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RESUMO

O virus da dengue (DENV), um membro do género Flavivirus (familia Flaviviridae), é
um arbovirus que causa severa doenga em humanos. O espectro da doencga varia
desde uma febre indiferenciada (FD) até a febre hemorragica da dengue (FHD), que
pode evoluir para a sindrome do choque da dengue (SCD) e morte. Mais
recentemente, o perfil clinico da infeccdo pelo DENV estd mudando e um aumento
significativo de casos clinicos com manifestacdes neuroldgicas vem sendo
documentado. O(s) mecanismo(s) pelo qual o DENV pode causar doenga grave e a
contribuicdo de fatores virais e do hospedeiro para o desenvolvimento dos quadros
clinicos severos, ndo esta completamente compreendido. A falta de um modelo
animal, que reflita as formas graves da doengca € um obstaculo para se estudar
alguns aspectos da patogénese da dengue. O sistema nervoso central (SNC) de
camundongos neonatos tem sido utilizado como modelo para compreender a
fisiopatologia da doenga. Para confirmar e definir o envolvimento de substituicoes de
aminoacidos no genoma viral que pudessem estar relacionadas com a aquisicao de
um fenétipo de neuroviruléncia do DENV em camundongos, a cepas do sorotipo 1
do virus (DENV-1) FGA/89 foi adapta ao SNC de camundongos neonatos suig¢os. A
capacidade da nova variante neuroadaptada replicar-se no SNC e provocar
encefalite foi analisada. Durante o processo de neuroadaptacao do virus FGA/89,
uma substituicdo de aminodacido na proteina de envelope (E) e duas na proteina
nao-estrutural 3 (NS3) foram observadas. Estas mutagdes foram identificadas
primeiramente nos virus resultantes da terceira passagem (FGA/NA P3) e
observadas até a sexta passagem. As substituicoes E Phesoo/Leu € NS3 Leusgo/Ser
identificadas na variante FGA/NA P3-P6, embora nédo idénticas aquelas observadas
em FGA/NA did (outra variante neuroadaptada a partir da mesma cepa parental,
FGA/89), mapeiam nos mesmos dominios, sugerindo um papel potencial dessas
proteinas na aquisigdo do fendtipo de neuroviruléncia do DENV-1 em camundongos.
Com o intuito de confirmar o envolvimento dessas mutagées, um isolado clinico
recente (BR/01-MR) foi submetido ao mesmo processo de neuroadaptacdo. Embora
a variante MR/NA P7 tenha se mostrado mais neurovirulenta do que a variante
FGA/NA P6, ocasionando danos severos no SNC de camundongos, caracterizados
por leptomeningite e necrose de substancia branca, ndo foi possivel identificar a
presenca de particulas infecciosas nem do RNA viral em cada uma das passagens
do virus. No entanto, através de ensaios microscopia eletrdnica e imunocitoquimica
de seccoes do SNC de camundongos foi possivel observar tanto a presenca de
particulas virais como das proteinas E e NS1, sugerindo que os danos no SNC dos
camundongos infectados foi uma consequéncia direta da infeccdo pelo virus. Os
resultados obtidos neste trabalho permitiram demonstrar a implicagdo das proteinas
E e NS3 no processo de neuroviruléncia do virus FGA/NA 89 e que as variantes
neuroadaptadas apresentam a capacidade de infectar as células do SNC de
camundongos neonatos e ocasionar danos extensivos nos tecidos como
leptomeningite e encefalite. Um maior conhecimento sobre os mecanismos
envolvidos na patogénese da dengue podera contribuir para o delineamento de
estratégias antivirais direcionadas e eventualmente o controle da infec¢ao.
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ABSTRACT

Dengue virus (DENV), a member of the Flavivirus genus (family Flaviviridae), is an
arthropod-borne virus that cause severe disease in humans. The spectrum of illness
ranges from a self-limiting fever (DF) to dengue hemorrhagic fever (DHF), which can
progress to dengue shock syndrome and death. More recently, the clinical
presentation of DENV infection is changing and a significant increase of cases with
neurological manifestations has been documented. The precise mechanim(s) by
which DEN viruses cause severe disease is still not understood. It has been inferred
that both immunological and viral factors determine the severity of disease. The lack
of an animal model that reflects the severe forms of the disease is an obstacle to
study some aspects of dengue pathogenesis. The central nervous system (CNS) of
newborn mice has been used as a model system to study the pathophysiology of
dengue disease. To confirm and to define the involvement of the amino acid
substitutions in the viral genome that could be related to the acquisition of DENV
neurovirulent phenotype for mice, we adapted a strains of dengue virus type 1,
FGA/89, in CNS of newborn Swiss mice. The capacity of the neuroadapted variants
to replicate in CNS and to cause encephalitis was analyzed. One amino acid
mutation in the envelope E protein and two amino acid mutations in the nonstructural
NS3 protein were observed during the neuroadaptation process of FGA/89. These
mutations were first identified in FGA/NA P3 and fixed until the sixth passage. The
substitutions E Phesoo/Leu and NS3 Leusso/Ser identified in FGA/NA P3-P6, although
not identical to those observed in FGA/NA d1d (another neuroadapted variant from
the same parental strain, FGA/89), mapped to the same domain, suggesting a
potential role of these proteins in the acquisition of DENV mice neurovirulent
phenotype. Aiming to confirm the involvement of these mutations in dengue
neurovirulence, a recent clinical isolate (BR/01-MR) was submitted to the same
protocol of neuroadaptation. The neurovirulent variant MR/NA P7 was more
neurovirulent for newborn Swiss mice, compared to FGA/NA P6 variant, causing
severe damage in CNS of mice, characterized by leptomeningitis and necrosis of
white matter. Despite of all these findings, it was not possible to identify neither the
presence of viral infectious particle nor the presence of the viral RNA in all the
passages of the virus in mice brains. However, by electron microscopy and immune
electron microscopy assays it was possible to observe the presence of viral particles
and viral proteins E and NS1 in the sections of the CNS of mice, suggesting that the
damage observed in the CNS was a direct result of virus infection. Results obtained
in this work demonstrate the implication of the proteins E and NS3 in the process of
neuroadaption of the virus FGA/89 and that the neurovirulent variants have the ability
to infect CNS of newborn mice causing extensive tissue damage as leptomeningitis
and encephalitis. A better knowledge about molecular markers and mechanisms that
could be involved in the dengue pathogenesis would be useful for developing new
targets to antiviral strategies and eventually control of infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 A dengue

A dengue é atualmente uma das mais importantes arboviroses (doenca
transmitida por artropodes) em termos de distribuicdo geografica e incidéncia de
infeccdo em humanos, que afeta principalmente as regides tropicais e subtropicais
do globo.

Os primeiros relatos da doenga dengue na literatura médica foram descritos
por David Bylon e August Hirsch em 1779, no Cairo e Jakarta (CAREY, 1971) e por
Benjamin Rush em 1789, durante uma epidemia na Filadélfia, Pensilvania
(RUSH, 1789). Rush caracterizou a doenga como febril e a denominou de
break-bone fever. No entanto, ndo ha um consenso sobre quando a dengue
apareceu pela primeira vez na populacdo humana. Sugere-se que o mais antigo
registro de uma doengca semelhante a dengue esteja descrito na enciclopédia
médica chinesa datado de 992 d.C. Naquela época, os chineses acreditavam que
essa doencga estava de alguma forma associada a insetos (GUBLER, 2006). Mas, a
etiologia viral da dengue foi evidenciada somente em 1907 por Ashuburn e Craig e 0
papel do mosquito Aedes aegypti na transmissao do virus da dengue ao hospedeiro
humano foi estabelecido em 1926 por Siler, Hall e Hitchens.

Desde o reconhecimento da forma clinica da dengue, no século dezoito
(RUSH, 1789), a incidéncia global e a viruléncia do virus da dengue (DENV) tém
crescido dramaticamente. A distribuigcdo global de epidemias de dengue foi evidente
no século XIX, disseminando-se do leste da Africa para Asia, para o oeste da india e
entdo para as Américas. No século passado os virus da dengue causaram inumeras
epidemias. Uma série de disturbios ecoldgicos e sociais no mundo evidenciados
durante a 11?2 Guerra Mundial contribuiu para a dispersdo do mosquito vetor, co-
circulacdo em grande amplitude de novos sorotipos do virus da dengue (DENV-1, 2,
3 e 4) e disseminacdo global da doenca. Nessa mesma época, no Sudeste da Asia,
novas formas de manifestacdo da doenca foram atribuidas ao virus da dengue.
Essas novas sindromes denominadas de febre hemorrdgica da dengue (FHD) e

sindrome do choque da dengue (SCD) transformariam a dengue em uma doenca



potencialmente mortal.

Na segunda metade do século XX a dengue adquiriu proporcdes pandémicas
e a doenca, que havia sido erradicada de varios paises do continente americano nas
décadas de 50 e 60, retorna na década de 70 por falhas na vigilancia epidemiol6gica
e pelas mudangas sociais e ambientais ocasionadas pela urbanizagdo acelerada
dessa época (GUZMAN; KOURI, 2003).

A dengue tornou-se um dos principais problemas de saude publica no mundo,
sendo considerada 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. O numero de casos de dengue, nessas regides, aumentou
consideravelmente durante as ultimas duas décadas. A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) estima que mais de 2,5 bilhdes de pessoas, aproximadamente 40% da
populacao mundial, estejam vivendo em areas de risco e estima mais de 80 milhdes
de casos de infec¢do por ano no mundo (WHO, 2007).

No Brasil, a dengue foi re-introduzida no ano de 1986, apés um periodo de
erradicagao de mais de 50 anos, no estado do Rio de Janeiro e se disseminou para
outros seis estados brasileiros, ocasionando uma grande epidemia causada
predominantemente pelo virus da dengue sorotipo 1 (DENV-1) (SCHATZMAYR et al.,
1986). Em 1990, evidenciou-se uma nova epidemia nos estados do Rio de Janeiro,
Tocantins e Alagoas. Durante essa epidemia, identificou-se o primeiro caso de
infeccao pelo virus da dengue tipo 2 (DENV-2) no Brasil (NOGUEIRA et al., 1990)
No ano de 2001, o virus da dengue tipo 3 (DENV-3) foi introduzido no Brasil,
também no estado do Rio de Janeiro e rapidamente dispersou-se para outros
estados brasileiros (NOGUEIRA et al., 2001). Segundo dados da Fundacao Nacional
de Saude (FUNASA), no ano de 2002, durante a maior epidemia de dengue no
Brasil, com 794.219 casos notificados, os trés sorotipos do virus da dengue
co-circularam na maioria dos estados brasileiros (FUNASA, 2003; MINISTERIO DA
SAUDE, 2003). Atualmente, a dengue encontra-se disseminada em todas as 27
unidades federativas do Brasil. No entanto, no estado de Santa Catarina ainda ndo
foram registrados casos autéctones da doenca.

Nos primeiros sete meses do ano de 2007 foram notificados 438.949 casos
de dengue classica no pais e, embora a regido Sudeste tenha apresentado o maior
namero de casos notificados (146.352) neste periodo, a regiao Centro Oeste com

103.146 casos notificados apresentou a maior taxa de incidéncia por 100.000
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habitantes. Os estados com maior numero de casos confirmados de dengue sao
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parand e Ceara. O numero de
casos de dengue por estado brasileiro e a incidéncia por area sao mostrados na
fig. 1.1. As Secretarias Estaduais de Saude, no periodo de janeiro a novembro do
ano de 2007, notificaram 536. 519 casos de dengue cléssica (FD), 1.275 casos de
Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e 136 casos fatais (MINISTERIO DA SAUDE,
2007).

Embora a dengue constitua um dos principais problemas de saude publica no
mundo, 0 combate a essa doenga depende apenas do controle do mosquito vetor e
da disponibilidade de servicos de diagndstico nas areas de transmissao, ja que nao
existem drogas antivirais disponiveis e nem uma vacina segura e efetiva contra a
infeccao pelos virus da dengue. Desde que o virus foi isolado a mais de meio século
atras, varias estratégias tém sido exploradas para produzir uma vacina efetiva na
prevencao da dengue (HOTTA, 1952; ECKELS et al., 1976, HALSTEAD et al., 1984;
FONSECA et al., 1994; WESTAWAY et al., 2003; PUTNAK et al., 2005). No entanto,
o desenvolvimento de uma vacina eficaz esbarra em vérias limitacbes como a
necessidade de uma vacina tetravalente (para proteger contra os quatro sorotipos), a
nao existéncia de um modelo animal capaz de refletir os diferentes graus de
gravidade da doenca humana e o dogma da infeccdo potencializada pelos
anticorpos heterélogos, além dos relatos recentes da capacidade de recombinacao
intra-genotipica (HOLMES et al., 1999) e do fen6bmeno de interferéncia viral
(HALSTEAD; O’'ROURKE, 1977; MALAVIGE et al., 2004; WHITEHEAD et al., 2007).
Um melhor entendimento das interagdes entre vetor, virus e hospedeiro humano
poderia auxiliar no desenvolvimento de medidas mais efetivas para o monitoramento

e controle da dengue.



Incidéncia/100.000 hab.

- Menor que 100,0 (Baixa)
100,0 a 300,0 (Média)

- Maior que 300,0 (Alta)

Fig. 1.1 - Distribuicdo dos casos de dengue por estado e area de incidéncia, Brasil, 2007.
Fonte: Dados do Ministério da Saude, 2007.

1.2 O mosquito vetor e o ciclo de transmissao

Os primeiros relatos da doenga da dengue coincidem com o periodo de
expansdo geografica do mosquito hematéfago, Aedes aegypti, da Africa para os
tropicos. O A. aegypti é o principal vetor envolvido na transmissao do virus da
dengue ao hospedeiro humano. As caracteristicas antropofilicas, habitat urbano-
doméstico e a alta eficiéncia na transmissao do virus da dengue, tornam o A. aegypti
um agente altamente competente para a disseminacdo da doenca em ambientes
urbanos e peri-urbanos. As espécies A. albopictus e o A. polynesiensis também
podem sustentar a transmissdo do virus da dengue ao hospedeiro humano
(GUBLER, 1998; WEAVER; BARRET, 2004). O mosquito A. aegypti é altamente
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susceptivel as temperaturas extremas e climas secos e encontra-se amplamente
disseminado entre os limites de latitude 40°N e 40°S, oferecendo um grande risco de
novas epidemias para as populacoes residentes nessas areas (Fig.1.2).

Espécies silvaticas do mosquito do género Aedes estdao envolvidas com a
transmissdo enzodtica do virus da dengue em primatas ndo-humanos, nas florestas
do continente asiatico e africano. No entanto, acredita-se que a contribuicdo desse
ciclo enzodtico esteja minimamente relacionada com a transmissdo urbana
endémica e epidémica do virus da dengue (RICO-HESSE, 1990; WANG et al, 2000).
Os primatas ndo-humanos sao susceptiveis a infecgdo pelo virus da dengue, porém

nao apresentam as manifestagdes clinicas da doenga observadas em humanos.

Areas infested with
Aeds segypti

- Areas with Aeds aegypti
and dengue epidemic
activity

Fig. 1.2 - Distribuigcdo global do mosquito vetor da dengue, A. aegypti. As areas infectadas com o
mosquito vetor da dengue (laranja) e as areas com dengue epidémica (vermelho) sdo mostradas.
Fonte: MACKENZIE et al., 2004.

Durante o repasto sanguineo, fémeas adultas de mosquitos do género Aedes
transmitem o virus da dengue ao hospedeiro humano. O ciclo de transmissao
envolve a ingestdo de sangue virémico (particulas virais circulantes no sangue
periférico) pelo mosquito vetor e apdés um periodo de incubacdo dito extrinseco
ocorre a transferéncia do virus ao hospedeiro vertebrado. O periodo de incubagéo
no vetor dura de 8 a 12 dias e é requerido para que ocorra a replicagcdo e
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disseminagao viral na hemocele e em todos os tecidos do inseto, até finalmente
infectar as glandulas salivares e poder transmitir o virus para um novo hospedeiro
humano susceptivel (Fig. 1.3). O mosquito permanece infectado e assintomatico
durante toda sua vida e é capaz de transmitir o virus da dengue para diversas
pessoas, devido a sua capacidade de se alimentar em multiplos individuos em
sucessao. Outra forma importante de transmissédo que ocorre entre os mosquitos do
género Aedes € a transovariana, em que o virus da dengue é transmitido
diretamente para a prole, dispensando o homem no ciclo mantenedor.

O hospedeiro humano torna-se virémico apés um periodo de incubacao de 3
a 14 dias, apds a picada por um mosquito infectado, concomitante ao inicio do
periodo febril (RICE, 1996; GUBLER, 1998).

o do virus
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_** K dias

Intestino

Periodo de
incubacao
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Corpos gordurosos
Coracao

Células do pericario
Tecido nervoso
Ovario

Fig. 1.3 - Ciclo de infec¢do do virus da dengue no hospedeiro invertebrado. Fonte: Adaptado
de GUBLER, 1998.



