nas
membranas do RE da célula hospedeira infectada, favorecendo a replicagédo e
isolando alguns componentes virais, dificultando a interacdo PAMP-PRRs. Este
fendbmeno tem sido descrito para alguns flavivirus (FREDERICKSEN; GALE, 2006)
e, conforme demonstrado, pode contribuir para evasado da resposta imune e
favorecer a replicacdo e producéo de novas particulas virais na célula hospedeira.

E importante ressaltar que a baixa producdo de IFN-B induzida pela infecgéo
dos DENV-1 recombinantes vVBACDV1, vBAC-NS3435 € VBAC-NS3430 em mdDCs
humanas esta de acordo com os resultados obtidos nos estudos in vivo (Figura 7,
anexo 1), em que os virus contendo muta¢gdes na proteina NS3, embora repliguem
de forma mais eficiente no SNC de camundongos, induzem niveis de expresséo de
IFN-B similares quando comparado com o virus parental. Em contraste, a expressao
do gene de IFN-B estabelecida durante a infec¢cao dos virus duplo mutantes (vVBAC-
E402NS3435 € VBAC-E402NS3450), € pelo menos quatro vezes maior do que a
expressao induzida pela infec¢do dos virus VBACDV1, VBAC-NS3,35 € VBAC-NS3g0.
Posteriormente, sera interessante avaliarmos se o efeito sinérgico das mutacdes
E402 € Esos Na inducéo de IFN-I ocorre também em mdDCs humanas. O modelo de
infeccdo ex vivo demonstrou a correlacdo entre a eficiéncia de replicacdo e
modulacdo da resposta imune dos virus contendo as muta¢gdes nas proteinas NS3

observada nos estudos in vivo.
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Utilizacdo da tecnologia de replicons subgendmicos para o estudo do

papel de mutacdes pontuais NS3 de DENV-1

Com o intuito de confirmar o papel dos determinantes genéticos da proteina
NS3 na modulacdo da replicacdo viral, nés utilizamos a tecnologia de replicons
subgendémicos do DENV-1. Os RNAs subgendmicos, obtidos a partir da transcricéo
in vitro dos clones RepBACDV1, RepBACDV1NS3,y9, RepBACDVI1INS3435 €
RepBACDV1NS3,5,, foram transfectados em mdDCs e a eficiéncia de replicagéao
dos RNAs contendo as mutagdes de interesse, na auséncia das proteinas estruturas
do DENV-1 foi avaliada por RT/gPCR. O aumento exponencial dos niveis de RNA
ao longo da cinética de transfeccdo em células mdDCs demonstrou que os RNAs
subgenémicos do DENV-1 gerados neste trabalho foram hébeis a replicar e produzir
proteinas virais neste sistema ex vivo; ressaltando a maior eficiéncia de replicacao
dos RNAs contendo as mutacdes nas posicoes NS3435 e NS3450, detectada 48 hpt.
De acordo com os resultados obtidos nos estudos in vivo e in vitro, a mutagao
NS3,09 parece também ndo desempenhar vantagem seletiva para replicacdo do
RNA subgendmico do DENV-1 em sistema ex vivo. Visto que durante o processo de
neuroadaptacdo do DENV-1 FGA/89 em camundongos, a mutacdo NS3,p9 fOi
detectada concomitantemente com a NS34g0, durante a terceira passagem em
cérebro de camundongos neonatos, podemos especular que a presenca da mutacéo
NS3.09, que isoladamente parece nao conferir vantagem seletiva ao DENV-1, pode
ter favorecido a selecdo de uma mutacdo compensatoria (NS34g0). A expressado de
marcadores moleculares de ativacdo (CD40 e CD80) presentes na superficie das
mdDCs transfectadas com os RNAs subgendmicos foi determinada por citometria de
fluxo. Nenhuma modulagao diferencial dos marcadores de ativacdo foi observada
em mdDCs transfectadas com os RNAs subgendémicos do DENV-1 e mock em todos
0s tempos da cinética de transfeccdo, o que poderia sugerir o papel das proteinas
estruturais para a ativagcao das mdDCs. No entanto, alguns trabalhos demonstram
gue epitopos da proteina NS3 podem ser processados e apresentados via MHC
classe | (DUANGCHINDA et al., 2010) e que a maioria dos epitopos reconhecidos
pelas células T estédo localizados na proteina NS3 do DENV (KURANE et al., 2011),
evidenciando que a proteina NS3 constitui um bom componente antigénico. As

baixas taxas de replicagdo do RNA subgendmico, em comparacédo as altas taxas de
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replicacdo do genoma viral completo, podem também ter exercido efeito na baixa
expressao de marcadores moleculares de ativagdo em mdDCs. Os baixos niveis de
deteccdo de RNA 8, 24 e 48 hpt podem refletir a baixa eficiéncia de replicacdo dos
RNAs subgen6micos do DENV-1 em decorréncia da auséncia das proteinas
estruturais, conforme demonstrado por Leardkamolkarn et al. (2012).
Alternativamente, os baixos niveis de RNA detectados por RT/gPCR também podem
refletir o baixo nimero de cépias de RNA utilizados como input para transfectar as
mdDCs.

Alguns sistemas subgendmicos de replicon incluem marcadores moleculares
que permitem uma quantificacéo indireta de sua replicacdo. A insercdo de genes
repérteres neste sistema poderia facilitar o estudo de marcadores moleculares de
viruléncia por permitir uma quantificacdo indireta da replicacdo autbnoma desses
RNAs em sistemas celulares. Além disso, replicons subgendmicos de flavivirus
expressando genes reporteres, como GFP e renilla luciferase, tém sido
desenvolvidos para propiciar o screening de compostos antivirais e SiRNA (ROSSI et
al., 2005; NG et al., 2007) e o estudo das regides nao traduzidas do genoma viral
(ALVAREZ et al., 2005; HOLDEN et al., 2006). Diferentes abordagens técnicas para
a insercdo de genes reporteres em sistemas subgendémicos de replicons tém sido
descritas (BONALDO et al., 2007; KAPTEIN et al., 2010; ZOU et al., 2011). Alguns
grupos descrevem que a insercdo de genes que codificam para GFP e Rluc na
regido 3'UTR do genoma viral sob controle traducional do IRES do virus da
encefalomiocardite (EMCV), estratégia similar a utilizada pelo nosso grupo para a
construcdo de replicons subgenémicos do DENV-1 RepBACDV1 #76eGFP, podem
resultar na reducdo das taxas de replicacdo do RNA viral e eliminagéo parcial do
cassete génico (KHROMYKH; WESTAWAY,1997; PIERSON et al.,, 2005). A
modificacdo do genoma viral com longas sequéncias nucleotidicas, a instabilidade
genética da regido 3'UTR e a insercao desses genes na porgao variavel da regiao
3'UTR podem ter contribuido para a insuficiente replicacdo dos RNAs subgendmicos
contendo genes repodrteres, utilizados neste trabalho.

Recentemente, Schoggins et al. (2012) reportaram a construcdo de replicons
subgendmicos e clones infecciosos do DENV-2 expressando 0s genes reporteres
GFP e firefly luciferase (Fluc). Para tanto, a regido conservada de ciclizacao (CS) do

capsideo do DENV-2 era duplicada e clonada in frame com o0s genes repdrteres
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GFP e Fluc fusionados com o sitio de clivagem do virus, foot-and-mouth disease
(FMDV-2A), para assegurar a clivagem C-terminal dos genes heterdlogos
(VARNAVSKI; YOUNG; KHROMYKH, 2000). Essa construcéao era entdo inserida a
montante da regido 5’ do gene que codifica para o capsideo viral. Neste sistema, a
regido CS do capsideo viral a jusante da sequéncia heterdloga foi mutada para
impedir a ciclizacdo dessa regido durante a replicacdo do RNA viral. Esta estratégia
apresentou-se extremamente eficiente para a construcdo de genomas infecciosos
estaveis expressando genes reporteres, desta forma, uma estratégia similar sera
empregada para a insercdo de genes repOrteres no contexto dos genomas
infecciosos do DENV-1.

Caracterizacao funcional das mutac¢des na proteina NS3 do DENV-1

Neste trabalho, descrevemos a expressao funcional do dominio helicase da
proteina NS3 (residuos de aminoacido 169 a 619) do DENV-1 FGA/89 e de sete
variantes do complexo funcional NS2B4;NS3 do DENV-1 (NS2B47NS3 FGA/89,
NS2B47NS3200muts ~ NS2B47NS3azsmut,  NS2Ba7NS3agomut,  NS2B47NS3209/480Mmut;
NS2B47NS3200mut € NS2B47NS3135mut). A fracdo eluida das proteinas recombinantes
NS2B47NS3 apresentou, além da proteina de massa molecular esperada
(aproximadamente 79 kDa), uma proteina especifica com peso molecular mais alto,
de aproximadamente 90 kDa. Shiryaev et al.,, 2007, utilizando um sistema de
expressao e purificacdo similar ao que utilizamos, observaram um padrao de bandas
similar na obtencdo da proteina recombinante NS2B;sNS3 de WNV. NoOs
especulamos que a inser¢cdo de um unico codon de terminacdo apos a sequéncia
gue codifica para a proteina NS3 nado tenha sido suficiente para promover uma
terminacdo da transcricdo de forma eficiente, afetando a acuracia da terminagcéao da
traducdo. Assim, algumas moléculas podem ter sido traduzidas além do codon de
terminacédo, expressando o tag C-terminal hexahistidina, conforme evidenciado pela
técnica de western blotting reagido com anticorpo monoclonal anti-histidina C-
terminal (Figura 4.37). Todas as variantes da proteina NS2B47NS3 apresentaram
atividade autoproteolitica, como demonstrado nos géis SDS-PAGE pela presenca de
uma banda de aproximadamente de 18 kDa que corresponde ao sitio de clivagem

interna da proteina NS3; exceto a proteina controle NS2B47NS3i3suut  que
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apresentou-se totalmente resistente a autoprotedlise.

Os ensaios de atividade proteolitica das NS2B4;NS3 recombinantes,
utiizando como substrato o hexa-peptidio FRET referéncia (AKRR!SQ),
correspondente ao sitio de clivagem de reconhecimento da protease dos DENV,
revelaram que as proteinas contendo as mutacdes nas posi¢cdes NS3z09, NS343s,
NS3430 € NS3209/NS3450 Nd0 diferem da proteina selvagem (NS2B47NS3 FGA/89)
quanto a especificidade e clivagem do substrato. A proteina NS2B47NS3200mut
(mutacdo que inativa a atividade ATPase da proteina) apresentou baixa eficiéncia
catalitica, determinada pelos valores de kcat/Km, com alta afinidade ao substrato
(Km), porém, baixo turnover da enzima (kcat). Uma possibilidade seria que a
substituicdo Lys/Ala na posicdo 200 da proteina NS3y poderia alterar a
conformacdo espacial da proteina quimérica e, assim, reduzir a eficiéncia de
clivagem do substrato. A inclusdo da proteina NS2B47NS3135uut, que continha uma
substituicdo de amino4cido na triade catalitica do dominio protease que a impedia a
catélise de substratos peptidicos sintéticos, ndo apresentou atividade e excluiu a
possibilidade de eventuais proteases contaminantes. Recentemente, Condotta et al.
(2010) descreveram um interessante método para estudos de atividade proteolitica
da NS2BNS3 do WNV na célula hospedeira, utilizando substratos fluorescentes
ancorados nas membranas do RE. Embora a quantificagdo dos produtos ndo possa
ser realizada de forma direta, essa abordagem permite avaliar a habilidade
proteolitica das enzimas em ambiente fisioldgico.

Os ensaios de atividade ATPase demonstraram que a proteina NS2B,;NS3
FGA/89 apresenta maior capacidade de hidrélise de ATP do que apenas o dominio
helicase da NS3, o que sugere o papel regulatério do dominio protease para a
atividade NTPase/Helicase, tal como demonstrado em estudos anteriores. Xu et al.
(2005) demonstraram que a proteina NS3 inteira apresenta maior atividade ATPase
em comparacdo a habilidade do dominio helicase da proteina NS3 (residuos de
aminoacidos 171-618) hidrolisar ATP. Luo et al. (2008) analisaram a estrutura
atbmica da proteina NS2BNS3 do DENV-4 e demonstraram que o linker
polipeptidico flexivel, que compreende os residuos de aminodcidos 160 a 179,
apresenta um papel importante na associacdo do dominio protease com 0s
subdominios | e Il do dominio helicase da NS3. E que a interacdo entre os dois

dominios contribui para o0 aumento das atividades cataliticas de NTPase e helicase
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da proteina NS3 in vitro. Os autores propdem que residuos basicos localizados na
superficie do dominio protease apresentam alta afinidade por nucleotideos e
poderiam participar da ligacdo ao RNA e modular as atividades NTPase/ helicase da
NS3. Frick et al. (2004) sugerem que o dominio protease da proteina NS3 de HCV é
essencial para a processividade da enzima e que a rotacdo do dominio protease, a
qual parece ocorrer durante a replicacdo viral, poderia influenciar a atividade
catalitica de ATPase/helicase da proteina helicase do HCV, e, portanto, a replicacédo
viral.

Os nossos resultados demonstram que a atividade da proteina recombinante
NS2B47NS3 € modestamente estimulada pelas concentracdes crescentes de ATP e
RNA dupla fita overhang e que o excesso dessas moléculas em solucédo reduzem a
atividade ATPase da proteina. Frick et al. (2004) demonstrou que 0 excesso de
acido nucléico inibe a atividade helicase da proteina NS3 do HCV, que atua como
uma armadilha (trap) enzimatica, que sequestra o excesso de helicase nédo ligado ao
substrato de RNA. A comparacao da atividade ATPase das proteinas recombinantes
NS2B4;NS3, utilizando as concentragbes otimas de ATP e substrato de RNA,
demonstra que as substituicdes LeuNS3,35Ser ou LeuNS3,5,Ser parecem nao afetar
a habilidade dessas proteinas hidrolisar ATP em ensaios in vitro. A substituicdo
ValNS3,9lle parece ter um leve efeito negativo na modulagcéo da atividade ATPase
em relacdo a proteina parental.

Conjuntamente, os resultados mostram que as mutagdes em estudo parecem
ndo desempenhar per se papel na modulacdo das atividades cataliticas de protease
e ATPase in vitro. A predicdo da localizagcdo das mutacdes nas posi¢coes NS3y35 e
NS3,g0 na estrutura tridimensional da proteina NS3 do DENV-2 sugerem que ambas
as mutacdes mapeiam em um dominio hidrofébico da proteina que possivelmente
representaria uma regido de interagdo com componentes virais ou da célula
hospedeira. Por conseguinte, € provavel que as substituicdes Leu/Ser que mapeiam
no subdominio Il da porcédo helicase da proteina NS3, no topo da estrutura de 3-
hairpin, possam provocar mudancas nas interacdes da proteina, e desta forma,
alterar a atividade do complexo de replicacdo (CR) e ocasionar mudancas no
fendtipo viral. Diversos estudos demonstraram por ensaios de imunocolocalizagéo e
fracionamento celular a associacdo da proteina NS3 com as proteinas nao
estruturais NS5 (KAPOOR et al.,, 1995; CHEN et al.,, 1997) NS1, NS2B, NS2A,
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NS4A, NS5 e com o RNA viral no complexo de replicacdo durante a infeccdo na
célula hospedeira (WESTAWAY et al., 1997; MACKENZIE et al., 1998). A relevancia
biologica dessas interacdes para a replicacao viral ndo esta totalmente esclarecida,
no entanto, € sabido que a interacdo NS3/NS5 estimula a atividade NTPase e
RTPase da NS3 (YON et al, 2005) e que a interacdo NS3/NS4B resulta na
dissociacdo da NS3 com o RNA simples fita e consequentemente aumenta sua
atividade helicase (UMAREDDY et al., 2006); tanto a NS5 como a NS4B interagem
com a porcao C-terminal da proteina NS3 (a partir do residuo de aminoécido da
posicdo 300), no entanto, os determinantes estruturais dessas interagbes nao sao
conhecidos.