1.3 O Virus

Os virus da dengue pertencem ao género Flavivirus da familia Flaviviridae,
que compreende mais de 70 virus distintos. A maioria dos flavivirus é transmitida ao
hospedeiro mamifero através da picada de mosquitos ou carrapatos. Diversos
membros do género Flavivirus séo de importancia médica, tais como os virus da
dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV), virus da encefalite japonesa (JEV), o
virus do Oeste do Nilo (WNV) e o virus Transmitido por Carrapato (Tick Borne
Encephalitis Virus, TBEV) (CALISHER et al., 1989).

O agente etiolégico da dengue foi isolado pela primeira vez a partir de soro
humano em 1950 através de passagens seriadas em cérebro de camundongos
neonatos, na tentativa de se obter uma vacina viva atenuada contra o virus da
dengue. Dessa forma, foi possivel identificar e definir os sorotipos DENV-1 (cepa
Hawaii) e DENV-2 (cepa New Guinea) (SABIN; SCHLESINGER, 1945; SABIN, 1952;
HOTTA, 1952). O procedimento de inoculagdo intracerebral em camundongos
neonatos é ainda hoje bastante utilizado para isolamento de arbovirus e obtencao de
vacinas atenuadas.

No ano de 1957, durante a epidemia de dengue em Manila, Filipinas, novos
sorotipos do virus da dengue, DENV-3 e DENV-4, foram isolados
(HAMMOM et al., 1960). De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), o virus da dengue esta caracterizado em quatro sorotipos distintos
antigenicamente: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, os quais podem apresentar
variantes genéticas dentro de um mesmo sorotipo, relacionadas com a viruléncia e a
procedéncia geografica da cepa (HEINZ et al. 2000; CALISHER et al., 1989;
RICO-HESSE, 1990). Atualmente, no mundo co-circulam todos os sorotipos do virus
da dengue e os quatro subtipos estdo associados tanto com febre da dengue (FD)
quanto com FHD.



1.3.1 Estrutura viral e organizacao genémica

O virion é uma particula esférica de aproximadamente 50 nm de diametro
envolta por um envelope glicoprotéico, derivado da célula hospedeira. O genoma
viral € uma molécula de RNA fita simples com polaridade positiva de
aproximadamente 10,8 kilobases. O RNA viral codifica uma poliproteina precursora
de aproximadamente 3.400 aminoacidos, que é processada co- € poés-
traducionalmente por proteases virais e da célula hospedeira. A partir dessa
clivagem trés proteinas estruturais, C (capsideo), prM (precursora da proteina de
membrana M) e E (envelope), presentes na particula viral, e sete proteinas nao
estruturais (NS), NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 sé&o originadas
(Fig. 1.4). O RNA gendmico possui uma estrutura de cap na regido N-terminal
("™ME G°-ppp°-N"®) e ndo apresenta cauda poli(A) na regido 3’ nao traduzida (UTR)
(CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACK; RICE, 2001).

Proteinas Mao Estruturais

Enzimas envolvidas no processo pos-traducional:
m MNS2BMS3 Serina Protease mProtease tipo furina n Signalases do Hospedeiro

Fig. 1.4 - Organizacao do genoma do virus da dengue. O genoma do virus da dengue apresenta um
quadro de leitura aberto capaz de gerar uma poliproteina viral de ~3.400 aminodcidos. A poliproteina
viral é clivada por proteases viral e do hospedeiro resultando em trés proteinas estruturais e sete
proteinas nao estruturais (NS). Fonte: Adaptado de PHILLIPE DESPRES.

As regides 5 e 3 UTR do virus da dengue parecem desempenhar importante
papel na iniciacdo e modulacdo da traducdo e replicacdo do genoma viral
(ALVAREZ et al.,, 2006; CHIU; KINNER; DREHER, 2005). Essas regides sao

responsaveis pela ciclizagdo do RNA viral, requerida para a atividade eficiente da
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RNA polimerase viral dependente de RNA (RpRd), e formam estruturas secundarias
em forma de stem-loop (SL) que interagem com outras proteinas virais e fatores
especificos de traducao e replicacdo da célula hospedeira. Estudos demonstraram
que as sequéncias de ciclizacdo (CS) das regides 5’ e 3' UTR, presente em todos os
flavivirus transmitidos por mosquitos, bem como as sequéncias 5 e 3 UAR
(anterior ao cédon AUG de iniciacao de traducao) sao essenciais para a formacao do
complexo RNA-RNA (ALVAREZ et al., 2005). A ciclizagédo do RNA juntamente com a
presenca de uma estrutura de stem loop (SL) conservada nas regides 5 e 3° UTR
constituem uma  importante conformacdo requerida para a replicagdo viral
(BRINTON et al., 1986; TILGNER, 2005; FILOMATORI et al., 2006). Filomatori et al.,
(2006) demonstraram que as interacoes RNA-RNA entre as sequéncias 5’ e 3' UTR
do genoma do virus da dengue aumentam a sintese de RNA viral apenas na
presenca da estrutura secundaria presente na regido 5 UTR do genoma viral,
denominada de largo stem-loop (SLA). Os autores evidenciaram que a proteina NS5
que € uma RdRp discrimina o RNA viral pelo reconhecimento especifico da SLA.
Dessa forma, foi proposto um novo mecanismo para a sintese da fita negativa de
RNA viral, em que a RdRp liga-se a SLA da regido 5 UTR do genoma viral e
alcanca o local requerido para a iniciacao da transcricao, a regiao 3' UTR, através
das interacdes RNA-RNA. Diversos trabalhos tém demonstrado a importancia das
regidbes 5 e 3’ UTR para a replicacdao e viabilidade viral (CAHOUR et al. 1995;
YOU; PADMANABHAN, 1999.; YU; MARKOFF, 2005).

A proteina C, composta por 120 residuos de aminoacidos, esta envolvida no
empacotamento do genoma viral. A proteina glicosilada prM de aproximadamente
18,5 kDa, peso esse modificado pela adigcdo de residuos de carboidratos, é clivada
tardiamente por uma protease tipo furina presente na célula hospedeira, gerando a
proteina estrutural M de 8 kDa. A proteina M juntamente com a proteina E, formam a
estrutura externa da particula viral. prM possivelmente funciona como uma
chaperona, auxiliando a correta montagem e enovelamento da proteina E
(MUKHOPADHYAY et al., 2005).

A proteina E, exposta na superficie do virion, apresenta peso molecular de
aproximadamente 50 kDa. Essa glicoproteina é responsavel pelas principais
propriedades bioldgicas do virus, incluindo a interagdo com receptores de superficie
da célula, fusdo com a membrana endossomal da célula hospedeira em pH acido,

age como hemaglutinina viral e constitui o principal componente antigénico do virion,
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sendo responsavel pela neutralizacao de anticorpos (LINDENBACK; RICE, 2001).
Evidéncias indicam que a proteina E desempenha um papel na patogenicidade de
diversos flavivirus ndo apenas pela definicdo do tropismo celular como também
afetando a penetracdo do virus (GOLLINS; PORTERFIELD, 1986; REY, 2003;
MUKHOPADHYAY et al., 2005).

Modis et al., (2004) determinaram a estrutura cristalografica do fragmento
soluvel da proteina de envelope do virus da dengue. A proteina consiste de um
dimero, em que cada monémero é composto por trés dominios folhas 3: um dominio
de fusédo/dimerizacao (dominio Il), um dominio central (I) e um dominio envolvido na
ligagdo com o receptor da célula hospedeira (dominio Ill). A particula viral madura &
composta por aproximadamente 180 copias da proteina de envelope (Fig. 1.5). O
arranjo do ectodominio na particula viral madura, na forma de trés dimeros paralelos,
e a presenca dos lipidios derivados da célula hospedeira isolam totalmente o
nucleocapsideo viral do meio externo.

A proteina E do virus da dengue é glicosilada em determinados residuos de
aminoacidos. Os principais sitios de glicosilacdo encontram-se especialmente
proximas ao dominio Il da proteina. No entanto, 0 nimero e a posi¢cao de residuos
glicosilados ndao sao conservados entre os virus de diferentes cepas, 0 que sugere
que esses carboidratos modificados na superficie do virus modulam a especificidade
do ligante ao receptor alvo (JOHNSON et al., 1994; MUKHOPADHYAY et al., 2005).
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Envelope glicoprotéico

== Dworminio I estrutura central
Dominia II: dimerizagso
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Fig. 1.5 - Estrutura do ectodominio da proteina de envelope na particula madura do virus da dengue.
(a). Empacotamento da proteina E na superficie do virus, o peptideo de fusdo é mostrado na cor
verde. (b). Os dominios |, Il e lll da proteina E estao representados nas cores vermelho, amarelo e
azul, respectivamente. As linhas brancas transversais indicam os 53 residuos de aminoacidos que
constituem a ancora hidrofébica que liga a regido C-terminal da proteina E com o ectodominio da
proteina. Fonte: Adaptado de MODIS et al., 2004 e WHITEHEAD et al., 2007.

As proteinas nao estruturais sdo essenciais para a replicagcdo do RNA viral,
estando envolvidas no complexo de replicacdo (CR). A glicoproteina NS1 nao
constitui a particula viral infecciosa e pode ser encontrada em células de mamiferos
sob trés diferentes formas: (a) associada as membranas intracelulares, co-
localizando com a forma replicativa do RNA viral dupla fita em células de mamifero e
de inseto, sugerindo o papel dessa proteina como co-fator para a replicagdo viral
(MACKENZIE et al.,, 1996), (b) associada a superficie celular, sugerindo
envolvimento na transducéo de sinal (JACOBS et al., 2000) (c) em solugcédo sob a
forma hexamérica (FLAMAND et al., 1999) e acumulada no soro de pacientes
infectados com o virus (LIBRATY et al., 2002). Os niveis de proteina NS1 circulante
no soro de pacientes infectados tém sido correlacionados com a gravidade da
doenca (AVIRUTNAN et al., 2006). Tanto as formas sollveis da proteina NS1 ou
associadas a superficie celular podem desempenhar um importante papel na
patogénese da dengue (LIBRATY et al.,, 2002; ALCON-LEPODER et al., 2005).



12

Avirutnan et al., (2007) sugerem que habilidade da proteina NS1 soluvel em se ligar
as células endoteliais, em diferentes tecidos, e o subseqliente reconhecimento por
anticorpos anti-NS1 poderiam contribuir para o extravasamento vascular que ocorre
em casos de infeccao severa pelo virus da dengue durante a infec¢cao secundaria.

A proteina NS2B de 14 kDa age como co-fator da NS3 protease, sendo essa
interacdo responsavel por todas os eventos de clivagem na maturacdo da
poliproteina viral (CHAMBERS et al., 1990; BERA; KUHN; SMITH, 2007).

A proteina NS3, de aproximadamente 69 kDa, desempenha importante papel
no processamento da poliproteina e na replicagdo do genoma viral. Essa proteina
apresenta uma atividade multifuncional. A regido amino-terminal (167 residuos de
aminoacidos) apresenta um dominio serina-protease que requer a associagao da
proteina  NS2B para catalisar clivagens de varias proteinas virais
(ARIAS et al., 1993) (Fig. 1.4). A regido carboxi-teminal da proteina NS3 (171-618)
apresenta atividade de RNA triphosphatase (RTPase), que promove a
desfosforilacao da regidao 5 UTR para a adicao do cap, e um dominio que codifica a
enzima helicase. As helicases sdo enzimas envolvidas na abertura da regidao de
dupla hélice de acidos nucléicos durante a replicacdo, em uma reacao
ATP-dependente (LINDENBACH; RICE, 2001; XU et al., 2005). O dominio helicase
da proteina NS3 do virus da dengue esta classificado na superfamilia Il das RNAs
helicases, baseado na similaridade e organizacdo de motivos conservados. A
superfamilia Il das helicases apresenta pelo menos sete motivos conservados (I, la,
[I-VI) (TUTEJA; TUTEJA, 2004). Esses motivos estdo presentes em uma variedade
de familias de proteinas que se ligam a nucleotideos e que participam de diversas
funcbes celulares por promover a hidrélise de NTP com movimento direcional,
desestabilizacdo da dupla hélice de acidos nucléicos, processamento de RNA e
recombinacdo e reparo do DNA (SINGLENTON; WIGLEY, 2002). Estudos de
mutagénese sitio dirigida demonstram que o virus da dengue e o virus da diarréia
viral bovina (BVDV) com atividade helicase comprometida ndo sdo habeis a se
replicar e que mutagdes na proteina NS3 podem reduzir ou até mesmo suprimir a
sua atividade ATPase ou helicase, demonstrando a importancia do dominio helicase
na replicagdo viral (CUIl et al., 1998; GRASSMANN, ISKEN; BEHRENS, 1999;
MATUSAN et al., 2001; BOOKS et al., 2002).

A proteina NSB4 parece estar envolvida no bloqueio da transducao de sinais

pelos receptores de interferon (IFN) durante a infeccao pelo virus da dengue.
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Mundéz-Jordan et al. (2003; 2005), demonstraram que a proteina NS4B dos flavivirus
reduz a fosforilacdo de STAT1 em resposta ao tratamento com IFN-beta (IFN-B) e
IFN-gamma (IFN-y) e bloqueia os elementos de resposta a estimulagdo por
interferon (ISRE) nas células estimuladas com IFN. Além disso, Umareddy et al.
(2006), demonstraram que a proteina NS4B interage com o motivo helicase da
proteina NS3 (303-618) e dissocia a proteina do RNA dupla fita, aumentando a sua
atividade helicase in vitro. Esses resultados sugerem que a proteina NS4B modula a
replicacdo viral via interagdo com a proteina NS3, provavelmente, auxiliando no
deslocamento dessa proteina pelo RNA dupla fita e aumentando a processividade
da enzima in vitro.

A fungéo das pequenas proteinas associadas a membrana NS2A e NS4A néo
esta completamente elucidada. No entanto, estudos recentes sugerem que a
proteina NS4A encontra-se ancorada a membrana do reticulo endoplasmatico e co-
localiza com a proteina NS1 e RNA viral, sugerindo o envolvimento dessa interagéao
no processo de replicacdo (LINDENBACH; RICE et al., 2001). A proteina NS4A
também interage com as proteinas NS3 e NS5 (WESTAWAY et al., 2003).

A enzima NS5 é a maior das dez proteinas dos flavivirus com
aproximadamente 104 kDa e apresenta multiplos dominios, dos quais pelo menos
dois contém enzimas que estdo envolvidas no ciclo replicativo do virus. A regido
amino-terminal da proteina constitui uma metiltransferase, que esta associada com a
reacao de adicao de cap ao RNA, enquanto, a regiao carboxi-terminal apresenta
motivos que indicam atividade de RNA polimerase dependente de RNA
(BOOKS et al., 2002; CUl et al., 1998; KROMYKH et al., 1999).

1.3.2 O ciclo viral

Os virus da dengue sao introduzidos em células localizadas na pele do
hospedeiro humano, por endocitose mediada por clatrina, via interacdo entre
glicoproteinas de superficie viral e receptores especificos de superficie celular.
Diversas moléculas, tais como proteinas, heparan sulfato e glicosaminoglicanos de
matriz extracelular (PUTNAK; KANESA-THASAN; INNIS, 1997; BIELEFELDT-
OHMANN, 1998, GERMI et al., 2002) ja foram descritas como possiveis receptores
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celulares. No entanto, o papel dessas estruturas no processo de adsorcao viral nao
esta completamente identificado (HILGARD; STOCKERT, 2000; CHU; NG, 2004).
Estudos recentes demonstram que as células dendritica (CDs) imaturas e as células
de Langerhans (CLs), as quais normalmente residem na epiderme, apresentam
moléculas de superficie celular que sao reconhecidas pelo virus da dengue, tal como
a molécula C-type lectin ICAM3-grabbing non-integrin (DC-SING), e constituem alvos
potencias para a infecgdo inicial do virus da dengue no hospedeiro humano
(NAVARO-SANCHEZ et al., 2003; LOZACH et al., 2005). Durante o processo de
maturacdo, as CDs, que ndo sao células altamente especializadas na apresentagcao
de antigenos aos linfécitos T, poderiam facilitar a infeccao sistémica em fagécitos
mononucleares, principal alvo celular para a replicagdo do virus da dengue
(MORENS et al, 1991; WU et al., 2000).

Logo ap6s a particula viral ser internalizada na célula hospedeira, a
acidificacdo da vesicula endossomal promove a dissociacdo dos dimeros da
proteina E e a re-associacao irreversivel dos monémeros na forma de trimeros. Essa
mudanca conformacional na proteina expde o peptideo de fusdo que promove a
fusdo das membranas virais e do endossoma (Fig. 1.6). Em seguida, o
nucleocapsideo é liberado e desmontado no citoplasma da célula, onde ocorre a
traducao e replicacao simultanea do RNA viral. (MODIS et al., 2004).

Como ocorre com outros virus RNA de polaridade positiva, o genoma do virus
da dengue atua como RNA mensageiro (mMRNA) (ROIZMAN; PALESE, 1996) e
utiliza fatores, ainda desconhecidos, da célula hospedeira para traduzir a
poliproteina viral. O RNA viral é replicado via um RNA intermediario de polaridade
negativa, o qual serve como molde para a sintese do RNA genémico de polaridade
positiva (WESTAWAY, 1987). Durante o processo de tradugéo, as proteinas virais
NS sédo clivadas, por proteases virais do tipo serina e por signalases da célula
hospedeira, e auxiliam no processo de replicacdo do RNA viral. A proteina NS5, que
€ uma RNA polimerase dependente de RNA, associa-se a proteina NS3
(BOOKS et al., 2002) e a outras proteinas virais para formar o complexo de

replicacao.



Fig. 1.6 — Mecanismo proposto para a fusdo da membrana viral com a membrana endossomal
da célula hospedeira. O ectodominio da proteina E esta representado como na figura 1.5, com a
ancora trans-membrana representada em azul claro. a. A proteina E, provavelmente através do
dominio Ill, liga-se ao receptor na superficie da célula hospedeira e o virion é internalizado por
um endosso ma. b. A redugéao do pH no endosso mo ocasiona uma mudanga conformacional na
proteina E, expondo o peptideo de fusdo presente no dominio Il e permitindo o rearranjo do
dimero da proteina E em mondmeros. ¢. O peptideo de fusdo insere-se na camada de
hidrocarbonetos da membrana da célula hospedeira, promovendo a formagao de um trimero.
d. Os trimeros se unem desde o dominio de fusdo até a ponta do dominio |, que constitui a base
do trimero. O dominio Ill desloca-se para promover o contato entre os trimeros, dobrando a
porgdo C-terminal da proteina E em diregcdo ao peptideo de fusdo. A energia liberada por esse
dobramento curva as membranas opostas. e. A criagdo de um contato adicional entre a regiao
de ancora e o dominio Il da proteina E conduz a primeira hemi-fusao e entao (f.) a formagéo de
poros de fusao lipidicos. Fonte: MODIS et al., 2004.

Durante o processo de traducdo, a regidao N-terminal da poliproteina recém
sintetizada, contendo as proteinas estruturais e a proteina NS1, é translocada pela
presenca de sequéncias sinais de transporte e ancorada nas membranas do reticulo
endoplasmatico (RE). Apés a clivagem proteolitica por proteases viral do tipo serina
e signalases da célula hospedeira, as proteinas NS1, E e prM sao liberadas no
lumem do RE, no entanto, a proteina C permanece associada a membrana do RE na
porcao citoplasmatica. No lumem do RE as proteinas prM e E formam um complexo
heterodimérico, importante para promover o correto enovelamento da proteina E. A
particula viral € montada nas membranas do RE, quando novas proteinas e o RNA
gendmico, recentemente sintetizado, sao originados no limen do RE. No complexo
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de Golgi (CG), ocorre a clivagem dos peptideos pr e M, a dissociacdo do
heterotrimero e a conversdo da particula viral imatura em particula viral infecciosa
madura. As particulas infecciosas e as particulas subvirais resultantes séo liberadas
da célula hospedeira por exocitose e estdo aptas a infectar uma nova célula
hospedeira. (MUKHOPADHYAY et al., 2005).

heparan sulfatos + receptores
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Complexa
de Gogi

Formas repli cativasf/’
F 5

>8-10 h p.i. [

Fig. 1.7 - Ciclo de replicagao do virus da dengue. O virus entra na célula por endocitose mediada por
receptores, resultando na liberagado do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira. O RNA viral
é replicado via uma fita de RNA negativo intermediaria que serve como molde para a produgao de
RNA gendmico. As particulas virais sdo montadas nas membranas do RE, transportadas através da
via secretoria da célula hospedeira e liberadas por exocitose. Fonte: Adaptado de PHILIPPE
DESPRES.
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1.4 Patogénese

A infeccéo pelo virus da dengue pode ocasionar manifestacdes clinicas que
variam desde febre indiferenciada denominada de febre da dengue ou dengue
classica (FD) até formas mais graves da doenca como FHD e SCD.

A FD é uma doenga de curta duracdo que se caracteriza por febre alta
(39° a 40°C), cefaléia, artralgia, mialgia, nauseas, vomitos, exantemas, dor retro-
orbital, leucopenia. A doenga raramente causa morte e os sintomas desaparecem
por volta de duas semanas, no entanto, alguns pacientes podem apresentar um
periodo de convalescenca prolongado, com grande debilidade fisica (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005).

A FHD é caracterizada por febre alta que permanece por 2 a 7 dias,
permeabilidade vascular, com conseqiente extravasamento de plasma, baixo
numero de plaguetas e falha circulatéria. Os sintomas iniciais da FHD sao
semelhantes aos da FD, mas o quadro evolui rapidamente e manifestacbes
hemorragicas tais como epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos 6rgaos sao
observadas e atribuidas ao aumento de permeabilidade vascular. Em casos leves a
moderados, 0s sinais e sintomas desaparecem logo apds o desaparecimento da
febre. No entanto, em casos severos pode haver comprometimento do sistema
circulatério e o paciente pode progredir rapidamente para choque hipovolémico,
denominado de sindrome do choque da dengue (SCD), e pode ser fatal (GUBLER,
1998). A maioria dos casos de FHD/SCD ocorre como resultado de uma infecgao
secundaria com um diferente sorotipo do virus da dengue. No entanto, estudos
demonstram que a liberagédo de citocinas imuno-mediadas por células dendriticas e
mondcitos, infectadas pelo virus da dengue, e endotélio vascular apresentam
relevancia na patogénese da FHD/SCD (LEONG et al, 2007).

Recentes observagbes indicam que o perfil clinico da doenga tem se
modificado e complicagcbes como encefalopatia, hepatomegalia com falha hepética
fulminante tém sido descritas com relativa freqtiéncia, nos casos de FHD (RIGAU-
PEREZ et al., 1998; NOGUEIRA et al., 2002). A mudanca na sintomatologia da
dengue pode ser causada por inumeros fatores, incluindo a cepa do virus infectante
e o estado imunolégico do hospedeiro. Duas hipbteses principais tém sido

estabelecidas para explicar a patogénese das formas graves da doenca. A primeira
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hipétese relaciona os fatores de viruléncia de determinadas cepas com o aumento
da patogenicidade (ROSEN, 1977, LEITMEYER et al., 1999; MESSER et al., 2002).
A segunda hipétese propde que o desenvolvimento de uma doenca mais severa da
dengue deve-se a uma infeccao secundaria com um sorotipo diferente da primeira
infeccdo, que seria responsavel pelo efeito de amplificacdo dependente de
anticorpos. O fenémeno de anticorpos potencializadores da infecgdo (ADE) ocorre
quando anticorpos heterotipicos ndo neutralizantes, provenientes de uma infecgéao
primaria por um dos sorotipos do virus da dengue, opsonizam a particula viral
infectiva durante uma infecgdo heterotipica subseqtiente, mas nao séo capazes de
neutralizar o virus. O complexo anticorpo subneutralizante-virus resultante liga-se a
receptores Fcy (FcyR) de mondcitos circulantes, facilitando, dessa forma, a infeccao
do virus nesse tipo celular, exacerbando a infeccdo e conseqlentemente
conduzindo para o desenvolvimento de uma doenca mais severa. (HALSTEAD et al.,
1977). Essas hip6teses ndo sao totalmente exclusivas e acredita-se que ambas

estejam envolvidas no desencadeamento de uma doenga mais severa.
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Fig. 1.8 — Modelo para amplificacdo dependente de anticorpos da replicagdo do virus da dengue.
Fonte: WHITEHEAD et al., 2007.

O RNA do virus da dengue tem sido identificado no fluido cérebro espinhal
(CSF) de pacientes com doenca da dengue de envolvimento neurologico desde
1978 (SUMARMO et al,, 1978, DOMINGUES et al., 2007). Estudos recentes
detectaram antigeno e RNA viral no tecido cerebral de humanos em casos fatais de
infeccdo pelo virus da dengue (BHOOPAT et al., 1996; MIAGOSTOVICH et al.,
1997; MIAGOSTOVICH et al., 2006). Ramos et al., (1998) demonstraram em um
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caso fatal de FHD a presenca de DENV-4, por imunohistoquimica, em neur6nios,
astrécitos, microglia e células endoteliais. Mais recentemente, Miagostovich et al.
(2006) detectaram o virus DENV-3 em seccdes do cérebro de um caso fatal através
da técnica de RT/PCR. Esses dados enfatizam a ocorréncia de encefalite viral
ocasionada pelo virus da dengue.

As manifestacdes neurolégicas mais freqlentes observadas em pacientes
durante a infeccdo da dengue sao encefalites (SOLOMON et al.,, 2000),
encefalomielite aguda disseminada (YAMAMOTO et al.,, 2002), encefalite aguda
disseminada pos-infecgéo, poliradiculoneurite aguda (PALMA-DA CUNHA-MATTA et
al., 2004), mononeurite (PATEY et al., 1993), e também encefalopatia sem encefalite
(CHOTMONGKOL et al., 2004). Sinais clinicos da doenga neuroldégica causada pelo
virus da dengue sdo associados a reduzidos niveis de consciéncia, severa dor de
cabeca, sinais neurolégicos focais e convulsdes (SOLOMON et al.,, 2000). A
fisiopatologia de envolvimento neuroldgico na infec¢do pelo virus da dengue pode
envolver a ocorréncia de edema cerebral, hemorragia cerebral, faléncia hepéatica
fulminante com encefalopatia portosistémica, anodxia cerebral, hemorragia
microcapilar e liberagdo de produtos toxicos (SUMARMO et al., 1983; LUM et al.,
1996) ou ainda meningites, encefalites, mononeuropatia e polineneuropatias
(BHOOPAT et al., 1996; MIAGOSTOVICH et al., 1997; RAMOS et al., 1998).

A patogénese das formas graves da dengue nao estd totalmente
compreendida. Estratégias que visam avaliar a interagdo entre o virus da dengue e
suas células alvo tém sido utilizadas para o conhecimento sobre a morfogénese e a
patogenicidade desses virus. A falta de um modelo animal que reflita as formas
severas da doengca da dengue € um obstaculo para o estudo dos aspectos
envolvidos na patogénese da dengue. A adaptacado de agentes virais humanos a
animais de laboratérios tem se mostrado um método usual para o estudo entre as
relagdes virus e hospedeiro (RICO-HESSE, 2007; SHRESTA et al., 2006). Embora a
entidade resultante de tais manipulagbes seja freqlientemente diferente daquelas
que ocorrem naturalmente em humanos, esse tipo de estudo pode servir como
modelo para o estudo de alguns mecanismos basicos envolvidos na patogénese
viral (COLE; WEISSEMAN, 1969). De acordo com esses conceitos, Despres et al.
(1998) estabeleceram um modelo murino de encefalite de dengue através de
passagens seriadas de DENV-1 FGA/89 (um isolado humano de FD) em cérebro de

camundongos e em células de linhagem AP61 (Aedes pseudocutellaris) para tentar
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compreender a neuropatologia da dengue. Apds seis passagens seriadas, duas
variantes neurovirulentas foram geradas, FGA/NA did e FGA/NA a5c, que
ocasionam encefalite fatal em apenas 10 dias poés-infeccdo. Determinantes
genéticos possivelmente responsaveis pela neuroviruléncia em camundongos foram
analisados através do sequienciamento do genoma completo ou parcial das cepas
neurovirulentas FGA/NA d1d e FGA/NA a5c, respectivamente. Foram identificadas
trés substituicdes de aminoacidos na proteina E e uma substituicdo no dominio
helicase da proteina NS3, que podem estar potencialmente envolvidas no fendétipo
de neuroviruléncia em camundongos. Bordignon et al, (2007), determinaram a
sequUéncia nucleotidica completa da cepa neuroadaptada FGA/NA a5c e mostraram
que apenas uma mutagdo Metige/Val na proteina E e a mutacdo Leusss/Ser na
proteina NS3 sado idénticas entre as duas cepas neuroadaptadas. Dessa forma, a
identificacdo de marcadores moleculares poderia contribuir para o entendimento da
patogénese da infeccdo pelo virus da dengue, bem como, fornecer subsidios que
possam explicar o envolvimento do sistema nervoso central em casos graves da

doenca.
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

A dengue tornou-se um problema de saude publica de expansdo mundial,
sendo causa de mais de 500 mil hospitalizagbes e 20 mil mortes por ano. Dados
epidemiolégicos recentes mostram que aproximadamente 250 mil casos de FHD e
SCD ocorrem anualmente e epidemias com alta freqiéncia de casos severos e
atipicos de dengue continuam a expandir geograficamente. As principais
caracteristicas clinicas da forma severa da dengue incluem hemorragia,
comprometimento do figado e encefalopatia. Observagdes recentes demonstram
que manifestagdes neuroldgicas tém se tornado cada vez mais freqlentes em
paciente com FD ou FHD. No entanto, apesar da alta morbidade e mortalidade
associadas a infeccao pelo virus da dengue, pouco se conhece sobre a patogenia
da dengue e até o presente momento ndo ha uma vacina licenciada eficaz ou
terapias antivirais especificas contra o virus.

O sistema nervoso central (SNC) de camundongos neonatos tem sido utilizado
como uma alternativa para o estudo da fisiopatologia e caracterizacdo de
determinantes genéticos e fatores virais envolvidos na doenca causada pelo virus da
dengue.

A fim de melhor compreender a neuropatologia da dengue, mapear e confirmar
o envolvimento de possiveis marcadores moleculares de neuroviruléncia
potencialmente envolvidos na aquisicdo de um fendtipo viral neurovirulento em
camundongos, os principais objetivos deste trabalho foram:

e Adaptar as cepas de DEN-1 FGA/89 e BR/MR-01 através de
sucessivas passagens em cérebros de camundongos neonatos, a fim de obter
variantes neuroadaptadas.

e Determinar a seqliéncia nucleotidica completa ou parcial de todas as
cepas virais estudadas e comparar as seqléncias genémicas das variantes
neuroadaptadas com as cepas parentais.

e |dentificar a presenca de mutagdes pontuais ou conjunto de mutagdes
nos dominios das proteinas virais, eventualmente implicadas na patogenicidade
dos virus.

e Comparar a aquisicdo do fendtipo de neuroviruléncia entre as

variantes neuroadaptadas e as cepas parentais.
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¢ Analisar a habilidade das variantes neuroadaptadas causarem danos
no sistema nervoso central (SNC) de camundongos, através de analises
histopatoldgicas e ultra-estruturais.

e |dentificar a presenca de antigeno viral no SNC de camundongos
infectados com as variantes neuroadaptadas, através da técnica de
imunocitoquimica ultra-estrutural.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solucoes e tampoes

- Acetato de amoénio: 750 mM

- PBS/gelatina: PBS, 0,2% gelatina

- PBS/glicerol: 1x PBS, 10% glicerol

- PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na;HPO4 x7H-0, 1,5 mM KH2PO4

- Solucao 2.5 mM dNTPs: mistura de 2.5 mM de cada desoxiribonucleotideos
trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)

- Solucao Carboxi Metil Celulose (CMC): 32% de CMC em agua MQ

- Solucao de cloroférmio/alcool isoamilico: Cloroférmio (24V), alcool isoamilico
(1V)

- Solucao de fenol/cloroformio/alcool isoamilico: Fenol saturado com 100 mM
Tris base pH 7.0 (25V), cloroférmio (24V), alcool isoamilico (1V)

- Solucao de sacarose 30%: 30% de sacarose em TNE

- Solucao de sacarose 60%: 60% de sacarose em TNE

- Solucao Triton: 0,5% de Triton X100 em PBS

-~ STE : 10 mM Tris HCI (pH 7.5), 10 mM NaCl 5M, 1 mM EDTA 0,5 M (pH 8.0)

_ Tampao da Fosfatase Alcalina (AP-Buffer): 100 mM Tris-HCI pH 9,5 1 M,
100 mM NacCl, 5 mM MgCl,

- Tampao de amostra para DNA 10x: 25% Ficoll (tipo 400), 0,25% azul de
bromofenol, 25% xileno cianol

- 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)

- TBS-Tris: 1 M Tris HCI (pH 8.0), 5 M NaCl

- TNE: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA
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3.2 Meios de cultura

- lIscove’s medium completo para cultivo de células Vero: Meio Iscove’s
(GIBCO®) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 25 pg/mL
gentamicina.