No presente estudo, n0s demonstramos que as mutacdes nas posicdes
NS3435 € NS3450 estdo envolvidas com o aumento da sintese de RNA viral e
traducdo de proteinas viras na célula hospedeira. De acordo com os resultados
obtidos, podemos supor que embora as mutacdes na NS3 ndo estejam diretamente
envolvidas na modulacdo da atividade catalitica de NTPase, um aumento na
concentracdo dessa proteina durante a replicacao viral na célula hospedeira poderia
contribuir, dentre outros aspectos, para modular a eficiéncia de replicacdo através do
aumento proporcional da hidrolise de ATP e consequente utilizacdo dessa energia
para promover a translocacao do RNA viral ou desnaturacdo da dupla fita transiente

de RNA e, dessa forma, contribuir para o aumento do fitness viral.

Producéo e caracterizacdo de anticorpos monoclonais contra a proteina

NS3hel para o estudo de mutacdes pontuais na protei  na NS3 do DENV-1

Os trés mAbs produzidos e caracterizados neste trabalho diferem quanto a
especificidade de ligacdo a proteina NS3 nativa dos DENV: o mAb 1281-2D
reconhece um epitopo comum aos DENV-1 e DENV-4; o mAb 1402-1B reconhece
apenas a proteina NS3 do DENV-1 e 0 mAb 1722-7B reconhece um epitopo comum
aos 3 sorotipos do DENV (DENV-1 a 3). O alinhamento entre as sequéncia dos
DENV 1-4, utilizados para os estudos de caracterizacdo dos mAb, nos permitiu
identificar algumas regides conservadas e variaveis entre os DENV e supor alguns
possiveis epitopos lineares candidatos para a ligacdo dos mAbs obtidos. A regiao

NS3465.470 € altamente varidvel entre os quatro sorotipos do DENV e constitui um
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forte candidato para o reconhecimento pelo mAb 1402-1B que reconhece apenas a
proteina NS3 do DENV-1. Tian et al. (2013) descreveram recentemente o
desenvolvimento de um anticorpo monoclonal neutralizante que reconhece os
residuos 469-476 da proteina NS3 do DENV-2. Outra regido potencial compreende
os residuos de aminoacidos NS3;6g-188 que € distinta entre os 4 sorotipos. A regido
NS326s274 € uma regido conservada entre os 3 sorotipos do DENV e poderia
constituir o epitopo de ligacdo do mAb 1722-7B que reconhece a proteina NS3 dos
DENV1-3, mas ndo do DENV-4. Através dos ensaios de western blotting a partir de
gel desnaturante contendo o lisado celular de células infectadas com o DENV-1
podemos inferir que os mAbs 1402-1B e 1722-7B reconhecem epitopos de ligacao
nao conformacionais.

Os anticorpos monoclonais especificos para a proteina NS3 do DENV aqui
apresentados poderdo ser utilizados em uma gama de aplicagbes para facilitar o
estudo da replicacdo dos DENYV, incluindo a deteccéo especifica da proteina NS3
em células infectadas, estudos e colocalizacdo, imunoensaios e ensaios de co-

imunoprecipitacao.
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6 CONCLUSAO

» Através da utilizacdo da tecnologia de genética reversa foi possivel introduzir
as mutacOes detectadas em duas variantes virais neurovirulentas em um
outro contexto genético e reproduzir o fenétipo de neuropatogénese in vivo e
alterar de forma significativa o fitness viral em diferentes substratos celulares.
O DENV-1 recombinante triplo mutante, contendo a combinacdo das
mutacdes Eso2, NS3,00 € NS3450, replica-se eficientemente no cérebro e
medula espinhal de camundongos neonatos, produz altas taxas de progénie
viral e induz a expressdao de genes relacionados a resposta imune inata,
culminando na doencga e mortalidade dos animais;

* As mutacdes Eso € E4os isoladas ndo aumentam a habilidade infectiva dos
DENV-1 recombinantes in vivo e in vitro, porém combinadas com as
mutacdes nas proteinas NS3 desempenham papel importante na modulacéo
do fitness viral nestes modelos de estudo, evidenciando o efeito sinérgico das
mutacoes;

* As mutacdes E4p, € E4s ndo modificam a afinidade do DENV-1 recombinante
pelos receptores das ceélulas Neuro 2a, mas desempenham papel importante
na inibicdo do CPE em cultura de célula humana e de inseto;

» Através da tecnologia de genomas quiméricos infecciosos de flavivirus
(dengue/febre amarela) foi possivel confirmar o envolvimento das mutacdes
nas posicoes E4o2 € E4s Na inibicdo da formacéo de sincicio em cultura de
células de inseto infectadas com os DENV-1 recombinantes;

* As mutacdes NS3,35 € NS3450 constituem os determinantes de viruléncia mais
importantes do DENV-1, conferindo maior habilidade replicativa e capacidade
de producédo de particulas virais infecciosas em modelo murino e em modelo
de infeccdo de células priméarias humanas de linhagem hematopoiética;

* A replicacdo dos DENV-1 vBAC-NS3,35 e VBAC-NS3450 induz modulacao
positiva dos genes TLR3/7 em mdDCs humanas. No entanto, os virus
parental e mutantes induzem baixos niveis de expressao de IFN-I em mdDCs
humanas, sugerindo que os DENV-1 recombinantes podem modular a
resposta imune da célula hospedeira para estabelecer uma infeccdo mais

produtiva.



178

e As mutacdes NS3209, NS3435 € NS3,450 parecem nado afetar diretamente as
atividade ATPase e protease da proteina NS2B47NS3 in vitro;

* Anticorpos monoclonais contra proteina NS3;, foram produzidos e
caracterizados. Os anticorpos monoclonais gerados diferem quanto a
especificidade de reconhecimento da proteina NS3 dos DENV;

* Replicons subgenémicos do DENV-1 contendo as mutacfes na proteina NS3
foram gerados e foram capazes de replicar tanto em células de linhagem
celular quanto em células primarias humanas. As mutagdes NS3435 € NS34g0
conferem maior habilidade replicativa também em um sistema subgenémico
do DENV-1.



179

. PERSPECTIVAS

Realizar estudos complementares sobre o papel das mutacdes E4p, € E405 NO
processo de inibicdo de fusdo em culturas celulares, avaliando a habilidade
dos virus recombinantes exporem o peptideo de fusdo e ocasionar CPE na
célula hospedeira;

Determinar as interacbes moleculares das proteinas NS3 com as mutacdes,
LeuNS3435Ser e LeuNS34gSer, com outras proteinas do complexo de
replicacdo ou fatores celulares através de ensaios de co-imunoprecipitacéo e
pull-down;

Determinar o mecanismo pelo qual as mutagdes NS3435 € NS3,50 conferem
maior habilidade replicativa ao DENV-1 através de ensaios de atividade
proteolitica das variantes da proteina NS2B4;NS3, utilizando peptideos
sintéticos especificos do DENV-1, e ensaios de atividade RNA helicase in
vitro;

Realizar a caracterizacao biofisica e estrutural dos complexos associados a
proteina NS3;

Realizar a caracterizacdo funcional do papel da via de sinalizacdo de IFN no
curso da infeccdo com os DENV-1 recombinantes e avaliar o potencial
mecanismo de evasao da resposta imune dos DENV-1 em mdDCs humanas;
Inserir genes reporteres nos clones infecciosos e replicons subgendémicos do
DENV-1 para facilitar os estudos de caracterizacdo dos determinantes
genéticos de viruléncia do DENV-1;

Realizar estudos de infeccdo em mosquitos com 0s virus recombinantes para

avaliar o papel das mutacdes neste sistema.
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Abstract

Backgreund: Dengue includes a broad range of symptoms, ranging from fever to hemorrhagic fever and may occasionally
have alternative clinical presentations. Many possible viral genetic determinants of the intrinsic virulence of dengue virus
(DENV) in the host have been identified, but no conclusive evidence of a correlation between viral genotype and virus
transmissibility and pathogenicity has been obtained.

Methodology/Principal Findings: We used reverse genetics techniques to engineer DENV-1 viruses with subsets of
mutations found in two different neuroadapted derivatives. The mutations were inserted into an infectious clone of DENVY-1
not adapted to mice. The replication and viral production capacity of the recombinant viruses were assessed in vitro and in
vivo. The results demenstrated that paired mutations in the envelope protein (E) and in the helicase domain of the NS3
(NS3ei) protein had a synergistic effect enhancing viral fitness in human and mosquito derived cell lines. E mutations alone
generated no detectable virulence in the mouse model; however, the combination of these mutations with NS3pe
mutations, which were mildly virulent on their own, resulted in a highly neurovirulent phenotype.

Conclusions/Significance: The generation of recombinant viruses carrying specific E and NS3.. proteins mutations
increased viral fitness both in vitro and in vivo by increasing RNA synthesis and viral load (these changes being positively
correlated with central nervous system damage), the strength of the immune response and animal mortality. The
introduction of only pairs of amino acid substitutions into the genome of a non-mouse adapted DENV-1 strain was sufficient
to alter viral fitness substantially. Given current limitations to our understanding of the molecular basis of dengue
neuropathogenesis, these results could contribute to the development of attenuated strains for use in vaccinations and
provide Insights into virus/host interactions and new information about the mechanisms of basic dengue biology.
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Introduction World Health Organization (WHO) estimates that 30 to 100 million
individuals become infected annually. DENV infection results in a
spectrum of llnesses, ranging from a llu-like disease {dengue lever,

DF) to more severe and potentially fatal, dengue hemorrhagic fever

Dengue virus (DENV
belongs to the family Fartvlridee. The DENV genome is a 11 kb

an arthropod-borne flavivirus that

single-stranded RNA molecule of positive polarity that encodes
a single open read frame (ORF), which is flanked by two un-
translated regions (53" and 3'UTR] [1-2], which are involved in viral
RNA replication and translation [3-6]. ORI translation generates a
single polyprotein that is cleaved by host and virus-derived proteases
to produce three structural (C, prM and E) and seven non-structural
proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and T [1].
The four serotypes of DENV (DENV-1 to DENV-4; are trans-

mitted to humans by the mosquito vector Aedes asgypti, Dengue

disease is endemic to subtropical and tropical countries, and the

www.plosntds.org

[(DHF) and dengue shock syndrome (DSS) [7-8]. Epidemics with
high frequencies of DHF/DSS are spreading throughout South
America and unusual clinical presentations such as encephalitis,
hepatitis and other visceral signs are becoming more frequent [9—
12]. There are currently no vaccines or specific licensed antiviral
drugs for prevention or treatment of dengue [13-13].

Despite major advances in DENV biology, many aspects of
dengue pathogenesis remain largely unknown. Animal models
reproducing some of the salient features of dengue disease have
heen used to investigate the underlying pathogenesis mechanisms.
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Author Summary

Dengue virus constitutes a significant public health
problem in tropical regions of the werld. Despite the high
morbidity and mortality of this infection, no effective
antiviral drugs or vaccines are available for the treatment
or prevention of dengue infections. The profile of clinical
signs associated with dengue infection has changed in
recent years with an increase in the number of episodes
displaying unusual signs. We use reverse genetics tech-
nology to engineer DENV-1 viruses with subsets of
mutations previously identified in highly neurovirulent
strains to provide insights into the molecular mechanisms
underlying dengue neuropathogenesis. We found that
single mutations affecting the E and NS3,. proteins,
introduced in a different genetic context, had a synergistic
effect increasing DENV replication capacity in human and
mosquito derived cells in vitro. We also demonstrated
correlations between the presence of these mutations and
viral replication efficiency, viral loads, the induction of
innate immune response genes and pathogenesis in a
mouse model. These results should improve our under-
standing of the DENV-host cell interaction and contribute
to the development of effective antiviral strategies.

Multiple lines of evidence indicate that immunopathological
mechanisms play an important role in the development of
DHF/DSS [7,16]. The prevalence of DHF is higher in patients
experiencing secondary infection with a heterotypic dengue virus
serotype, leading to the suggestion that severe disease may result
from antibody dependent enhancement (ADE) [17-21]. However,
severe disease is often observed afler primary infections, indicating
a role for individual strains of DENV, in addition to host factors
related to previous infection in the development of severe dengue
disease [22-23]. Disease severity is thus probably determined by
the interplay of viral and host factors, Several mouse models of
dengue disease have been described, but even those that faithfully
repr‘nduce some [eatures of human disease, present limitations
because they are hased on the use of mouse-adapted viruses or
genetically modified animals. Nevertheless, these models have
provided insights into DENV pathogenesis.

Many studies have shown that mutations allecting the E protein,
which covers the [lavivirus surface, can alter flavivirus virulence.

The E protein, a glycosylated dimeric membrane protein [26],
interacts with receptors on the host cell surface [27-28], mediating
virus binding and fusion to the host cell membrane [20-31] and
conferring protective immune responses by eliciting antibody
production [32-33].

Prestwood and cowarkers [34] described a DENV-2 isolate that
had been ohtained by passing a clinical isolate Iin mosquitoes and
mice, and that caused severe disease in AG129 mice. By reverse
genetic techniques, they identfied two mutations affecting the E
protein (E,5; and E,gg) as responsible for an inerease in virulence,
The recombinant virus had a low affinity for heparin sulfate,
ducing its binding to cells and increasing its half-life in the serum,
This would potentially allow a larger number of viral particles to
infect the visceral tissues thereby increasing disease severity in this
mouse model,

NS3 protein is one of the most highly conserved proteins in
This multifunctional protein has at least three diflerent
activities [35]. It has a serine protease domain that catalyzes the
cleavage of several viral proteins, an RNA helicase domain, and an
RNA wriphosphatase domain, which promates dephosphorylation
of the 5UTR region during capping activities [36—46]. In the
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course of human dengue infection, NS3
cells [47].

The helicase domain of NS3 [NS3;.), together with NS85, an
RNA-dependent RT polymerase, participates in viral RNA
replication and it is essential for genome propagation. It has been
demonstrated that the interaction between DENV NS85, and
NS4B triggers the dissociation of the helicase [rom single-stranded
RNA thereby modulating viral replication, The enzymatic activities
and role of NS3 proteins in viral replication and polyprotein
processing have been studied for several members of the Flaviziridae
family [48-30], but only a few studies have identified point mu-
tations in NS3 modulating viral pathogenesi

We previcusly described neurovirulent variants of DENV-1 that
were generated by adapting viruses to cause lethal neurological
disease in mice [51-52]. Comparisons of the sequences of parental
and mouse-adapted strains identified mutations affecting positions
402 and 405 of E protein, and in the helicase domain of the non-
structural protein NS3 (positions 209, 433 and 480)
responsible for this neurovirulent phenotype [3
uated the viral molecular determinants putatively identified as
contributing to DENV pathogenesis in a mouse model, by in-
troducing each mutation, individually or in combination, into a
non-neurovirulent infectious eDNA clone of DENV-1 and re-
covering genetically defined DENV-1 strains which were then
used to determine the effect of these mutations @ w0 and in vivo.
These results build on previous demaonstrations that multiple mu-
tations in different regions of the genomes of dengue and other
Naviviruses cooperate in the modulation of pathogenesis [54-36].

a common target of T

as potentially
. We eval-

Methods

Ethics statement

Animal experiments were approved by the ethics committee for
animal experimentation of the Federal University of Parana
[CEP/UFPR 23075-0429663/2007-97). The procedures using
animals in this research project are specified in accordance with
the ethical principles established by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and requirements established
in “Guide for the Care and of Experimental Animals
[(Canadian Council on Animal Care)”,

Cell cultures

Aedes albopicius cells (C6/36) were grown at 28°C in Leibovitz L-
15 medium (Gibeo/Invitrogen, Grand Island, NY, USA) supple-
mented with 0.26% Tryptos igma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), 25 pg/ml. gentamicin (Gibco/Invitrogen, Grand Island,
NY, USA) and 3% letal bovine serum (FBS) (Gibeo/ Invitrogen,
Grand Island, NY, USA). Human hepatoma cells (Huh7.3) were
grown in 37°C, under an atmosphere containing 3% €O, in
Dulbeceo’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) (Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 23 ug/ml. gentamicin and 10% FBS. Neuro-
blastoma cells (Neuro-2a) were grown in 37°C, under an atmo-
sphere containing 3% €Oy, in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
[(DMEM) (Gibeo/ Invitrogen, Grand Island, NY, USA) supple-
mented with Ix non essental amino acids (Gibeo/Invirrogen,
Grand Island, NY, USA), 25 ug/ml. gentamicin and 5% FBS.