- Leibovitz’s L-15 medium completo para cultivo de células C6/36: Meio L-15
comercial (GIBCO®) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB), 2% de
triptose e 25 pg/mL gentamicina.

- Leibovitz’s L-15 medium completo para cultivo de células AP-61: Meio L-15
comercial (GIBCO®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 0,55%
de triptose e 25 pg/mL gentamicina.

- MEM medium completo para cultivo de células Neuro2a: Meio MEM
comercial (GIBCO®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 1x

solugéo de aminoacido essencial (GIBCO®), 25 ug/mL e gentamicina.

3.3 Linhagens celulares

- AP-61: células de larvas de Aedes pseudoscutellaris
- €6/36: células da glandula salivar de Aedes albopictus clone C6/36 (ATCC)
- Neuro2a: Células de neuroblastoma murino (ATCC)

- Vero: células de rim de macaco verde africano (ATCC)

3.4 Animais de experimentacao

- Camundongos: Camundongos (Mus muscullus) suicos
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3.5 Cepas virais

- DENV-1 FGA/89 (Genbank numero de acesso AF226687)
- DENV-1 BR/01-MR (Genbank numero de acesso AF513110)
- DENV-1 FGA/NA-P6 (Genbank numero de acesso EF122231)

3.6 Histérico de passagens das cepas virais

Duas cepas de DENV-1 distintas (FGA/89 e BR/01-MR), caracterizadas
molecular e biologicamente, foram selecionadas para o processo de neuroadaptacao.
A cepa FGA/89 foi isolada do soro de um paciente com DF, durante a epidemia de
1989 na Guiana Francesa (DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL, 1993). A cepa BR/01-
MR, um isolado clinico recente do Parand, foi obtida a partir do soro de um paciente
com DF e caracterizada em nosso laboratério (DUARTE DOS SANTOS et al., 2002).
O virus FGA/89 foi amplificado em células da linhagem AP-61 (Aedes
pseudocutelaris) e purificado pelo ensaio em placa (DESPRES, FRENKIEL;
DEUBEL, 1993).0 virus BR/01-MR foi amplificado por baixas passagens
(5 passagens) em células da linhagem C6/36 (aedes albopictus). Todos o0s estoques
virais, utilizados neste estudo, foram gerados em células de mosquito C6/36 e
purificados em gradiente de sacarose, conforme descrito por Gould et al., (1985). O
titulo viral foi determinado pela técnica de titulagao viral por imunodeteccao de foco
(FIA) em células C6/36, de acordo com Despres, Frenkiel e Deubel, (1993).

As cepas virais selecionadas para este trabalho diferem quanto as suas
seqliéncias nucleotidicas e aminoacidicas e quanto a presenca de efeito citopatico
em células de inseto.

Toda a manipulagéo dos virus foi realizada em cabine de segurancga bioldgica

classe Il.
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3.7 Neuroadaptacao de virus dengue em modelo murino

Para o processo de neuroadaptacao, seis grupos (passagens 1 a 6) de no
minimo 9 camundongos sui¢cos neonatos (até 48h apds o nascimento) foram
infectados via intracerebral (i.c.) (GOULD; CLEGG, 1985) com os virus FGA/89 ou
BR/01-MR. A dose viral inicial, expressa em unidades formadoras de foco (FFU), foi
estabelecida anteriormente por Després et al. (1998) e consistiu de 102 FFU de 50%
da dose letal (DLsg) i.c. de FGA/89 (DLsg i.c. = 10’ FFU). Para a neuroadaptacéo de
BR/01-MR estabeleceu-se a mesma dose inicial de 1.0 x 10° FFU/camundongo. Os
virus purificados foram separadamente diluidos em meio de cultura celular L-15 sem
SFB para uma concentragdo de 1.0 x 10° FFUcg 36/ 40 pL e utilizados para infectar o
primeiro grupo de camundongos (P1). Os grupos P2 a P7 foram infectados com uma
suspensao dos cerebros infectados do grupo precedente. Portanto, a suspensao de
P1 era utilizada para infectar diretamente P2 e P2 para infectar diretamente P3 e
assim sucessivamente (ver esquema 1). Oito dias apés a infec¢édo (dpi), trés animais
de cada grupo foram sacrificados por andxia, utilizando CO,, para a coleta do tecido
cerebral. O restante dos animais era observado por mais 13 dias para analise do
aparecimento dos sinais de encefalite e morte. Os tecidos cerebrais dos animais
sacrificados (pool de trés animais) foram homogeneizados, pesados e utilizados
tanto para o a obtencdo de uma suspensdao 10% quanto para a extracdo do RNA
viral. A suspensdo 10% sob o peso do homogeneizado do tecido cerebral de trés
camundongos infectados foi preparada em PBS contendo 50 pg/mL gentamicina,
filtrada a 0,22 pm e utilizada para infectar i.c. (40 pL/animal) outro grupo de animais
e gerar a passagem subsequiente. Os mesmos procedimentos foram repetidos
sucessivamente até a passagem 6 (P6) ou 7 (P7). A suspensao 10% resultante de
cada uma das passagens dos virus em cérebro de camundongos foi utilizada para
titulacdo viral por FIA em cultura de células C6/36. Os procedimentos foram
igualmente realizados até a P4 em camundongos inoculados com o controle
negativo (mock), purificado em gradiente de sacarose, para serem utilizados como
controle da inoculagdo i.c. e assegurar a infectividade e letalidade dos virus.

Os experimentos com animais foram aprovados pelo comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal do Parand (CEP/UFPR
23075.002948/2007-14).
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Esquema 1: Neuroadaptacao de virus dengue em modelo murino
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3.8 Titulacao viral por imunodeteccao de foco (FIA)

A producao de particulas virais no tecido cerebral de camundongos infectados
durante o processo de neuroadaptacao foi avaliada através da técnica de titulagao
viral por FIA. Para tanto, células C6/36 foram semeadas em placas de 24 pogos para
conter 1.0 x10° células/pogo e infectadas com diluicdes seriadas (1:10 em meio L-15
sem SFB) da suspensao 10% do tecido cerebral de camundongos de cada uma das
passagens. O in6culo (400 pL/pogo) 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 Carboxi Metil Celulose
(CMC) 32%. As culturas de células foram incubadas em estufa a 27 °C por 10 dias.
Para a revelacao dos focos de infeccdo, as células foram lavadas com PBS para
completa remogdo 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 policlonal monoespecifico
para DENV-1, Hawaii, (1:100 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 (Sigma®) em estufa a 37 °C por 30 min.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e reveladas ap6s a adigdo do
substrato insoluvel para fosfatase alcalina (BCIP e NBT, Promega®) diluidos em
tampéao AP.
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3.9 Caracterizacao genémica dos virus neuroadaptados

Para determinar a dindmica de aquisi¢cdo do fen6tipo neurovirulento dos virus
FGA/89 e BR/01MR e determinar as mutagées de aminodacidos envolvidas neste
processo de neuroadaptacao, o RNA viral correspondente aos genes que codificam
as proteinas E e NS3 das passagens 1, 3 e 5 e 0 genoma completo das passagens
2, 4 e 6 foram submetidos a amplificacdes através de transcricdo reversa e reacao
em cadeia da polimerase (RT/PCR) utilizando-se oligonucleotideos especificos.

Posteriormente, a seqiiéncia nucleotidica correspondente foi determinada.

3.9.1 Preparacao do RNA viral

O RNA viral de cada uma das passagens foi extraido a partir de 30 mg de
tecido cerebral macerado de um pool de trés camundongos 8 dpi, utilizando tanto o
kit comercial RNeasy mini Kit (QIAGEN®) quanto a técnica de extragdo de acidos
nucléicos por fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. O RNA extraido com o kit comercial,
de acordo com as instru¢des do fabricante, foi ressuspenso em 60 pL de tampao de
eluicao e aliquotas de 30 uL foram mantidas a — 70 °C.

Para a extragdo de RNA pelo método de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico,
30 mg de tecido cerebral macerado infectado foi ressuspenso em 450 uL de agua
ultrapura livre de RNase (Dietilpirocarbonato-DEPC) e, em seguida, adicionava-se
10% de SDS e B-mercaptoetanol para a concentracao final de 1%. A suspensao era
homogeneizada e incubada a 70 °C por 3 minutos. Em seguida, adicionava-se a
amostra igual volume (500 pL) da solugdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1), e ap6s homogeneizagao, centrifugava-se a mistura a 16.000 rpm por
2 min. A fase aquosa da solugcao era transferida para um novo tubo eppendorf livre
de RNase, contendo o mesmo volume inicial (500 pL) de cloroférmio/isoamilico
(24:1) e repetia-se o processo. A fase aquosa era novamente coletada em um novo
tubo eppendorf livre de RNase e o material era tratado com 10 uL de RQ1 DNase

livre de RNase a 37 °C em banho-maria por 30 min. Em seguida, as amostras eram
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submetidas as etapas de extracdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e
cloroférmio/lsoamilico (24:1), como descrito anteriormente e o RNA precipitado com
3 M acetato de sddio (1:10 do volume da amostra) e etanol absoluto (2,5V) a— 70 °C,
durante a noite. No dia seguinte, as amostras eram centrifugadas a 14.000 rpm por
10 min a 4 °C e o sobrenadante descartado. Ao sedimento resultante, adicionava-se
500 pL de etanol 70 % livre de RNase e centrifugava-se a 14.000 rpm por 5 min. a
4 °C. O sobrenadante era descartado e o sedimento seco a temperatura ambiente,
ressuspenso em 60 uL de agua ultrapura DEPC e aliquotas de 30 uL eram mantidas
a-70°C.

3.9.2 Reacao de transcriptase reversa (RT)

O RNA viral extraido do tecido cerebral de camundongos infectados foi
convertido a uma copia complementar de DNA (cDNA), através de amplificacéo
enzimatica utilizando-se o kit Improm Il Reverse Trasnscriptase (Promega®) e
oligonucleotideos iniciadores complementares ao genoma viral, especificos para
DENV-1 (Tabela 3.1). O passo inicial da reagao consistiu na incubagao de 5 pL de
RNA misturado a 1 pL (5 pmol/uL) do oligonucleotideo iniciador em um termociclador
(Eppendorf, Mastercyclers) a 70 °C durante 5 min. Em seguida, adicionou-se uma
mistura contendo: 4 yL do tamp&o comercial de reacao (5x), 2,4 yL de MgCl 2,7 yL
de uma solucao de 2.5 mM dNTPs, 0.5 uL de RNase OUT (40 U/uL) (Invitrogen®),
1 uL de Improml™ (5 U/uL) (Promega®) e agua ultrapura DEPC para volume final
de 20 pL. A reagédo foi incubada a 25 °C por 5 min. e, em seguida, a 50 °C por 1 h.

3.9.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O genoma completo e os genes correspondentes as proteinas E e NS3 de
DENV-1 foram amplificados por PCR a partir do cDNA sintetizado com
oligonucleotideos iniciadores especificos para DENV-1 (Tabela 3.1), utilizando-se o
kit TripleMaster PCR System (Eppendorf®). A reacdo de PCR consistiu de: 5 pL de
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cDNA, 2,7 pyL de uma solucao de 2.5 mM de dNTPs, 2 yL de tampao comercial de
reacdo (10x HighFidelity buffer with Mg?*), 2 uL (5 pmol/uL) de cada oligonucleotidio
iniciador, 0.3 pL da enzima Triple Master (5 U/uL) e agua ultrapura para volume final
de 20 uL. A PCR foi submetida aos seguintes ciclos de temperatura: 1 ciclo de 94 °C
por 3 min. seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 seg.; 52 °C por 30 seg. e 68 °C por
2 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
amplicons correspondentes as regides gendmicas determinadas foram purificados
utilizando-se o kit High Pure PCR (Roche®), seguindo o protocolo do fabricante e
ressuspensos em 50 uL de &gua ultrapura ou foram isolados a partir do gel de
agarose 0,8% apos separacao por eletroforese e purificados com o QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen®) de acordo com o protocolo do fabricante e ressuspensos

em 50 pL de tampao de eluigéo.

Tabela 3.1 — Oligonucleotideos iniciadores especificos para DENV-1 utilizados nas reagbes de

RT/PCR

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA REGIAO
GENOMICA*
DENV-1 5'SP6 + 5-CGCTCGAGCATACGATTTAGGTGACACTATAGAG 5°UTR (1-24)
TTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAG- 3
DENV-1 M5"+ 5-ACAAACGTTCCGTGGCACTGGCCCCACAT-3 C (701-730)
DENV-1 EcoApa - 5-CCTTGTGTTGGACATCTTGAATCGGTGGTGG-3 E (1.143-1.167)
DENV-1 PhD20 + 5-GACTTCGGTTCTATAGG-3 E (2.193-2.212)

DENV-1 CN12 - 5-GCATCTCCTACAACCACTG-5 NS1 (2.679-2.698)
DENV-1 CN2+ 5-GCGTATCAATAATGATTG-3 NS2A (3.525-3.533)
DENV-1 CN13- 5-GAAGAACCTCTCTGGATG-3 NS2A (3.763-3.780)
DENV-1 NS2b+ 5-AGTTGGCCCCTCAATGAAGGA-3 NS2A (4.129-4.150)
DENV-1 CN 11- 3-GTCACCACTCCATTTCC-5 NS3 (4.969-4987)

DENV-1 + 28Mer

5-CCGCTCGAGATATCTTCCAGCCATAGTCCGT
GAGGC- 3

NS3 (5.127-5.155)

DENV-1 CN20- 5-GTGACAACATAGTCCCAGTC-3 NS3 (5.722-5.742)
DENV-1 CN18+ 5-CACACCAGAAGGGATCATCCC-3’ NS3 (6.019-6.041)
DENV-1 CN21- 5-CGGCGGCTACATGGCCAATCCC-3 NS4A (6.865-6.884)
DENV-1 CN28+ 5-GATGCGGACCACATGGGCC- 3 NS4B (7.377-7.396)
DENV-1 CN27- 5-GGCTTCAGATCTGTCCACCTCC-3 NS4B ( 7.675-7.696)
DENV-1 CN30 + 5- GTGCCACGTGTGTCTACAACATG- 3 NS5 (8.910-8.932)
DENV-1 CN31- 5-GCTGGTCTTTGCACCCTCACTG-3 NS5 (9.302-9.321)
DENV-1 CN33 + 5-GGAGAGACCTGAGACTAGCGGC-3’ NS5 (9.875-9.897)
DENV-1 CN15- 5-CCCCACGATGGAGCCACAGGC-3’ 3'UTR (10.433-10.455)
DENV-1 D10 - 5-CGCTCGAGGCTCTTCGAGAACCTGTTGATTCA 3'UTR (10.715-10.735)

ACAGC-3

* contando a partir do 1°nucleotideo do genoma.
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3.9.4 RT/PCR a partir de amostras de RNA viral sem CAP e ligado nas
extremidades 5°/3’ nao traduzida (UTR) do genoma

A seqléncia nucleotidiaca da regido 5 e 3 UTR do virus neuroadaptado
FGA/NA P6 foi determinada apés a remocédo do cap e posterior ligacdo do RNA,
utilizando-se o kit comercial Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) (EPICENTRE®).
A reacdo para a remocdo do cap consistiu de uma mistura de 43 pL de RNA,
extraido com o kit comercial RNeasy mini Kit (QIAGEN®) conforme descrito no item
3.9.1, 5 pyL do tampéao comercial de reagédo (70x Tap buffer) e 1 uL de RNase Out
(40 U/uL) (Invitrogen®), a qual foi incubada a 37 °C por 1h. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de agua ultrapura DEPC para extracdo do RNA pela técnica de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, conforme descrito no item 3.9.1. O RNA foi
ressuspenso em 43 pL de agua ultrapura DEPC. O RNA 5 monofosforilado,
resultante, foi ligado a sua regido 3’ hidroxilada, utilizando-se 1 puL da enzima T4
RNA ligase (20 U/uL) (BioLabs®), 5 pL do tampao comercial 10x, 1 uL da enzima
RNase Out (40 U/pL) (Invitrogen®) e 43 pL do RNA. A mistura foi incubada por
30 min. a 37 °C e, em seguida, incubada por 5 min. a 65 °C, para inativar a acao da
enzima T4 RNA ligase. Em seguida, foram adicionados 50 uL de agua ultrapura
DEPC a mistura e o RNA foi precipitado pela técnica de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico e resssupenso em 11,2 uL de agua ultrapura DEPC. 5,6 L do RNA ligado
foram misturados com 2,5 uL (100 pmol/uL) de random primer e utilizados para a
reacao de transcriptase reversa, conforme descrito no item 3.9.2,. A fita de cDNA foi
sintetizada a 42 °C por 1h. Em seguida, 4 uL do cDNA obtido foram utilizados para
cada reacdo de PCR, conforme descrito no item 3.9.3, utilizando-se 3 pL (5 pmol/uL)
do oligonucleotidio iniciador de polaridade positiva CS2 (5’-GTCAATCCATGC-3’) e
3 upL (5 pmol/ul) do oligonucleotidio iniciador de polaridade negativa
PhD5 (5-TTTGACCACACGAGGGGGAGAGCCACACATGAT-3’). Em outra reacao
utilizou-se 3 pL (5 pmol/uL) do oligonucleotidio iniciador de polaridade positiva
CN26 (5-GTCAAGGCCGAAAGCCACG-3) e 3 pL (5pmol/uL) do oligonucleotidio
iniciador de polaridade negativa D2
(5-ATTGCACCAGCAGTCAACGTCATCTGGTTC-3). O ciclo de amplificacao
consistiu de uma incubagao a 95 °C por 3 min., seguida de 40 ciclos de 95 °C por

30 min, 62 °C por 30 min. e 68 °C por 2 min. Aliquotas das amostras de DNA
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amplificadas (1:10) foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio. Os amplicons correspondentes as regides
gendmicas determinadas foram purificados utilizando-se o kit High Pure PCR
(Roche®), de acordo com as instrucoes do fabricante e ressuspensos em 50 L de
agua ultrapura, e submetidos ao seqUenciamento nucleotidico com

oligonucleotideos especificos para DENV-1, conforme descrito a seguir.