Infectious cDNA clones

All clones were constructed using the backbone of the infectious
genome-encoding plasmid pBACDV1 [37] (a bacterial artificial
chromosome plasmid — pBAC), The pBACDV consists of the
full-length ¢cDNA of strain BR/90 (differing from the sequence
deposited in GenBank (AF226685.2) by only 11 nucleotides, and
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Figure 1. Line diagrams representing the structure of recombinant genomes and the position of key viral elements. Dotted lines
show the positions of the restriction endonuclease sites used to insert fragments containing mutations (represented by stars) into pBACDV1.

doi:10.1371/journal.pntd.0001624.g001

none of which results in an amino-acid substitution), a T7 RNA
polymerase promoter sequence with a single-non-genomic G res-
idue introduced immediately upstream from the first nucleotide of
the 5'UTR (to ensure high levels of synthetic transeript pro-
duction), and a hepatitis delta virus rihozyme sequence (HDV-RZ)
followed by a unique restriction endonuclease site just after the last
nucleotide of the 3"UTR, (to facilitate the production of templates
for RNA synthesis) [37].

Construction of recombinant DENV clones

To construct the recombinant ¢cDNA clones containing the
mutations identified in the neurovirulent DENV-1 strains, overlap-
ping polymerase chain reaction (PCR) amplifications to generate
c¢DNA molecules containing specific mutations, except for the
NS83435 mutation, which was located very close to a naturally
oceurring restriction endonuclease site, making it possible 1o in-
corporate this mutation into the DENV-1 ¢DNA through the use of a
single mutated oligonucleotide. All amplifications were carried out
with the high fidelity enzymes of the TripleMaster System
(Eppendorf, Westhury, NY, USA} or LongRange PCR (Qiagen,
Valencia, CA, USA), following the manulacturer’s protocols. In
some cases, the fragments containing the desired mutations were
initially inserted into the pGEM-T Easy Vector System (Promega,
Madison, WI, USA), in accordance with manufacturer’s instructions,
The desired infectious ¢DNAs were reconstructed by using the
corresponding fragments obtained either directly from the PCR
amplicon, or from the pGEM-T clone to replace the parental
fragments in the DENV-1 infectious genome in pBACDVI,

The fragments replaced for each mutation were: a Notl/Mlul
fragment for the E mutations (Eyp and Eyps), a BsiWIT/Rsrll
fragment for the NS3,35 mutation, a Mlul/BsiWI fragment for the
NS3gpe mutation, and a BsiWI/Nhel fragment for the NS344,
mutation (Figure 1). The clones with individual mutations were
named: pBAC-Eyp, pBAC-Eygs, pBAC-NS353e, pBAC-NS3,35
and pBAC-NS3,g, respectively, Finally, for the construction of
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the double and triple mutants, we combined the E-mutation with

the NS3-mutation found in two independent neuroadapted strains

able 1), generating the clones pBAC-Eyq5/N83y35, pBAC-Eyg0/
NS3opg, pBAC-E.0/NS3ugy and pBAC-Es0/ 200/ INS34a0.
Each construct was confirmed by sub mitting the replaced [rag-
ment for sequencing, at the Macrogen Sequencing Service [Seoul,
South Korea).

RNA transcription and transfection

Infectious DENV RNAs were generated by linearizing the
recombinant pBAC DNAs in an overnight digestion at 25°C with
Swal (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), purifying the

products by phenol extraction and ethanol precipitation and
transcribing them én zitro with T7 RNA polymerase in the presence
of an 7 mG{ppp)G RNA cap analog (Biolabs, Ipswich, MA, US2
with the T7 MEGASeript Transcription System (Ambion, Au
TX, Us. ight individual wells of C6/36 cells cultured at 28°C
were transfected with RNA transcripts in the presence of
Lipofectin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Supernatant samples
were harvested in duplicate at 48, 72, 96 and 120 hours alter
translection, and used for viral dwration, The time points with the
highest titers were used for subsequent viral amplification,

Titration

Viral titers were determined by the focus-forming unit tech-
nique in C6/36 cells (Mucg a6), as previously described [38]. Foct
were immunostained with purified supernatants of the Fla
group-specific mouse monoclonal antibody 4G2, and the bound

TiS

antibodies were then decorated with goat anti-mouse immuno-
globulin conjugated to alkaline phosphatase (Promega, Madison,
WI, USA), which was detected by adding a solution of NBT [nitro-
blue tetrazolium chloride) and BCIP (3-hromo-4-chloro-3'-indo-
lyphosphate p-toluidine salt) (Promega, Madison, WI, USA) as a
substrate.
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Table 1. Summary of amino-acid sequence differences between the vBACDV1 and the panel of DENV infectious cDNA clones containing the selected subset of substitutions in

the E and/or NS3 proteins.
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Viral amplification and purification

To increase viral titers and generate working stocks, two rounds
of infection were performed with each of the recovered virus, using
the time point with highest titer in RNA translection experiments
in vitrp. The first round of amplification was performed in T25
flasks (TPP, Trasadingen, Switzerland) of C6/36 cells (3x10°
cells/flask) at a muldplicity of infection (MOT) of 0.01. The cell
cultures were incubated at 28°C until eytopathogenic effects were
ohserved or, in some cases, infection was confirmed by routine
indirect immunofluorescence assays, six days after infecton (data
elds for each sample were determined hy

not shown). Virus
titration, as (l?\(‘]’lhr‘d ahove, The second round of amplification
was performed in T300 flasks (TPP, Trasadingen, Switzerland)
[2x10° €6/ 36 cells/lask), under the same conditions as described
above., Recombinant viruses were purified from the products of
this second amplification by centrifugation on a sucrose gradient,
as previously described [39], A mock-infected control preparation
was prepared from non-infected C6/36 cells by the same protocol.

Complete genome sequencing

Viral RNA was purified [rom sucrose gradient stocks, using the
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). The
resulting RNA was reverse wanscribed with the Improm-11
Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) in the
presence ol random primers (100 pmol/pl. — Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) and the entire genome was amplified by PCR for
nucleotide sequencing, which was carried out by the Macrogen
Sequencing Service (Seoul, South Korea).

In vitro kinetics analysis

Huh7.5 (4x10° cells/well) and C6/36 (2x10° cells/well) cells
were infected in 24-multiwell plates (TPP, Trasadingen, Switzer-
land) with mock and recombinant viruses vBACDV |, vBAC-E s,
vBAC-Eyu5, vBAC-NS3500, vBAC-NS3,45, vBAC-NS3,q,. vBAC-
E405/N834a5, E vBAC-E4;3/N83y5 and
VBAC-E02/N83550/NS833g0. A MOIL of 3 was used to infect
Huh7.5 cells by incubation for 1 h at 37°C under an atmosphere
containing 5% COy, and a MOI of 1 was used to infect C6/36
cells by incubation for | hat 28°C. Cells were recovered at 24, 48,
and 72 hours post infection (hpi). The number of cells infected was
determined by flow cytometry, according to previously described
protocols [61]. Cells were analyzed with a FACS Canto II system
[Becton & Dickinson, San Jose, CA), FACS data were analyzed
with low]o 2.2.8 soltware,

Cell binding assays

To determine the binding aflinity of the recombinant viruses for
Neuro-2a cells, Amicon (Millipore, Billerica, MA, USA] concen-
trated recombinant vBACDV1, vBAC-E 32, vBAC-E 5 viruses
and a mock-infected control were incubated with 2 x 107 Neuro-2a
cellsat MOIL of 100 for | hat 4C*.
times with ice-cold PBS to remove unbound virus. They were lysed
and viral RNA was extracted with the QlAamp Viral RNA mini Kit
[Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s
protocols. The number of bound genome-containing particles per
cell was then determined by RT/qPCR in three independent ex-
periments, as previously described [60]. The murine gene encoding
GAPDH was also included as a housekeeping gene in all analysis
for data normalization [62].

The cells were then washed three

Mouse studies
A 50% lethal dose (LDjsy) assay was performed with virus
recovered from the pBACDV1 clone (vBACDV), to determine
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the optimum dose of recombinant viruses for the inoculation of
mice. Individual litters of two-day-old Sweiss mice were inoculated
via intracerebral (L) route with four ten-fold dilutions (corre-
sponding to 100,000 fugsas to 100 Muegsas) of purified
vBACDVI virus or one dilution of purified mock-infected C6/
36 culture fluid (equivalent to the highest tested concentration of
vBACDVI]. Animals were monitored for 21 days. We found that
the LDs; was equivalent to 36,234 Mugg,ss of vBACDVIL, For
comparative studies, 362 flugg 5 (corresponding to 1072 LDsg)
aliquots of each of the recombinant viruses were compared side-
by-side through the i.c. inoculation of three individual litters of
two=day-old mice, replicating the methods originally described for
DENV-! neurovirulence in Swiss mice [31]. The animals were
observed for 21 days to evaluate the morbidity and mortality.
Light days post nfecton (dpi), three animals were randomly
selected from each litter, euthanized and their brains were harvested
and pooled for the quantification of virus replication and gene
induction. Ten dpi, one animal per group was euthanized, its brain
was collected and fixed in a 10% buffered formalin selution for
histological analysis, In addition, mouse brain and spine cord tissues
were individually collected at 6, 8 and 10 dpi of animals infected
with mock, vBACDV1 and vBAC-Ey03/N8350e/N83 g for RT/
qPCR and virus titration analysis.

Quantification of DENV RNA levels by quantitative RT-
PCR (RT-gPCR)

Total RNA was isolated from 30 mg of pooled 8 dpi mouse
brain tissues infected with each DENV or the mock, with the
RNEasy Mini kit (Qiagen, Valencia, ., USA), according to the
manufacturer’s protocol. For the quantification of viral RNA in
the brain tissues by RT/qPCR, we subjected 2 ug of each RNA
sample to amplification with 400 nM specific DENV-1 oligor
cleotides and 300 nM specific DENV-1 probe, with the Multi-
Scribe Enzyme Plus RNase Inhibitor and TagMan Universal RT-
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 1A, USA) in an
ABI PRISM 7500 Detection System (Applied Biosystems, Foster
City, 1A, USA) as previously described [60]. The mouse GAPDH
housekeeping gene was included in all analysis for data nor-
malization as previously described [32].

Relative quantification of mRNA levels by quantitative
PCR (gPCR)

The RNA isolated from DENV- and mock-infected mouse
brain tissues (pooled from three individuals from each group, as
described above) was used for the quantification of mRNA levels
for seven genes (Irfl, Psmb8, Uspl8, Clr, IFNz, IFNP and CCL3)
selected on the basis of a previous study by Bordignon and
coworkers [63], For this purpose, 4 ug of each RNA sample were
reverse transcribed  with lmProm-Il  Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, WI, USA) and oligo-dT primers {10 uM)
according to the manufacturer’s protocol. The resulting eDNAs
were then diluted to a concentration of 2 ng/ul and used for
amplification by gPCR, as previously described [63]. Melting
curves were used to check product specilicity. Levels of mRNA for
each selected gene were recorded as gene mRNA/murGAPDH
mRNA induced by dengue virus infection in the central nervous
system (CNS) of mice,

Statistical analysis

The qPCR data are reported as means * standard deviation
(SD) and were analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni’s or
Dunn’s correction for multiple comparisons, n zifra growth
kinetics data are reported as means = standard deviation (SD))
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and were analyzed using two-way ANOVA followed by a
Bonferroni’s test. The level of significance for the analyses was
set at p=0.05. Mortality data were analyzed by plotting Kaplan-
Meier survival curves and carrying out Log-rank (Mantel-Cox)
multiple comparison test. The analyses were performed with
GraphPad Software (Prism 3 for Mac OS X — version 5.0¢, San
Diego, CA, USA).

Results

For identification of putative viral determinants on the phe-
notype of neuroadapted DENV-I strains, we constructed a panel
of DENV ¢DNA infectious clones containing a subset of mu-
tations affecting the E and NS3 proteins selected in two separate
studies of the neuroadaptation of the FGA/89 strain to newhom
mice [31-32]. The mutations were introduced into a DENV-1
infectious clone not adapted to mice (pPBACDV1, derived from
the DENV-1 prototype strain (BR/90) — [57]). Comparisons ol
the sequences of the infectious clone, the neuroadapted isolates
and the parental strain used to generate the neuroadapted strains
(FGA/8Y) (Table S1}, led us to focus on mutations at positions
402 and 403 in E and 209, 435, and 480 in NS3 for the studies
described here (Table

The mutations aflecting E (Eyqo and Eyps) acquired during
adaptation were [ound to be located outside the parts of the
protein used for structural determinations by Xeray crystallogra-
phy. Both these mutations lie within the first of two predicted o-
helical structures HI1P™ in the stem region of E just after the
ectodomain [64] (Figure 2). This stem region seems to be involved
in the formation of the E homotrimer, the interactions between E
and prM, particle formation and intracellular retention [64-68].

The NS3 mutations acquired during neurcadaptation are lo-
cated in the helicase domain, with the NS3
domain I, and mutations NS3,35 and NS§3 5, in subdomain 11 [43]
[Figure 3). The helicase domain of the NS3 protein appears to be
responsible for supporting the inidation of (—)ssRNA synthesis,
through the unfolding of RNA secondary structures, providing
access to the replication machinery [36,69-70].

We investigated the effect of these mutations both individually
and in combination on the i vitro and i wwo properties of DENV-
I, by using infectious cDNAs harboring the mutations (Figure 1
and Table 1) as a source for in zitn RNA synthesis, The RNAs
generated were then introduced into C6/36 cells for the recovery
of viruses, which were amplified and purified as described in the
Methods section. Analyses of the complete sequences of the
genomes of all of the amplified viruses confirmed their identity
with the pBACs used to generate them and showed that no
adventitious mutations had been produced in the cloning steps or
arisen during virus recovery and propagation,

To evaluate the role of each mutation in the neurovirulent
phenotype in a mouse model, purified recombinant viruses were
inoculated ic. in newborn Swiss mice. Three livters ol mice, each
containing 3 to 11 animals, wi
performed with a single dose of virus (362 ffugg/q6), corresponding
to 1/100 LDs; for the parental ¢DNA clone-derived virus,
vBACDVI (see Methods, all viral genomes were resequenced
before noculation). The equivalent viral genomic RNA (GE) to
FT'U ratio (562 Mugg,a6) for each virus inocula was determined by
RT/qPCR as previously described [61] to assure the compara-
hility of viral infection doses (data not shown). Figure 4 shows the
combined mortality data for three experiments. The animals
inoculated with mock, FGA/89, vBACDV 1, vBAC-Eq;, vBAC-
Eys, vBAC-NS3a56 and vBAC-Eyp0/NS35qg viruses survived
forthe entire 2l-day observation period. Mice in the groups

o mutation in sub-

re used. All inoculatdons were
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Figure 2. Location of Envelope mutations. (A} Representation of the full-length Envelope protein with domain | in red, domain Il in yellow and
domain Il in blue. The stem region is represented in green and the transmembrane anchor in purple. (B) Detailed view of amino acids 333-495
showing the predicted regions H1P™ and H2P™¢ of stem, and domains TM1 and TM2 of the transmembrane anchor. The red arrows indicate the

positions of mutations.
doi:10.1371/journal pntd.0001624.g002

inoculated with F'GA/89, vBACDV1, vBAC-Ly5 and vBAC-
B2/ N83505 behave normally throughout the ehservation period,
whereas animals from the groups infected with vBAC-Eys and
vBAC-N8330q displayed mild signs of disease (Figure SI),
However, all the animals inoculated with vBAC-N83,43;, vBAC-
NS3ugy, vBAC-Ea5/NS3ya5, vBAC-LE4y0/N834g0 or vBAC-Ly0/
NS309/NS3yg displayed more severe signs of disease. Almost all
of the animals in these groups displayed encephalitis and partial
paralysis of the hind limbs (Figure 81). In the groups for which
deaths were recorded, 29% of the animals inoculated with vBAC-
NS3435 died and the mortality rate was even higher (61%) for
mice inoculated with vBAC-NS83,4;, These results highlight the
importance of the NS343; and NS3;5 mutations for the ac-
quisiion of the viral neurovirulent phenotype. Furthermore,
mortality reached 73% in the group of animals inoculated with
the double-mutant virus, vBAC-E45/NS3435. and inoculation
with vBAC-E 02/ NS8345, and vBAC-E 145/ NS39/NS3 g viruses
killed 100% of the animals (Figure 4).