3.9.5 Seqiienciamento nucleotideo e analise dos dados de seqliéncia

Os amplicons obtidos foram sequenciados, utilizando-se o kit Thermo
Sequenase (USB Inc., Ohio®?). Para cada produto de PCR a ser sequenciado,
aproximadamente 100 ng de DNA foi adicionado a uma mistura contendo
0.7 uL (5 pmol/uL) de oligonucleotideo iniciador especifico para DENV-1, 4 uL de
Dye Terminator seqliencing mix e agua ultrapura para volume final de 10 pyL. A
mistura foi submetida as seguintes condigcdes de temperatura: 1 ciclo de 96 °C por
2 min., seguido de 30 ciclos de 96 °C por 20 seg.; 52 °C por 20 seg. e 60 °C por
4 min. Os oligonucleotideos utilizados na PCR e outros oligonucleotideos internos ao
fragmento foram utilizados para sequenciar o fragmento inteiro. As reacdes de
seqliéncia foram precipitadas com acetato de amoénio (1:10) e 50 pyL de etanol 100%
ao abrigo da luz por 20 min. e, em seguida, centrifugadas a 3.600 rpm por 45 min.
Os sobrenadantes foram descartados, os sedimentos lavados com 150 pyL de 70%
etanol e centrifugados a 3.600 rpm por 15 min. As reagdes foram incubadas a 37 °C
por 20 min., para completa evaporagdo do etanol, e ressuspensas em 10 uL de
formamida. As reagdes de seqiéncia foram determinadas em sequUenciador ABI
3100 pelo método BigDye7 Terminator (Applied Biosystems Inc®®). As seqiiéncias
nucleotidicas foram  analisadas através do pacote de  programas
Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org). As sequéncias nucleotidicas completas de

FGA/89 e BR/01-MR foram retiradas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), através

dos numeros de acesso: AF226687 e AF513110, respectivamente, e utilizadas para

andlise comparativa com as seqiéncias nucleotidicas obtidas neste estudo.
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O software CLUSTALw (THOMPSON et al., 1994; 1997) foi utilizado para
alinhar seqiiéncias e o software MegaAlign (DNASTAR, Inc, ) para quantificar

diferengas de nucleotideos e aminoacidos entre as diferentes cepas virais.

3.10 Estrutura grafica de proteina

O prototipo da seqiéncia de FGA/89 foi modelado para o conhecimento da
estrutura tridimensional pelo Swiss-model server (www.swissmodel.expasy.org). A
estrutura 2BMF do dominio RNA helicase de DENV-2 (XU et al., 2005) foi

selecionada como a estrutura mais similar e toda a analise tridimensional foi

realizada através dessa estrutura utilizando o programa PyMol
(DELANO; BROMBERG, 2004).

3.11 RT/PCR quantitativa em tempo real

Para quantificar o RNA viral presente no tecido cerebral de camundongos
infectados e na suspensao viral 10 % do tecido cerebral macerado durante o
processo de neuroadaptagdo das cepas FGA/89 e BR/01-MR, realizou-se reagdes
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT/PCR), de acordo com o
protocolo descrito por Poersch et al., (2005). O RNA presente no tecido cerebral de
camundongos 8 dpi de cada uma das seis passagens da cepa FGA/89
neuroadaptada (FGA/NA-P1 a P6) e da sexta e sétima passagens da cepa
BR/01-MR neuroadaptada (MR/NA-P6 e P7) foi extraido com o kit comercial RNeasy
mini Kit (QIAGEN®), conforme descrito no item 3.9.1., eluido em 50 pyL de tampéao
de eluicdo e utilizado para as reagdes de quantificacdo. O RNA presente na
suspensado 10% do tecido cerebral das passagens FGA/NA-P1 a P6 foi extraido a
partir 70 pL da suspensdo 10%, utilizando-se o kit comercial Qiamp RNA
(QIAGEN®), de acordo com o protocolo do fabricante, eluido em 50 pyL de tampao

de eluicdo e utilizado para as reacdes de quantificacdo. O RNA extraido do tecido
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cerebral do mock (camundongos inoculados com PBS contendo 50 pg/mL
gentamicina) foi utilizado como controle negativo da reagao.

A gRT/PCR foi realizada no ABI PRISM 7000 sequence Detection System
(Aplied Biosystems®). As amostras foram ensaiadas em 25 yL de reagao, contendo
5 uL do RNA extraido e 20 pL da mistura contendo a concentragdo recomendada de
MultiScribe enzymeplus RNase Inhibitor e TagMan Universal RT-PCR Master Mix
(Aplied Biosystems®). Todas as reag¢des continham 200 nM de oligonucleotideos
especificos para DENV-1 e 300 nM da sonda especifica para DENV-1 (Tabela 3.2).
As condi¢6es de temperatura para a PCR consistiram de: 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 60 seg.

Os dados da amplificagcdo do RNA viral por gRT/PCR foram normalizados,
utilizando-se o gene de expressao constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
de Mus musculus (murGAPDH). Para tanto, 5 pL do RNA viral de cada uma das
passagens do processo de neuroadaptacdo foram submetidos a uma reacao de
transcricao reversa utilizando o kit /mpron Il Reverse Trasnscriptase (Promega®),
conforme descrito no item 3.9.2, e 20 uM do oligonucleotideo iniciador Oligo(dT). A
reacao de cDNA foi incubada a 42 °C por 2 h. Para a reacédo de qRT/PCR, 25 uL da
reacao, contendo 5 pL do cDNA e a concentracdo recomendada de SYBR Green
Master Mix (Aplied Biosystems®) além dos oligonucleotideos iniciadores especificos
de murGAPDH foram submetidas as seguintes condicdes 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
60 seg. A curva de dissociacéao foi utilizada para verificar a especificidade do produto
e consistiu de uma incubagcado em que temperatura foi aumentada de 60 °C a 96 °C

numa taxa de aproximadamente 1 °C/40 seg., com leitura continua da fluorescéncia.

Tabela 3.2 — Oligonucleotideos iniciadores e sonda especificas para DENV-1 utilizados nas reagbes

de qRT/PCR
OLIGONUCLEOTIDEOS e REGIAO
SEQUENCIA GENOMICA*
DENV-1 polaridade positiva 5-GCTGATGCTGGTGACACCAT- 3 E (907-926)
DENV-1 polaridade negativa 5-TCGACGAAGTCTCTGTTGCCTAT-3’ E (950-972)

DENV-1 sonda 5-CCCACGCATCGCATGGCCAT- 3 E (929-948)
MurGAPDH’ polaridade positiva 5- CGACTTCAACAGCAACTCCCACTC- 3 -
MurGAPDH'’ polaridade positiva 5- CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC-3

* contando a partir do 1°nucleotideo do genoma.
« gene de expressao constitutiva gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Mus musculus



35

3.12 RT/Nested — PCR

O método de diagndstico por RT/Nested-PCR, estabelecido por Lanciotti et al.
(1992), permite a detecgao rapida e tipagem dos virus da dengue e foi utilizado (com
pequenas modificagdes), neste trabalho, para a identificagdo do virus da dengue nas
passagens 3, 4, 5, 6 e 7 da cepa MR/NA em cérebros de camundongos. O virus
FGA/NA P6 foi utilizado como controle positivo da reacao. Uma cinética de infeccao
do virus MR/NA-P6 foi realizada para detecgdo do RNA viral no tecido cerebral de
camundongos, através da técnica de RT/Nested-PCR. Para tanto, um grupo de
11 animais foi infectado com MR/NA-P5 e em cada ponto da cinética (2 dpi, 4 dpi,
6 dpi e 8 dpi) os cérebros de dois animais eram coletados para extracdo do RNA
com o kit comercial RNeasy mini Kit (QIAGEN®), conforme descrito no item 3.9.1. O
RNA viral extraido de FGA/NA-P6 foi utilizado como controle positivo nas reacdes e
o RNA extraido do mock em cérebro de camundongos foi utilizado como controle
negativo.

O RNA extraido das amostras foi submetido a sintese de uma cadeia de
cDNA, descrito no item 3.9.2, utilizando-se 4 uL do RNA viral e 1 uL (32 ng/uL) do
oligonucleotideo iniciador D2, cuja sequiéncia nucleotidica encontra-se descrita no
item 3.9.4. A mistura do RNA com o oligonucleotideo foi incubada por 1h a 42 °C em
um termociclador Eppendorf, Mastercyclers. O cDNA viral foi amplificado por PCR
utilizando-se o kit Tag DNA polimerase (Invitrogen®). A reacao consistiu de: 4 uL da
reacdo de cDNA, 20 pL de uma solugéo de 2.5 mM de dNTPs, 10 pyL de tampéo
comercial de reacado 10x, 3 uL de MgCl,, 2 uL (320 ng/uL) de cada oligonucleotideo
iniciador D1 modificado (5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3) e D2,
complementares a sequUéncias comuns a todos os sorotipos do virus da dengue,
1,4 uL da enzima Taq DNA Polymerase (5 U/uL) e agua ultrapura para volume final
de 50 pL. O ciclo de amplificagdo consistiu de: 1 ciclo de 94 °C por 3 min., seguido
de 35 ciclos de 94 °C por 30 seg.; 58 °C por 30 seg. e 72 °C por 1 min. Um segundo
ciclo de amplificacao (Nested-PCR) foi realizado a partir de 1 uL da reacédo de PCR1
adicionado a uma mistura contendo: 5 pL de uma solucdo de 2.5 mM de dNTPs,
10 yL de tampéo comercial de reacdo 10x, 3 yL de MgCl,, 2 pL (320 ng/uL) do
oligonucleotideo iniciador de polaridade positiva D1, 2 pL (320 ng/ul) de cada

oligonucleotideo iniciador de polaridade negativa TS1
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(5-GGTCTCAGTGATCCGGGGG-3'), TS2 (5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3),
TS3 (5'-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3), TS4
(5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3), 1,4 uL da enzima Taqg DNA Polymerase
(5 U/uL) e agua ultrapura para volume final de 50 pL. O ciclo de amplificacao
consistiu de: 1 ciclo de 94 °C por 3 min., seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 seg.;
60 °C por 30 seg. e 72 °C por 1 min. As amostras (1:10) foram analisados em gel de

eletroforese 1 %, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio.

3.13 PCR genérico para flavivirus

O RNA extraido, conforme descrito no item 3.9.1, a partir do tecido cerebral
de camundongos infectados com a cepa MR/NA-P6 foi utilizado como molde para a
sintese de uma fita de cDNA, conforme descrito item 3.9.2, utilizando-se 4 pL do
RNA viral e 2,5 pyL (100 pmol/uL) de random primer. A fita de cDNA foi sintetizada
com uma incubacao de 42 °C por 1 h. O RNA viral extraido da cepa FGA/NA-P5 foi
utilizado como controle positivo nas reacdes e o RNA extraido do mock em cérebro
de camundongos foi utilizado como controle negativo.

Os cDNAs sintetizados foram utilizado para identificacdo de virus
pertencentes ao género Flavivirus pela técnica de PCR, conforme descrito Sanchez-
Seco et al., (2005), utilizando-se o kit TripleMaster PCR System (Eppendorf®). A
reagcao consistiu de: 5 yL de cDNA, 2,7 yL de uma solugéo de 2.5 mM de dNTPs,
2 pL de tampao comercial de reagdo (10x HighFidelity Buffer with Mg?*), 2 uL
(5 pmol/uL) do oligonucleotidio iniciador genérico de flavivirus F1 de polaridade
positiva (5-GATCTCTIGGITGTCGGIIGIGGIGAGITGG-3) e 2 pL (5 pmol/uL) do
oligonucleotidio iniciador genérico de flavivirus F1 de polaridade negativa
(5’-TCCCAICCIGCIGATGATCGATCIGC-3’) e 0.3 pL da enzima Triple Master®
(5 U/uL) e agua ultrapura para volume final de 20 yL. A PCR foi submetida aos
seguintes ciclos: 1 ciclo de 94 °C por 3 min. seguido de 40 ciclos de 94 °C por
30 seg., 47 °C por 30 seg. e 68 °C por 1 min. e 15 seg. Uma Nested-PCR foi
realizada a partir de 5 pl da reacdo de PCR1 adicionado a uma mistura contendo:
2,7 uL de uma solucao de 2.5 mM de dNTPs, 2 uL de tampao comercial de reagao
(10x HighFidelity Buffer with Mg?*), 2 uL (5 pmol/uL) do oligonucleotidio iniciador
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genérico de flavivirus F2 de polaridade positiva
(5>-TCGTCGATITCATCAATCATCGCATGGG-3) e 2 puyL (5 pmol/uL) do
oligonucleotidio iniciador genérico de flavivirus F2 de polaridade negativa
(5’-CAGATGITCTCGTTCGATTIAIGAAAICC-3’), 0.3 pyL da enzima Triple Master®
(5U/uL) e agua ultrapura para volume final de 20 yL. A PCR foi submetida aos
seguintes ciclos de temperatura: 1 ciclo de 94 °C por 3 min. seguido de 40 ciclos de
94 °C por 30 segq., 47 °C por 30 seg. e 68 °C por 20 seg. Aliquotas das amostras de
DNA amplificadas (1:10) foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%,
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

3.14 Reacao de PCR para identificacao dos virus herpes simples (HSV) e
varicella-zoster (VSV)

O DNA extraido a partir de 30 mg de tecido cerebral macerado de um pool de
trés camundongos infectados 8 dpi com a variante MR/NA-P6 foi analisado por PCR
para a presenca de virus herpes simples (HSV) e do virus da varicella-zoster (VZV).
As amostras FGA/NA-P6 e mock em cérebro de camundongos foram utilizadas
como controles nas reacdes. O sobrenadante de cultura de células infectadas com
isolados clinicos de HSV e VZV foram gentilmente cedidos pelo laboratério de
Virologia do Hospital de Clinicas (HC) de Curitiba e utilizados como controle positivo
nas reagdes. O DNA das amostras foi extraido através da técnica de extracao de
acidos nucléicos por fenol/cloroformio/alcool isoamilico, conforme descrito no item
3.9.2, excluindo-se a etapa de tratamento com DNase.

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por
Johnson et al. (2000), utilizando-se o kit Tag DNA polimerase (Invitrogen®). Cada
reagao consistiu de: 10 yL de DNA, 5 pL de uma solucao de 2.5 mM de dNTPs, 5 uL
de tampé&o comercial de reagao (70x Buffer), 1,5 yL de MgCly, 3 uL (10 pmol/uL) de
cada oligonucleotideo iniciador, 2,5 pL de dimetil sulféxido (DMSO-Sigma) 1 uL da
enzima Taq DNA Polymerase (5U/pL) e agua ultrapura para volume final de 50 pL.
Os oligonucleotideos HSV-P2 (5-GTGGTGGACTTTGCCAGCCTGTACCC-3) e
HSV-P2 (5-TAAACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA-3’) foram utilizados para

amplificar cinco tipos de virus herpes humano e o0s oligonucleotideos
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VZV-P1 (5-GTCGTGTTTGATTTTCAAAGTTTATATCC-3) e VZV-P2
(5-ATAAACACACAATCCGTATCACCATAAATAACCT-3’) foram utilizados para
amplificar trés tipos de virus varicella. O ciclo de amplificagdo para HSV consistiu de:
1 incubacéao a 95 °C por 12 min., seguido de 3 ciclos de 95 °C por 1 min., 60 °C por
1 min. e 72 °C por 1 min., 37 ciclos de 95 °C por 1 min., 55 °C por 45 seg. e 72 °C
por 1 min. € uma incubacao final a 72 °C por 3 min. O ciclo de amplificagdo para
VZV consistiu de: 1 incubagéao a 95 °C por 10 min., seguido de 40 ciclos de 95 °C
por 1 min., 47 °C por 1 min. e 72 °C por 1 min e uma incubacdao final a 72 °C por 3

min.