Thus, viruses containing the Eypp and Eyps mutatons alone
were no more virulent than vBACDVI1. However, when these
mutations were combined with the N83,g, and N$3,35 mutations
respectively, the resulting viruses, each of which carried two of the
mutations found in the neuroadapted derivatives (FGA/NA d1d
and FGA/NA P6; Table 1), were neurovirulent.

To assess the ability of the recombinant viruses (vBACDVI,
vBAC-Eypp and vBAC-Ey5) to interact with Neuro 2A cell re-
ceptors, binding assays were carried out (Figure $2). No significant
difference in binding capacity was observed between these viruses.

We previously showed that viral replication in the brains of mice
inoculated with the FGA/Z89 and FGA/NA PG strains of DENV-1
peaked nine days after inoculation [32]. To evaluate the re-
plication properties of the recombinant viruses, brains of three
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animals were collected [rom each group on the eight day alter
inoculation, before the onset of signs of disease and death, R'T-
qPCR analyses and viral ttration performed on the hrain tissues
of animals inoculated with the panel of viruses showed that vBAC-
Ey05/NS3435, vBAC-E40/NS35 and  vBAC-LE05/NS3one/
NS34gy produced the largest numbers of viral progeny and the
highest levels of RNA synthesis (Figure 3] in the brain tissues ol
infected animals, consistent with the high frequency of encephalitis
in these animals later in the incubation period (see Figure 4).

We investigated whether the neurovirulent phenotype resulted
from an increase in viral finess by carrying out @ vitro growth
kinetics studies on human and insect derived cells and quantifying
protein synthesis. Levels of protein synthesis were significantly
higher in Huh7.3 and C6/36 cells infected with vBAC-Eys/
NS3435, VBAC-E40/NS3yyy and vBAC-Eyp0/NS3500/ NS34a
than in cells infected with vBACDV1 (Figure 6),

Results from a previous study ([63] and unpublished results])
revealed that a number of innate immune response genes were
differentially expressed in the brains of mice infected with avir-
ulent and neurovirulent strains ol DENV-1, Therelore, to analyze
the influence of individual mutations on the ability of recombinant
viruses to induce innate immunity genes, a subset of genes re-
presenting several major pathways [interferon signaling (Irfl -
interferon regulatory factor 1), interferon alpha and beta, antigen
presentation (Psmb8 - proteosome subunit beta type 8), protein
ubiquitination pathway (Uspl8 - ubiquitin specific protease 18),
complement system (Clr - component 1, r subcomponent) and
chemokine (CCL3 - chemokine ligand 3-C-C motif]] were selected
for analyses. RNAs extracted [rom brain tissues obtained 8 days
alter inlection, were subjected to amplification with specilic
primers for these genes, and the RT-qPCR signals obtained were
normalized with respect to the signal for murGAPDH (Figure 7).

&
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Figure 3. Location of N§3 mutations. (A) Representation of the full-length N53 protein with the serine protease domain in red and the helicase
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doi:10.1371/journal.pntd.0001624.9003

Consistent with the virulence (Figure 4) and viral load studies
igure 3), levels of expression for all of the host genes shown in
Figure 7 were significantly higher in animals infected with FGA/
dld, FGA/NA P6 (data not shown) or any of the recombinant
viruses containing double and triple mutations (vBAC-Eyp2/
NS3upg, vBAC-Eips/NS343s and  vBAC-Eu00/NS3o0a/ N83ugo)
than in mock-infected or vBACDV I-infected animals.

To discard an eventual mouse to mouse variation due to the
outhred nature of the mice used in this study, and conlirm the role
of the critical residues responsible for increased viral load and
pathogenesis, single animals were euthanized at various time
points during infection (6, 8 and 10 dpi) and individual mouse
CNS and spinal cord dssues were analyzed, Viral RNA synthesis,
viral load curves and modulation of innate immune response genes
were correlated with disease and death of the animals infected
with vBAC-E, 3/ N8359/N83,4, compared to mock-infected or
vBACDV l-infected animals (Figure 53).

We also evaluate the target cells and the damage caused by virus
infection in the CNS of these mice, by carrying out histological
analyses of brain tissues. Brain tissue collected (10 dpi), from
animals infected with neuroadapted (FGA/NA d1d and FGA/NA
P6) or recombinant viruses, displayed moderate to severe men-
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ingits, The degree of tissue injury observed (data not shown) was
consistent with viral RNA replication, viral load (Figure 3) and the
severity of infection as determined by mortality rate (Figure 4).

Discussion

Several studies have provided support for the hypothesis that
viral virulence determinants play a role in dengue pathogenesis
and vector transmissibility [71-73]. In this study we focused on
determining how point mutations, acquired during the adapation
of DENV to mice increase viral litness in vitro and i zive, and exert
their effects on mice neuropathogenesis. We used reverse genetics
techniques to sample individual mutations found in two il‘ldP])EIl-
dently ohtained newborn mouse-adapted isolates of DENV-1 [51—
52]. Comparisons of the genomes of the parental FGA/89) and
neuroadapted variants of DENV-1 (FGA/NA dld and FGA/NA
P6) suggested that acquired mutations in the genes encoding E and
3 might be responsible for the neurovirulence of these mouse-
adapted strains, To test the role of these mutations in viral fitness
and virulence, we created a panel of non-mouse adapted infectious
clone-derived viruses with the E mutations a2 Phe to Leu and
Eyg5 Thr to lle) and NS3 mutations (NS35q0 Val to Ile, NS3,55 Leu
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Figure 4. Newborn mice survival after i.c. inoculation with
DENV-1 variants. (A} Comparison of mock, FGA/89 and neurovirulent
strains, FGA/NA d1d and FGA/NA P, (B) Comparison of mock, vBACDV1
and single-mutant recombinant viruses, (C) Comparison of mock,
vBACDV1 and double- and triple-mutant recombinant viruses. Data
from three independent experiments were pooled and plotted as
Kaplan-Meier survival curves and then analyzed by log-rank (Mantel-
Cox) multiple comparison tests, the p value for comparisons between
FGA/B3 and neuroadapted viruses, or vBACDV1 and the corresponding
recombinant virus are indicated, and n is the total number of mice per
group.

doi:10.1371/journal.pntd.0001624.9004

to Ser and NS3.5, Leu to Ser) present separately, in paired or in
group of three mutations, as in the empirically adapted isolates.
Both of the E mutations studied mapped to the region outside the
ectodomain and the three NS3 mutations studied here are located
case region of N

The positions of the mutations detected in the neurcadapted
isolates (Eygqp and Eygs — Figure 2
change in affinity for the receptor. Indeed, the recombinant viruses
carrying these mutations had the same binding aflinity for
Neurn2A cells as the infectious clone-derived virus, We therefore

in the heli

were not consistent with a

conclude that the mechanism by which E protein mutatons
increases virulence involves critical steps occurring alter viral
attachment {fusion/assembly/release).

Chen and coworkers [74] reported similar results concerning
the effect of mutations affecting this domamn of E protein on
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neurovirulence in mice. They used chimeric DENV-4 carrying the
C-prM-E genes of DENV-3 to show that a mutation at Ey
{substitution of a Lys for the WT Glu] increased the neuroviru-
lence of a DENV-4/DENV-3 chimera.

Lin and coworkers [68], using site-directed mutagen and
functional assays, demonstrate the involvement of the EH1 and
EH2 domains of the E protein in DENV assembly and cell entry.
Substitutions at positions Eqq (Met to Pro), Eags (Thr to Pro), By
[(Gly to Pro) and By, (Met to Pro) in the EH1 domain affected the
assembly of DENV VLPs, probably due to interference with prM-
E heterodimerization, The authors hypothesized that mutations
mapping to the N-terminal EH1 domain affected the association
of the stem region with the viral membrane altering curving and
bending during the assembly in the ER.

The NS354q, mutation, which was co-selected with the N83 45, in
FGA/NA PG, had no apparent effect on virulence in our studies.
The wiple mutant recombinant virus (Eypa/N83950/NS3,4) gave
higher viral RNA levels and virus titers in the mouse CNS 8 dpi
than the double mutant (E./NS3459), but both viruses killed
100% of the animals by days 15 and 16 post infection, respectively,

The recombinant viruses harboring mutations at residues
NS343; and N834a, located in the helicase subdomain 2, after
motifs V and VI (Figure 3), respectively, displayed an alteration of
replicative capacity (in zitro and in zize) and were neurovirulent in
mice. [t has been reported that a substitution at position 249 (Thr
to Pro) of the NS3,,, in West Nile virus confers a highly virulent
phenotype on strains usually only weakly virulent in American
crows [73]. This region is invelved in RNA hinding and ATP
hydrolysis and is required to drive the helicase along its nucleic
acid substrate [76]. The presence of mutations in these regions
may affect the activity of the helicase, inereasing replication
efficiency, through either a direct eflect on helicase activity iself or
through interaction with other viral or cellular proteins, Sampath
and colleagues [46] carried out a structure-based mutational
analysis and proposed an “inchworm”™ model of DENV N83
translocation and unwinding activity. They suggested that the
pocket next to DENV-2 NS83 Ileags (tip of domain IT) would acts as
a “'helix opener” disrupting hydregen honds at the fork, The basic
concave face between domains I1 and I would acts as “the
translocator”™ in this model, by binding dsRNA ahead of the fork.
The NS345, mutation maps to this concave face, the NS3.35
mutation maps to domain II1, and both may therefore enhance
dsRNA binding and modulate helicase activity,

Grant and coworkers [34] recently described a DENV-2 strain
causing lethal infections i immunocompromised AG129 mice,
One critical virulence determinant at the NS4Bsy protein had
been identified. By reverse genetics, these authors demonstrated
that the replacement of a Leu residue by a Phe residue, at this
position, converted a non-virulent strain into a strain causing 80%
lethality and ncreased viremia independently ol the host type 1
interferon response. Physical interaction between NS4B (located in
the ER lumen) and NS3 (located on the cytoplasmic face of the
ER] is unlikely, but the authors hypothesized that a transient in-
teraction could occur before polyprotein processing, thereby
modulating DENV  replication and implicating NS3 in this
process. They also demonstrated that the N34Bs; substitution
enhances viral RNA synthesis in mammalian cells but not in €6/
36 insect cells,

The non-mouse adapted infectious clone-derived viruses with
only the E mutations identilied in this study (Ey;p and Eyy5) had no
higher hinding affinity to Neuro2A cells receptor(s) or higher levels
of viral RNA synthesis, viral load (in wirs and in
neurovirulence in mice than vBACDV L. However, the combina-
tion of these mutations with NS3;, 4 mutations (Ey;5/NS3ys5, Esgo/

zi0) and
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Logy, Viral progeny (FulmL)
Log,, Viral load {DEN RNA { murGAPDH mRNA)

VBAC-NS3 g T

VBAG-E, /NSNSy

Figure 5. DENV detection at 8 dpi in the brains of mice inoculated with DENV-1 variants. (&) Viral progeny numbers in the mice CNS were
determined by titration in C6/36 cells. (B) Viral RNA levels in the mouse CNS were determined by RT-gPCR with normalization against levels of
murGAPDH mRNA. Data were log transformed and analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's correction for multiple testing and the
values presented are the means = 5D of three different experiments. * p<<0.05, ** p<<0.01 and *** p<<0.007. A gap was inserted into the x axis to
facilitate data interpretation, by grouping mouse-adapted strains and non mouse-adapted recombinant viruses and their corresponding controls. The
significance bars correspond to comparisons between viruses with the mutations at same positions.

doi:10.1371/journal.pntd.0001624.9g005

NS34pe and Eypo/NS3900/NS34gq), altered viral replicative
capacity across other tssue (spinal cord) and cell types (Huh7.3
and C6/36 cells) and resulted in a highly neurovirulent phenotype
in mice.,

The pathological cutcome of an infection is determined by the
balance between the host response to infection and the ability of
the infectious agent o escape from this response and multiply in
the host. As part ol this dynamic interaction, the host responses to
some infectons, including DENV infections, may contribute to the
pathophysiology ol disease. We have shown that high levels of
replication of genetically defined DENV result in the upregulation
o/ B), consistent with previous

of genes induced by type 1 IFN (1
data from non human primates [77] and primary cultures of
human cells [78].

In a previous study, we investigated the effect of DENV-I
infection on the transeription profile of CNS of mice. The Ube2l6
gene, which encodes an ubiquitin conjugate enzyme, was found to
be up regulated in animals infected with the FGA/89 and with a
neuroadapted derived strain FGA/NA ade, with fold changes of
2.39 and 4.73, respectively, eight dpi ([63] and unpublished
results). In a recent study based on the use of a high-throughput
two hybrid assay, a human cellular protein, with a similar funetion,
UBE2I {an ubiquitine conjugate enzyme), was found to interact
with the DENV NS2B, N84B and NS85 proteins, and siRNA
targeting of this gene inhibited DENV replication [79]. As FGA/
NA dld and FGA/NA adc differ by only three amino-acid
substitutions in the E protein, we will investigate further the
modulation of the Ube2l6 protein and its interaction with the
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Figure 6. /n vitro growth kinetics on human and mosquitoes derived cells. (4) Growth kinetics in Huh7.5 cells. (B) Growth kinetics in C6/36
cells. Infected cells were assessed by flow cytometry. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni's correction for multiple testing
and the values presented are the means = SD of three different experiments. * p<0.05, ** p<0.01 and *** p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pntd.0001624.g006
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Figure 7. Levels of immunity genes mRNAs in mice brains collected 8 days after infection. The x axis shows DENV-1 variants and the y axis
shows the relative levels of mRNAs detected with respect to murGAPDH mRNA. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni
correction and the values presented are the means = SD of three different experiments. * p<<0.05, ** p<<0.01 and *** p<<0.001. The significance bars
correspond 1o comparisons between viruses that recover the virulent phenotype.

doi:10.1371/journal.pntd.0001624.g007

replication complex during infection with the recombinant viruses
generated in this study, Transcript levels for Uspl8, which
functions as an ubiquitin cycle enzyme, were positively correlated
with higher levels of replication in animals infected with the strains
VBAC-E405/N83435,  vBAC-E400/NS340  and  vBAC-Esp0/
NS3209/NS34aq.

We demonstrated here that single mutations in the DENV-1 E
protein and NS83,. domain increase viral fitness, hoth in uitm
(human and mosquito-derived cells) and in vivo, facilitating early
virus emergence during mouse infection consistent with a major
role in DENV pathogenesis,

In a context of limited knowledge of the molecular basis of
dengue pathogenesis, our results could contribute to the estab-
lishment of attenuation swains for vaccine development, and
provide insights into virus/host interactions and new information
ahout the mechanisms of dengue pathogenesis,

Supporting Information

Figure §1 Newborn mice morbidity after i.c. inocula-
tion with DENV-1 variants. The graphs show the cumulative
signs of disease from three independent biological replicates. (A)
Comparison of mock, FGA/89 and neurovirulent strains FGA/
NA dld and FGA/NA P6, (B) Comparison of mock, vBACDV1
and single-mutatnt recombinant viruses, (C) Comparison of mock,
vBACDV! and double- and triple-mutant recombinant viruses.
(TIF,

Figure 82 Assay of the binding of vBACDV1, vBAC-E >
and vBAC-E,p; recombinant viruses to Neuro-2a cells.
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Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Dunn's
multiple cormparison test and values are expressed as means = 8D
of three different experiments, * p<<0,05.

[TIF)

Figure 83 In vivo growth kinetics in CNS and spinal
cord tissues of individual mice after i.c. inoculation
with mock, vBACDV1 and vBAC-E;q;/N83359/NS3,5,.
[A) Viral progeny numbers in the CNS of individual mice were
determined by titration in C6/36 cells. (B) Levels of mRNAs of
innate immune genes from CNS of individual mice were
determined by RT-gPCR with normalization against levels of
murGAPDH mRNA Viral RNA levels in the spinal cord
tissue of individual mice were determined by RT-gPCR with
normalization against levels of murGAPDH mRNA. #1, #2 and
#3 represent each individual animal collected for each respective

time point (6, 8 and 10 dpi),

(T1F)

Table 51 Summary of amino acid sequence differences
between vBACDV1 and the GenBank-deposited se-
guences of BR/90 (used to generate clone pBACDVI1),
FGA/89 (parental virus used for neuroadaptation),
FGA/NA dld and FGA/NA P6 (neuroadaptated variants
from FGA/89).
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