3.15 Analise histopatoldgica e ultra-estrutural dos virus neuroadaptados

Para avaliar o comprometimento do SNC durante a infec¢do pelos virus
neuroadaptados e detectar a presenca de antigenos virais no tecido cerebral de
camundongos infectados i.c. com os virus FGA/NA P5 e MR/NA P6, analisou-se os
cérebros dos animais infectados pelas técnicas de histopatologia e microscopia
eletrébnica de transmissdao (MET). Os cérebros dos animais infectados foram
coletados quando os animais apresentaram sinais de paralisia severa de
envolvimento do SNC e imediatamente fixado por imersdo em fixador apropriado
para cada técnica. Os mesmos procedimentos foram realizados fidedignamente com

0 mock.

3.15.1 Histopatologia

Para a anadlise histoldgica, os tecidos cerebrais dos camundongos infectados
foram fixados em formalina 10% em agua destilada e deionizada por no minimo 24 h,
em seguida desidratados em banhos sucessivos em alcool 70%, 80%, 90% e dois
banhos em alcool 100%, diafanizados em trés banhos de xilol e impregnados por
trés banhos em parafina liquida a 65 °C, todos por 1 h, utilizando-se o equipamento

histotécnico marca Leica, modelo TP1020. As amostras foram entdo incluidas em
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parafina utilizando-se o inclusor marca Leica, modelo EG1160. Os cortes
histol6gicos com cerca de 5 micrdmetros foram obtidos utilizando-se micrétomo
marca Leica, modelo RM2145. Os cortes histolégicos em parafina foram
cuidadosamente estirados em banho-maria a 60 °C, colocados em lamina de vidro
com albumina, para aderéncia do corte histoloégico a lamina, e secos em estufa a
60 °C por aproximadamente 1 h. Posteriormente, as laminas contendo os cortes
histolégicos foram submetidas aos processos de desparafinizacao, desidratagéo e
re-hidratacdo. A desparafinizacao consistiu de trés banhos sucessivos de 5 min. com
xilol aquecido, enquanto a desidratagdo consistiu de trés banhos sucessivos de
2 min. com alcool etilico absoluto, sendo entao os cortes re-hidratados com agua por
10 min. Os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina (coloragao basica para
nucleo e citoplasma das células), analisados em microscépio de luz Nikon Eclipse
E600 e fotografados utilizando-se o programa Image-Pro® Plus versao 4.5 em

aumentos variaveis.

3.15.2 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Para analise por microscopia eletrénica de transmissdao (MET), os tecidos
cerebrais dos camundongos infectados foram retirados cuidadosamente e
imediatamente fixados por imersdo em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato
0,1 M, pH 7,2. Os tecidos foram cuidadosamente cortados em pedagos menores e
0os espécimes do Iébulo esquerdo do cérebro dos camundongos, de
aproximadamente 1x2 mm, foram selecionados para processamento e analise por
MET. As amostras foram lavadas em tamp&o cacodilato 0,1 M, pH 7,2, e submetidas
a uma pos-fixagdo com tetréxido de 6smio (OsO4) a 1% em tampéo cacodilato
0,1 M, contendo 0,8% de ferricianeto de potassio e 5 mM de CaCl,. Apés a fixagéo,
os espécimes foram desidratados por dois banhos sucessivos de 10 min. para cada
concentracao crescente de acetona 50%, 70%, 90% e 100%. Em seguida, os
espécimes foram incluidos em resina PolyBed-812. A etapa de inclusdo consistiu de
uma incubagao de 1h com uma mistura de 1:1 de acetona 100% e resina PolyBed-
812, seguida de uma incubac¢do com resina pura, para completa retirada da acetona

do tecido e substituicao pelo meio de inclusdo. Os espécimes foram emblocados em
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capsula Beem a 60 °C por 72 h. Os cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos
utilizando-se ultra-microtomo automatico (Leica Ultracut R) e colhidos sobre uma
grade de cobre de 300 mesh. Os cortes foram contrastados com acetato de uranila a
5% em agua destilada durante 40 min., em seguida lavados com agua destilada, e
entdo corados com citrato de chumbo (0,13 M de nitrato de chumbo e 0,13 M citrato
de sédio) durante 5 min. Os cortes ultrafinos foram observados em um microscopio
eletrénico de transmisséo Jeol operando a 80 kV e imagens digitais foram adquiridas
com o programa Gatan Digital Micrograph versdo 3.65 (1999) em aumentos

variaveis.

3.15.3 Imunocitoquimica ultra-estrutural

Os anticorpos monoclonais anti-E (4G2), grupo especifico para flavivirus, e
anti-NS1, especifico para os quatro sorotipos do virus da dengue (G18-1b), foram
utilizados para identificar particulas virais no tecido cerebral de camundongos
infectados i.c. com os virus FGA/NA-P5 e MR/NA-P6, através da MET utilizando-se
o método de marcagcao com anticorpos secundarios acoplados a particulas de ouro
coloidal. Para essa reacéao, o tecido cerebral dos camundongos foi cuidadosamente
retirado da calota craniana e fixado durante 2 h em paraformaldeido 4%/
glutaraldeido 1% em tampéao cacodilato 0,1M, pH 7,2, preparado no momento do
uso. Os espécimes do I6bulo esquerdo do cérebro dos camundongos, de
aproximadamente 1x2 mm, foram desidratados pelo método de reducdo da
temperatura em banhos sucessivos de concentracdes crescentes de etanol 30% por
30 min. a 4 °C, etanol 50 % por 1 h a 4 °C, etanol 70 % por 1 h a - 20 °C, etanol
90% por 1h a - 20 °C e etanol 100% por 1h a - 20 °C. Apods a ultima etapa de
desidratacdo, o0s espécimes foram incluidos lentamente na resina Lowicryl
MonoStep HM20 a baixa temperatura. A etapa de inclusdo consistiu de: (a) uma
incubacao dos espécimes em uma mistura composta de Lowicryl HM20 e etanol na
propor¢éo 1:2 a - 20 °C por no minimo 18 h; (b) uma incubagdo com uma mistura
composta de Lowicryl HM20 e etanol na propor¢do 1:1 a - 20 °C durante 18 h, e
(c) duas incubagdes com a resina Lowicryl HM20 pura a - 20 °C durante 18 h. Os
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espécimes foram emblocados em céapsulas de polipropileno com a resina Lowicryl
HM20, a qual foi polimerizada por irradiagdo ultravioleta a - 20°C por 4 dias. Os
cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos utilizando-se ultra-micrétomo automatico
(Leica Ultracut R) e colhidos sobre uma grade de niquel de 300 mesh. As grades
contendo os cortes foram incubadas com uma solugdo de cloreto de aménio
(50 mM) em PBS, pH 7,4, durante 30 min. a temperatura ambiente, para bloqueio de
grupamentos aldeidicos livres presentes nas amostras fixadas. Em seguida, as
grades foram incubadas em PBS contendo 1,5 % de albumina bovina (BSA) e
0,01 % Tween 20 (PBS-BSA-Tw) pH 7,4, durante 30 min. a temperatura ambiente,
para hidratagdo dos cortes e bloqueio de grupamentos reativos. Apds o periodo de
incubacdo na solugdo de bloqueio, as grades foram incubadas durante 1 h a
temperatura ambiente com os anticorpos monoclonais 4G2 e anti-NS1 G18-1b
diluidos a 1:20 em PBS-BSA-Tw. As grades foram submetidas a dois ciclos de
lavagem por imersdo em PBS-BSA-Tw de 10 min. cada e incubadas por 1 h com
anticorpo secundario anti-mouse marcado com particulas de ouro de 10 nm diluido
a 1:20 em PBS-BSA-Tw. As grades foram subsequentemente lavadas com
PBS-BSA-Tw e agua destilada e contrastadas com acetato de uranila (5% em agua)
e citrato de chumbo (0,13 M de nitrato de chumbo e 0,13 M citrato de sédio),
conforme descrito no item 3.15.2. Os cortes controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos descritos acima, mas incubados apenas com anticorpos secundarios
anti-camundongo marcados com particulas de ouro de 10 nm. Os cortes ultrafinos
foram observados em microscépio eletronico de transmissao Jeol operando a 80 kV
e imagens digitais foram adquiridas com o programa Gatan Digital Micrograph

versdo 3.65 (1999) em variaveis.

3.16 Obtencao de estoque viral

3.16.1 Isolamento viral

O virus FGA/NA-P6 foi amplificado em células C6/36 para produgdo de
estoque viral e posterior andlise de infectividade. As células C6/36 plagueadas em

garrafas de 25 cm? ou 150 cm?, contendo 5x10° e 7x10° células, respectivamente,
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foram inoculadas com uma multiplicidade de infeccao (MOI) de 0.1 de cada cepa
viral em meio de cultura L15 sem SFB. O in6culo foi incubado com as células por 1 h
a 28 °C em estufa BOD sendo em seguida substituido por meio de cultura L15
completo e incubado em estufa a 28 °C. A infecgao viral foi observada através da
técnica de imunofluorescéncia indireta (IFlI) com anticorpos poli ou monoclonais
especificos para DENV-1. Apos a deteccao da positividade por imunofluorescéncia,
a infeccéo foi recolhida pela técnica de raspagem fisica com auxilio de raspadores
descartaveis (Cell Scraper — Nunc). Os sobrenadantes contendo as células em
suspensdo foi acondicionado em tubos tipo Falcon e centrifugados a 2.000 rpm por
10 min. a 4 °C, para obtencdo de sobrenadantes clarificados e dos sedimentos
celulares. Os sobrenadantes foram precipitados e purificados em gradiente de

sacarose e os sedimentos celulares armazenados a — 70 °C.

3.16.2 Imunofluorescéncia indireta (IFl)

Para analise da infeccao por imunofluorescéncia, uma pequena porcdo da
monocamada celular das células C6/36 foi levemente raspada com o auxilio de uma
ponteira de micropipeta e depositada em duplicata sobre a lamina de vidro/teflon
para imunofluorescéncia. A monocamada das células Neuro2A e Vero foram
levemente raspadas com o auxilio de uma ponteira de micropipeta e depositadas em
um tubo eppendorf e centrifugadas a 5.000 rpm por 1min. O pellet de células foi
lavado duas vezes em PBS e tripsinizado a 37 °C por 1 min. Em seguida, adicionou-
se 0 mesmo volume de meio contendo 5% de SFB e as células centrifugadas a
5.000 rpm por 1 min. As células ressuspensas em PBS foram depositadas em
duplicata sobre a lamina de vidro/teflon para imunofluorescéncia.

As células foram secas a temperatura ambiente e, em seguida, fixadas com
solucdo de metanol P.A. por 3 min. e incubadas com anticorpos policlonais
monoespecificos contra DENV-1, Hawaii, (1:100 em PBS) por 1 h a 37 °C. Em
seguida, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS/0,2% gelatina a temperatura
ambiente e incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo
conjugado com FITC-Sigma (1:100 em PBS) por 30 min. a 37 °C. Em seguida, as

laminas foram lavadas com PBS e montadas com PBS/glicerol sobre as amostras e
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cobertas com laminula de vidro. As laminas foram observadas em microscopio

optico de fluorescéncia (Eclipse E600, Nikon).

3.16.3 Purificagao viral em gradiente de sacarose

Sobrenadantes de culturas celulares infectadas foram precipitados com 7%
de polietileno glicol (PEG P.M. 8.000) e 2,3% NaCl por 16 horas a 4 °C. Os
sedimentos contendo as particulas virais foram obtidos por centrifugacdo a 10.000
rom por 30 min. a 4 °C e ressuspensos em 3 mL de tampdo TNE e adicionados
sobre gradientes descontinuos de sacarose 60 % e 30 %. O material era
centrifugado em ultracentrifuga (ltachi) a 39.000 rpm por 2 h. Ap6s a
ultracentrifugacdo, as bandas contendo os virus concentrados eram visualizadas
com o auxilio de um anteparo escuro e coletadas com pipetas Pasteur e

armazenados em freezer — 70 °C.

3.17 Caracterizacao bioldgica do virus neuroadaptado FGA/NA P6

Apos a purificagdo, o virus FGA/NA P6 foi titulado por FIA em células C6/36,
conforme descrito no item 3.8, e a produgao de particulas infecciosas avaliada pela
infeccdo em cultura de células de linhagens distintas, e sua letalidade testada pela
inoculagdo i.c. em camundongos sui¢cos neonatos.

Para a infeccdo em cultura celular, as células C6/36, Neuro2a e Vero foram
semeadas em placas de 6 pogos para conter 2,1 x 10°, 6 x 10* e 6 x 10* células/poco,
respectivamente, e infectadas, conforme descrito no item 3.16.1, com MOI de 10. O
curso da infecgdo viral foi avaliada pela técnica de IFI, descrita no item 3.16.2.

Para avaliar a estabilidade do fenétipo de neuroviruléncia, um grupo de 10
camundongos suicos neonatos (até 48 h apds o nascimento) foi infectado i.c. com
uma dose de 1.0 x 10° FFUcg/36/40 pL do virus FGA/NA P6 purificado diluido em
meio L-15 sem SFB. Os animais foram acompanhados por 21 dpi e a morbidade e

mortalidade reportadas.



44

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao biologica dos virus dengue durante o processo de

neuroadaptacao em modelo murino

4.1.1 Neuroadaptacao do virus FGA/89

O virus FGA/89 foi neuroadaptado através de passagens sucessivas em
cérebros de camundongos suicos neonatos, utilizando uma metodologia similar a
descrita por Després et al. (1998). O objetivo principal foi relacionar a aquisicao do
fenoétipo de neuroviruléncia com alteragées genéticas nas proteinas E e NS3 que
pudessem eventualmente estar envolvidas neste processo.

O fenétipo de neuroviruléncia foi evidenciado durante a terceira passagem em
cérebro de camundongos, quando 100% dos animais desenvolveram encefalite e
evoluiram para morte. Na quarta e quinta passagem somente, 66,6% e 42,9%,
respectivamente, dos animais infectados apresentou sinais de encefalite e morte. Na
sexta passagem, 100% dos animais infectados desenvolvem encefalite e nenhum
animal sobreviveu mais do que 15 dpi. Durante o processo de neuroadaptacao, a
mortalidade dos camundongos infectados foi observada entre 9 e 17 dpi (Fig.4.1).
Os sinais de encefalite ocasionados pela infeccao dos virus FGA/89 neuroadaptados
(FGA/NA) foram identificados, principalmente, pela paralisia progressiva dos

membros posteriores e, geralmente, precederam a morte do animal em 3 dias.
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Fig. 4.1. Sobrevivéncia de camundongos durante o processo de neuroadaptagao do virus FGA/89.
Os camundongos infectados via i.c. foram observados por 21 dias e a mortalidade registrada.
P: Passagem 1 a 6 em cérebro de camundongos.

Para avaliar a habilidade dos DENV-1 replicar e produzir particulas
infecciosas no cérebro de camundongos ao longo do processo de neuroadaptacao,
a producdao de progénie viral e a taxa de RNA viral no tecido cerebral de
camundongos com 8 dpi foram determinadas durante todo o processo de
neuroadaptagado do virus FGA/89, através das técnicas de titulagcao viral por FIA e
gRT/PCR, respectivamente. A progénie viral nas diferentes passagens em cérebro
de camundongos do virus FGA/89 foi quantificada em 2,3 x 10* FFU/mlcgss Na
passagem P2, 5,0 x 10* FFU/mlcgss na P3, 4,2 x 10* FFU/mlcess na P4, 1,2 x 10*
FFU/mlge/ss na P5 e 6,7 x 10° FFU/mlcg/ss na P6 (Fig. 4.2). Nao foi possivel detectar
o titulo viral na passagem P1 do virus FGA/89 através da técnica de FIA. No entanto,
os niveis de RNA viral foram quantificados por gRT/PCR em todas as passagens do
virus FGA/89 tanto no tecido cerebral quanto na suspensao viral 10% do tecido
cerebral. O RNA presente na suspenséo viral 10% do tecido cerebral de cada uma
das passagens do virus FGA/89 foi quantificado para estimar e correlacionar a
quantidade de RNA viral inoculada com a quantidade de RNA replicado no tecido
cerebral de camundongos neonatos. Na tabela 4.1 sdo mostrados os dados
normalizados da quantificagdo do RNA viral no tecido cerebral e na suspenséo viral

10% do tecido cerebral. Os mais altos niveis de RNA viral presente no tecido
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cerebral de camundongos durante o processo de neuroadaptacao do virus FGA/89
foram observados na terceira e sexta passagem do virus FGA/89 (FGA/NA P3 e
FGA/NA P6). Interessantemente, os niveis de RNA viral e progénie viral no tecido
cerebral de camundongos infectados apresentam as mesmas flutuagdes das taxas
de mortalidade observadas durante o processo neuroadaptagdo do virus FGA/89
(Fig. 4.2).

Tabela 4.1. Quantificacdo do RNA viral normalizado durante o processo de neuroadaptacao do
virus FGA/89

Tecido cerebral Suspenséo viral 10%
Passagem RNA viral/RNA GAPDH RNA viral/RNA GAPDH
FGA/NA P1 20,2 17,8
FGA/NA P2 26,7 10,7
FGA/NA P3 61,7 67,6
FGA/NA P4 40,9 16,0
FGA/NA P5 32,2 23,3
FGA/NA P6 97,2 69,3
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Fig. 4.2 - Taxa de mortalidade, progénie viral e RNA viral no SNC de camundongos infectados
durante o processo de neuroadaptacgao do virus FGA/89.



47

4.1.2 Caracterizacao gendmica dos virus FGA/NA

Os genes que codificam para as proteinas E e NS3 das passagens P1, P3 e
P5 e o genoma viral completo das passagens P2, P4 e P6 foram amplificados a
partir do RNA viral extraido dos cérebros de camundongos 8 dpi (Fig. 4.3) e
seqlenciados para determinar a seqUéncia nucleotidica de cada uma das

passagens do virus FGA/89 em cérebro de camundongos.

M 4 5 6 7 8 910 Co

5000 pb

2000 pb
1675 pb

1000 pb
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100 pb

Fig. 4.3 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da amplificagdo independente dos genes
que codificam para as proteinas E (1) e NS3 (2 e 3) e para o restante do genoma (4 a 10) das
passagens do virus FGA/89 em cérebro de camundongos. M. Marcador de peso molecular 1Kb
plus DNA Ladder. 1. DENV-1 M5 CN12, 2. DENV-1 NS2b CN20, 3. DENV-1 28Mer CN21,
4. DENV-1 5’SP6 EcoApa, 5. DENV-1 PhD20 CN13, 6. DENV-1 CN11 CN2, 7. DENV-1 CN18
CN27, 8. DENV-1 CN28 CN31, 9. DENV-1 CN15 CN30, 10. DENV-1 D10 CN33, Co. controle
negativo.

As seqliéncias nucleotidicas dos genes correspondentes as proteinas E e
NS3 de FGA/NA P1 e P2 ndo apresentaram mutagdes de aminoacidos. Porém duas
substituicdes silenciosas nos nucleotideos T/Co317 € C/T2315 da proteina E foram
identificadas em FGA/NA P1 e se mantiveram até a sexta passagem. No genoma
das passagens FGA/NA P4 e FGA/NA P6, que foram completamente seqlienciados,
foram identificadas duas outras mutagdes silenciosas: A/Gszs na proteina C, também
detectada em FGA/NA P2, e G/Asg94 Na proteina NS2A.
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Além das mutagdes silenciosas, uma substituicdo de aminoacido na posicao
402 da proteina E (E402) € duas substituicbes de aminoacidos na proteina NS3, nas
posicoes 209 (NS3209) e 480 (NS3450) foram identificadas, primeiramente em
FGA/NA P3. Das mutacbes identificadas, apenas a mutacdo NS3 (Leusgo/Ser)
confere alteracao no carater do residuo do aminoacido, mudando de um aminoacido
hidrofébico para polar ndo carregado. Essas mutacbes se mantiveram
invariavelmente até a sexta passagem (Tabela 4.2). A regido 3 UTR e 5 UTR de
FGA/NA P6 foi avaliada e era idéntica a regidao 3’ UTR e 5" UTR dos virus FGA/89 e
FGA/NA did. Todas as mutagbes observadas durante o processo de
neuroadaptacao estdo apresentadas na tabela 4.3.

Tabela 4.2. Substituicoes de aminoacido nas proteinas E e NS3 observadas durante o processo de
neuroadaptag¢do do virus FGA/89, comparadas com o virus parental

E NS3
Virus Dominio lll Dominio | helicase
FGA/89 Pheso TTC Valae GTC Leusgo TTA
FGA/NA P1 - P2 Phesoz - - - Valygg - - - Leuso - - -
FGA/NA P3 - P6 Leuygo C- - lleogg A- - Serygp - C -

A substituicdo de aminoacido conservativa na proteina E Phesgo/Leu mapeia
no dominio Ill da proteina E, na regido que antecede a a- hélice 1 anfipatica (H1P*¢,
aminoacidos 399 a 412) (ALLISON et al., 1999), na mesma regido que mapeia a
substituicdo E4os Thr/lle identificada em outra variante neuroadaptada (FGA/NAd1d)
também obtida a partir do virus FGA/89 (Genbank numero de acesso AF226686)
(DUARTE DOS SANTOS et al., 2000).

Para mapear e comparar as substituicbes de aminodcidos na regiao
C-terminal da proteina NS3, um modelo tridimensional foi obtido por homologia com
a estrutura de alta resolucao do dominio helicase da proteina NS3 do DENV-2 (cepa
TSVO01 Genbank numero de acesso AY037116) (XU et al., 2005) (Fig. 4.4). A
substituicdo de aminoacido ndo conservativa Leu/Ser na posicdo NS34g9 detectada
na variante FGA/NA P6 mapeia na regiao C-terminal do dominio Il (residuos 327 a

481) helicase da proteina NS3 no B-harpin que emerge do motivo VI da superfamilia



49

I de RNA helicases (SAMPATH et al., 2006), mesmo dominio da substituicao
Leu/Ser na posicao NS3435, identificada nas variantes neurovirulentas FGA/NA d1d e
FGA/NA a5c (Genbank numero de acesso EF122232) (DUARTE DOS SANTOS et
al., 2001; BORDIGNON et al., 2007). A mutacao na posicao NS34g, identificada em
FGA/NA P6 envolve os mesmos aminoacidos (Leu/Ser) identificados na posi¢ao
NS3435 dos virus neuroadaptados FGA/NA did e FGA/NA a5c. A substituicao
conservativa Val/lle do aminoacido NS3¢, identificada em FGA/NA P6, mapeia na
a- hélice 1 do dominio | (residuos 181 a 326).



Tabela 4.3. - Mutagdes identificadas nos genomas virais durante o processo de neuroadaptagao
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Virus Sequéncia Posicao do nucleotideo Posicao do aminoacido
gendmica (FGA89/FGA/NA) (FGAB9/FGA/NA)

FGA/NA P1 E/NS3 Eanr ATIATC S lle”

Exs1s CTG/ITG Eseo Leu”

C325 GCA/GCG Cs; Ala*
FGA/NA P2 Completa Exs7 ATT/ ATC Ese1 lle*

Exs1s CTG/TTG Ese2 Leu*

Exsi7 ATT/ATC Ese1 lle*

Exs1s CTG/ITG Ese2 Leu*
FGA/NA P3 E/NS3 E133 TTC/CTC E.o2 Phe/Leu

NS3s144 GTC/ATC NS3y09 Val/lle

NS3s95 TTA/TCA NS3,g Leu/Ser

Cs25 GCA/GCG C7 Ala*

Exs17 ATT/ATC Ese1 lle*

Exs1s CTG/ITG Ese2 Leu*
FGA/NA P4 Completa E»3 TTC/CTC E.o: Phe/Leu

NS2A3694 ACG/ACA NS2A;; Thr*

NS3s144 GTC/ATC NS3y09 Val/lle

NS3s95¢ TTA/TCA NS34g0 Leu/Ser

Exs7 ATT/ATC Ese1 lle*

Exs1s CTG/TTG Ese2 Leu*
FGA/NA P5 E/NS3 E213s TTC/CTC Eso2 Phe/Leu

NS3s144 GTC/ATC NS3y9 Val/lle

NS3s958 TTA/TCA NS3.g0 Leu/Ser

C325 GCA/GCG Cs; Ala*

Exs7 ATT/ATC Ese1 lle*

Exs1s CTG/TTG Ese2 Leu*
FGA/NA P6 Completa E»3s TTC/CTC E4o2 Phe/lLeu

NS2As3694 ACG/ACA NS2A,; Thr*

NS3s144 GTC/ATC NS3y09 Val/lle

NS3s95 TTA/TCA NS3,g0 Leu/Ser

* mutagao silenciosa
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carboxi-terminal

— amino-terminal

Fig. 4.4 - Representagado diagramatica da estrutura do dominio helicase da proteina NS3 do
virus DEN-2. A proteina foi baseada na estrutura cristalografica de alta resolugdo do dominio
helicase da proteina NS3 do virus DENV-2 (XU et al., 2005). As mutagées NS3,49 Val/lle e
NS3.,g0 Leu/Ser, observadas em FGA/NA P6, e NS3,35, observada em FGA/NA d1d e a5c, estio
identificadas na cor amarela. As cores rosa, azul e marrom representam os dominos |, Il e Ill,
respectivamente.

As mutagcdbes de aminoacidos observadas durante o processo de
neuroadaptacao do virus FGA/89, surgiram na mesma passagem (P3) em que os
animas apresentaram os primeiros sinais de doenca e morte e persistiram durante
todo o processo, até a sexta passagem (P6), evidenciando a importancia dessas
mutagdes para a aquisicdo e manutencdo do fendtipo de neuroviruléncia em
camundongos neonatos.

Altas taxas de erro da RNA polimerase viral (10 a 10®°/nucelotideos/ciclo) e a
alta pressdo seletiva para a replicagcdo do virus da dengue em um ambiente
diferente, tal como o SNC de camundongos neonatos, sao provavelmente o principal
mecanismo responsavel pelo aparecimento de populagdes neuroadaptadas
(DOMINGO; HOLLAND, 1997; CROTTY et al., 2001). As seqlUéncias nucleotidicas
do RNA viral de todas as passagens revelaram uma seqlUéncia consenso
predominante, no entanto, uma mistura de diferentes populacdes de moléculas de

RNA era observada nos eletroferogramas ao longo do processo de neuroadaptacao
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(Fig. 4.5), sugerindo a ocorréncia do fenébmeno de quasiespécie. Na seqliéncia de
FGA/NA P6 quase nao se observa mais a heterogeneidade de seqléncias
nucleotidicas em determinadas posicées, sugerindo que o genoma tenha
estabilizado na sexta passagem. A interacdo entre diferentes variantes virais no
tecido cerebral de camundongos poderia ser uma explicacdo para a flutuagcado na
mortalidade observada durante a neuroadaptacao da cepa FGA/89.

Fig. 4.5 - FenOmeno de quasiespécie observado durante o processo de
neuroadaptagdo do virus FGA/89. O eletroferograma da seqiiéncia nucleotidica de
FGA/NA P2 foi obtido através do pacote de programas Phred/Phrap/Consed. A mistura
de nucleotideos na posigao 2.138 da sequéncia nucleotidica de DENV-1, posi¢cao que
codifica o aminoacido E,gs, sugere a presenga de subpopulages virais no tecido
cerebral de camundongos durante o processo de neuroadaptacao do virus FGA/89.

Apos a sexta passagem em cérebro de camundongos, o virus FGA/NA P6 foi
amplificado por duas passagens sucessivas em células de linhagem C6/36 e
purificado em gradiente de sacarose, para a obtencéo de estoque viral, e titulado em
células C6/36. O titulo viral de FGA/NA P6 concentrado e purificado foi de
1.0 x 10® FFU/mL. O virus purificado foi desafiado em cérebro de camundongos
neonatos com a mesma dose inicial de 1.0 x 10° FFU/camundongo, utilizada para o
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processo de neuroadaptacao da cepa FGA/89. Os sinais de doenca apareceram por
volta de 8 dpi e a mortalidade foi observada entre 9 e 11 dpi.

O virus FGA/NA P6 purificado foi utilizado para infectar células de diferentes
linhagens e avaliar a habilidade de infeccdo e produgao de progénie viral, quando
comparado com o virus parental FGA/89. As células de inseto C6/36 e as células de
mamiferos Neuro2a e Vero foram desafiadas com um MOI de 10 da cepa parental
FGA/89 e da variante neuroadaptada FGA/NA P6. As infecgbes foram
acompanhadas por reacdes de imunofluorescéncia indireta e reveladas com
anticorpos monoclonais (4G2) grupo especifico para flavivirus (Fig. 4.6).

A infeccdo in vitro, demonstrou que a variante FGA/NA P6 infecta
eficientemente células de inseto da linhagem C6/36 e apresentam uma importante
habilidade na sintese de proteinas virais nessa linhagem celular, evidenciada pelo
numero de células fluorescentes positivas. As células de mamifero da linhagem
Neuro2a e Vero também sdo susceptiveis a infeccdo pelo virus FGA/NA P6. No
entanto, a infecgao in vitro das células C6/36, Neuro2a e Vero com os virus FGA/89
e FGA/NA P6 nao mostrou diferenca significativa no niumero de células positivas
para a infeccdo viral. As células infectadas tanto com o virus FGA/NA P6 quanto
com o virus parental ndao apresentaram efeito citopatico e eram indistinguiveis
visualmente do controle negativo da infeccdo. Apds 6 dias de infeccdo os virus
presentes nos sobrenadantes das culturas foram recolhidos e armazenados a
— 70 °C para posterior titulacao viral em células C6/36, e dessa forma, quantificar e
comparar a produgédo de particulas virais entre a cepa neuroadaptada e o virus

parental, em cada tipo celular.
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Mock FGA/89 FGA/NA P6
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Fig. 4.6 Imunofluorescéncia indireta (IFl) de células infectadas com os virus FGA/89 e FGA/NA P6 4
dpi. As imunofluorescéncias foram reveladas com anticorpos monoclonais grupo especifico para
flavivirus (4G2) e anticorpos secundario anti-camundongo conjugado com FITC. Controle negativo
da infeccao em C6/36 (A.), Neuro2a (B.) e Vero (C). Infeccdo do virus FGA/89 em C6/36 (D.),
Neuro2a (E.) e Vero (F.). Infeccdo de FGA/NA P6 em C6/36 (G.), Neuro2a (H.) e Vero (l.). As
imagens foram feitas em um NIKON ECLIPSE E600 (Nikon, Inc., Melville, NY) com Olympus BX 50
com Image-Pro® Plus software versao 4.5 (Maryland, USA) em aumento de 20x.

4.2 Neuroadaptacao do virus BR/01-MR

Para confirmarmos o envolvimento das mutacdes observadas nas cepas
FGA/NAP6, FGA/NAd1d e FGA/NA a5c no processo de neuroadaptacao decidimos
repetir todo o protocolo utilizando outra cepa de DENV-1, BR/01-MR, um isolado
clinico recente proveniente do estado do Parana.

O fendtipo de neuroviruléncia foi evidenciado na quarta passagem da infec¢ao
de cérebros de camundongos, quando 100% dos animais desenvolveram encefalite
e evoluiram para morte. A neuropatogénese e a mortalidade dos animais se
mantiveram ao longo das passagens subseqlientes do virus BR/01-MR
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neuroadaptado (MR/NA) em cérebro de camundongos (Fig. 4.7). No entanto, ndo se
evidenciou flutuacdo na taxa de mortalidade dos animais nas diferentes passagens,
como observado no processo de neuroadaptacdao do virus FGA/89. A mortalidade
dos animais infectados durante o processo de neuroadaptacao foi observada entre
10 e 17 dpi, sendo que na sexta passagem nenhum animal sobreviveu mais do que
12 dpi (Fig.4.8). Os sinais de encefalite observado nos animais infectados com os
virus MR/NA P4-P6 e o tempo de aparecimento dos sinais de doenga eram distintos
daqueles observados nos animais inoculados com o virus FGA/NA P3-P6. Os sinais
de doenca se tornavam mais severos a medida que uma nova passagem do virus
MR/NA era realizada. Os principais sinais de doenga apresentados pelos animais
infectados com MR/NA eram caracterizados por apatia, curvamento da coluna
vertebral, severo tremor e paralisia progressiva dos membros posteriores. Estes

sinais precederam a morte dos animais em 2 a 3 dias.
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Fig. 4.7 - Taxa de mortalidade de camundongos neonatos durante o processo de neuroadaptacgao
do virus BR-01/MR.
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Fig. 4.8 - Sobrevivéncia de camundongos ap0s inoculagao i.c. com o isolado BR/01-MR durante o
processo de neuroadaptacdo. Camundongos infectados foram observados por 21 dias e a
mortalidade registrada. P: Passagem 1 a 6 em cérebro de camundongos.

Embora as passagens do virus BR/01-MR virus tenham ocasionado, apés a
quarta passagem, severa encefalite em camundongos neonatos, ndo foi possivel
detectar através da técnica de FIA a presenca de particulas virais infectivas em
células da linhagem C6/36 infectadas com a suspensdo 10% do tecido cerebral das
passagens MR/NA-P1 a P6.

O RNA extraido, tanto com kit comercial RNeasy mini Kit (QIAGEN®) quanto
com a técnica de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, a partir do tecido cerebral dos
camundongos infectados durante o processo de neuroadaptacédo do virus BR/01-MR,
foi submetido a diversas estratégias de amplificacdo por RT/PCR para a
caracterizacdo do genoma viral. Para tanto, utilizou-se diferentes oligonucleotideos
especificos para DENV-1 com o intuito de amplificar os genes que codificam para as
proteinas E e NS3 dos virus resultantes das passagens 1 € 2 e 0 genoma completo
das passagens 3, 4, 5 e 6 do virus BR/01-MR. No entanto, ndo se obteve nenhum
amplicom do tamanho esperado e todas as demais tentativas de amplificacdo por
RT/Nested-PCR para detectar a presenca de RNA viral no tecido cerebral de
camundongos infectados com o isolado viral BR/01-MR durante todas as passagens,

também resultaram negativas.
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Na tentativa de identificar a presenca de RNA viral no tecido cerebral
infectado com MR/NA P6 antes do aparecimento dos sinais de doenga, uma cinética
de infecgao foi realizada em camundongos neonatos infectados com a variante
MR/NA P6. O cérebro de dois camundongos foram coletados 2, 4, 6 e 8 dpi para
extracdo de RNA presente no tecido cerebral dos camundongos infectados e analise
por RT/Nested-PCR para deteccdo do RNA viral. Da mesma forma, ndo se
evidenciou positividade por essa técnica em nenhum ponto da cinética de infeccao
(Fig. 4.9). Bandas fracas foram observadas no gel quando todo o volume da amostra
foi aplicado (Fig. 4.9). No entanto, quando mais uma amplificacdo por Nested-PCR
foi realizada, utilizando-se 10 pL da reagdo do PCR 2, ndo se observou a presenca
de bandas no gel.

650 pb —»
500 pb —>
400 pb —
300 pb —
200 pb —

100 pb —»

Fig. 4.9 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da
amplificagdo por Nested-PCR para diagndstico de
dengue da cinética de infeccado em cérebro de
camundongos da variante viral MR/NA P6. M. Marcador
de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder. 1. MR/NA P6
2 dpi, 2. MR/NA P6 4 dpi, 3. MR/NA P6 6 dpi, 4. MR/NA
P6 8 dpi, 5. controle positivo de DENV-1
(FGA/NA P6 8dpi) 6. controle de dengue (DENV-1,
DENV-2 e DENV-3), Co. controle negativo (mock).

A fim de identificar e quantificar o RNA viral presente no tecido cerebral de
camundongos infectados com a variante MR/NA P6 realizou-se a técnica de
gRT/PCR. O RNA extraido do tecido cerebral de camundongos infectados com
FGA/NA P6 foi utilizado como controle positivo da reacdo. No entanto, nao foi

possivel detectar a presengca de RNA viral no tecido cerebral de animais infectados
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com a variante MR/NA P6 pela técnica, de alta sensibilidade, de gRT/PCR
(Fig. 4.10).
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Fig. 4.10 — Amplificagdo por qRT/PCR das variantes neuroadaptadas FGA/NA P6 e MR/NA P6. O
eixo x do grafico de amplificagdo representa a intensidade de fluorescéncia relativa (delta Rn) e o
eixo y o ciclo da PCR. As linhas do grafico mostram o resultado da amplificacdo em duplicata de
FGA/NA P6 (1 e 2) e MR/NA-P6 (3 e 4).

Além do virus da dengue, o género Flavivirus abrange algumas espécies de
virus que causam encefalite tais como: o virus da encefalite japonesa (JEV), virus da
encefalite transmitida por carrapato (TBEV), o virus da encefalite de St. Louis (SLEV)
e o virus do Oeste do Nilo (WNV).

Na tentativa de explicar o fenbmeno de neuroviruléncia observado e avaliar a
presenca de outros flavivirus que poderiam estar envolvidos ou interferindo no
processo de neuroadaptacao do isolado viral BR/01-MR, o RNA presente no tecido
cerebral de camundongos infectados com a variante MR/NA P6 foi extraido,
precipitado pela técnica de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e avaliado pela técnica
de RT/Nested-PCR genérico para flavivirus. O RNA do virus FGA/NA P5, extraido e
precipitado pela técnica de fenol/cloroférmio/alcool, foi utilizado como controle da
reacdo. No entanto, a reacao foi negativa para a presenca de RNA viral de flavivirus
na amostra MR/NA P6, mas positiva para os controles de DENV-1. Todo o volume
das amostras foi aplicado em gel de agarose 1,5% para melhor visualizagdo dos
resultados (Fig. 4.11).
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Fig. 4.11 - Perfil eletroforético em gel de agarose
1% da amplificagdo por Nested-PCR para
identificacdo de falavivirus. M. Marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA Ladder. 1. MR/NA P6 8 dpi,
2. MR/NA P6 8 dpi precipitado, 3. FGA/NA P5 8 dpi
precipitado, 4. controle DENV-1.

Para se descartar uma eventual contaminagcdo, o DNA extraido
(fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, conforme descrito no item 3.9.1) a partir do
tecido cerebral de camundongos infectados com a variante MR/NA-P6, foi avaliado
para a presenca de virus neurotrépicos, tais como, o grupo de virus herpes simples
(HSV) e o grupo de virus varicella zoster (VZV), pela técnica de Nested-PCR
especifica para a identificagdo desses virus. No entanto, ndo se detectou a presenca
de virus herpes e nem varicella na passagem MR/NA P6, mas a reacdao de
Nested-PCR foi positiva para os controles de HSV e VZV (Fig. 4.12).

Fig. 4.12 - Perfil eletroforético em gel de
agarose 0,8% da amplificagdo por nested
PCR para HSV e VZV. M. Marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA Ladder. 1 e 4 MR/NA
P6 8 dpi, 2 e 5 controle negativo, 3. controle
positivo de HSV, 4. controle positivo de VZV.
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A fim de isolar particulas virais presentes no tecido cerebral de camundongos
durante o processo de neuroadaptacdo do isolado BR/01-MR, 600 pL da suspenséao
10% do tecido cerebral de MR/NA P1 foi utilizado para infectar cultura de células de
mosquito AP-61. A infeccdo foi acompanhada por imunofluorescéncia indireta e
revelada com anticorpos policlonais (DENV-1 Hawaii) (Fig. 4.13). Nao foi observado
efeito citopatico e as células infectadas eram indistinguiveis do controle negativo da
infeccdo. Apds 10 dias de infec¢do os virus presentes no sobrenadante de cultura
foram recolhidos e titulados em células C6/36. O titulo viral presente no
sobrenadante da infecgdo foi de 1,2 x 10? FFU/mLcgas. Embora o titulo viral de
MR/NA P1 presente no sobrenadante das células AP-61 fosse baixo, 40 uL do
sobrenadante de cultura foram utilizados para inocular via i.c. um grupo de
camundongos neonatos para avaliar a capacidade de infecgéo e replicagdo do virus
no SNC de camundongos. Ap6s 8 dpi o cérebro de 3 animais foram recolhidos e o
RNA presente no pool de tecido cerebral foi extraido e utilizado para amplificar por
RT/PCR, os genes que codificam para as proteinas E e NS3 do DENV-1. No entanto,
nao se obteve PCRs positivas para DENV-1. O pool de tecido cerebral obtido foi
utilizado também para a obtencado de uma suspensao 10% em PBS com 50 pug/mL
gentamicina, da qual 600 pL foram utilizados para infectar células da linhagem
AP-61, C6/36, Vero e Neuro2a. No entanto, ndo se observou a presenca de células

positivas 10 dpi para a infeccao pelo DENV-1, através da técnica de IFI (Fig. 4.13).

Mock MR/NA P1 MR/NA P2
6]

Fig. 4.13 Imunofluorescéncia indireta de células AP-61 infectadas com MR/NA P1 e MR/NA P2
10 dpi. As imunofluorescéncias foram reveladas com anticorpos policlonais (DENV-1 Hawaii) e
anticorpo anti-camundongo secundario conjugado com FITC. Controle negativo da infeccdo em
células AP-61 (A.). Infeccdo de MR/NA P1 em células AP-61 (B.). Infecgdo de MR/NA P2 em
células AP-61, em AP-61. As imagens foram feitas em um NIKON ECLIPSE E600
(Nikon, Inc., Melville, NY) com Olympus BX 50 com Image-Pro® Plus software versdao 4.5
(Maryland, USA) em aumento de 20x.
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O RNA viral presente no sobrenadante da cultura celular infectada com
MR/NA P1 foi extraido com o kit comercial Qiamp RNA (QIAGEN®) e utilizado para
amplificar por RT/PCR e determinar a seqiéncia nucleotidica dos genes que
codificam para as proteinas E e NS3 e a regidao 3’ e 5° UTR do genoma viral (Fig.
4.14). No entanto, n&do foi possivel amplificar a regido final (10.455 — 10.735) do
genoma de MR/NA P1 proveniente do sobrenadante de cultura celular. Nenhuma
substituicao foi identificada nas seqléncias nucleotidicas dos genes
correspondentes as proteinas E e NS3 e nas regides 3 UTR e 5 UTR analisadas.

2000 pb
1675 pb

1000 pb

650 pb
500 pb

100 pb

Fig. 4.14 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da
amplificacdo independente dos genes que codificam para as
proteinas E (1) e NS3 (2 e 3) e regidao 5 UTR e 3 UTR do virus
MR/NA P1 proveniente do sobrenadante de cultura em células
AP-61. M. Marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder.
1. DENV-1 CN14 CN21 2. DENV-1 CS2 CN15 3. DENV-1 CN10
Hel 3° 4. DENV-1 CN5 Domb 5. DENV-1 PhD 20 CN12 6. DENV-1
M5 Domb 7. DENV-1 5'SP6 prM3’ 8. DENV-1 NS3 28 Mer
9. DENV-1 Domb Narxho.

Para tentar isolar particulas virais presentes na suspensao 10% do tecido
cerebral de camundongos infectados com MR/NA P6, 600 uL da suspenséo foram
utilizados para infectar células da linhagem Neuro2a. A infecgédo foi acompanha por
10 dpi através de reacdes de IFI com anticorpos policlonais DENV-1 Hawaii, mas
ndo se observou positividade para a infecgdo do virus em células Neuro2a. O
sobrenadante da cultura foi recolhido e o RNA intracelular foi extraido a partir do
sedimento celular com o kit QlAgen Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®) e utilizado para
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as reacOes de RT/Nested-PCR para diagnéstico de dengue. No entanto, nao foi
possivel amplificar o fragmento de DNA especifico para DENV-1 em células Neuro2a
infectadas com a amostra MR/NA P6.

A fim de isolar a particula viral e caracterizar a estrutura molecular do virus foi
realizada mais uma passagem da variante MR/NA em cérebro de camundongos
neonatos a partir da suspensao 10% de MR/NA P6. Na sétima passagem de MR/NA,
o fendtipo de neuroviruléncia apresentou-se de forma mais severa em camundongos
neonatos, sendo que os primeiros sinais de doenca foram evidenciados por volta de
5 dpi e nenhum animal sobreviveu mais do que 10 dpi. Mas da mesma forma, néao foi
possivel detectar particulas virais utilizando-se a técnica de FIA e nem obter PCRs
positivas para DENV-1. Como n&o foi possivel amplificar o RNA viral da amostra
MR/NA P7, o RNA extraido com o kit RNeasy mini Kit (QIAGEN®) a partir da
amostra MR/NA-P7 foi concentrado em colunas Microcon® (YM-30) e dosado em
uma diluicdo 1:10 em espectrofotdmetro (260 nm). O RNA da amostra foi
concentrado 7 vezes (2.469 ng/uL) a partir do volume inicial de RNA extraido com o
kit comercial (350 ng/uL). Apdés a concentracdo, o RNA dosado foi submetido a
amplificacées por RT/PCR e qRT/PCR especificas para o gene que codifica para a
proteina E de DENV-1. Mesmo apo6s a concentracdo do RNA ndo foi possivel
amplificar o RNA viral por PCR e nem por gRT/PCR (Fig. 4.15).
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Fig. 4. 15 — Amplificagao por PCR e gRT/PCR da passagem neuroadaptada MR/NA P7. A. O eixo x
do gréafico de amplificagao representa a intensidade de fluorescéncia relativa (delta Rn) e o eixo y o
ciclo da PCR. As linhas do grafico mostram o resultado da amplificacdo em duplicata de MR/NA-P7 (1
e 2) e o virus neuroadaptado a5c purificado em gradiente de sacarose (3 e 4), utilizado como controle
positivo da reagao. B. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da amplificagdo do gene que
codifica para a proteina E. M. Marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder. 1. MR/NA P7
DENV-1 Domb/NarXho, 2. MRNA/P7 DENV-1 EcoNSi/PhD15, 3. FGA/NA P6 DENV-1 Domb/Narxho
(controle positivo). Co. controle negativo (mock).
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4.3 Analise estrutural e ultra-estrutural dos virus neuroadaptados

A fim de avaliar os danos no SNC de camundongos causados pela infeccao
dos virus neuroadaptados, o tecido cerebral de camundongos infectados com o
mock, com as variantes neuroadaptadas FGA/NA-P6 e MR/NA P7 e com as cepas
parentais foram analisados através da técnica de histopatologia. Os animais
selecionados para a analise foram sacrificados em estagio terminal de doenca,
quando apresentaram sinais severos de encefalite.

Os achados histologicos demonstram que as sec¢des do cérebro dos animais
infectados com o0 Mock 8 dpi e 10 dpi sdo indistinguiveis do cérebro dos animais nao
inoculados e nao apresentaram qualquer alteracao especifica, tanto nas meninges
quanto no cértex cerebral e substancia branca. Ambos apresentam leptomeningite
discreta, formada por apenas uma camada de ceélulas meningoteliais e o cértex
neuronal apresentando sua estrutura preservada, com raras células neuronais
mortas e sem processo inflamatorio (Fig. 4.16). Essa anadlise evidencia que danos
observados no tecido cerebral dos camundongos ndo sdo em decorréncia de
qualquer alteracao presente no animal ou do procedimento de inoculacéo i.c.

As seccoes do cérebro dos camundongos infectados com os virus parentais,
FGA/89 e BR/01-MR, apresentaram moderada leptomeningite crénica
linfohistiocitaria, mas o cértex neuronal manteve-se preservado sem a presenca de
processo inflamatério, similar ao controle negativo. O tecido cerebral dos animais
infectados com o virus FGA/NA P6 apresentam leptomeningite linfohistiocitica
cronica intensa e moderada encefalite, com necrose neuronal (neurénios vermelhos),
micréglia em torno dos neurdnios em processo de morte, satelitose dos linfécitos e
presenca de nddulos microglial e linfécitos perivasculares. As secgdes do cérebro
dos camundongos infectados com a variante MR/NA P7 apresentaram
leptomeningite crénica linfohistiocitaria acentuada e encefalite acentuada, com
processo inflamatorio crénico e agudo em cortex neuronal. As lesdes tanto de cortex
neuronal como em nucleos profundos no cérebro dos animais infectados com a
amostra MR/NA P7 séo representadas por necrose neuronal acentuada (neurdnios
vermelhos) principalmente cortical com satelitose de linfocitos e micréglia ao redor
do neurbnio em processo de morte, presenca de nédulos microgliais e linfécitos

perivasculares. Além disso, ha exudagdo neutrofilica e linfocitaria perivascular,
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reacao da glia astrocitaria e necrose de substancia branca (Fig. 4.16). Os achados
histolégicos demonstram a presenca de uma reacao inflamatéria mais severa no
SNC de camundongos neonatos infectados com a variante MR/NA P7 do que a
infeccao pelo virus FGA/NA P6.



66

Fig. 4.16 - Histopatologia do SNC de camundongos infectados com mock, com os virus DEN-1
FGA/89 e BR/01-MR e com as variantes neuroadaptadas FGA/NA P6 e MR/NA P7, corados com
hematoxilina e eosina. (1.) Meninges de camundongos nado inoculados com 10 dias de vida.
(2.) Meninges e (3.) cortex neuronal (C) de camundongos infectados com PBS contendo 50ug/mL
gentamicina (mock). (4.) Meninges e (5.) cértex neuronal de camundongos infectados com o virus
FGA/89 10 dpi, em que se observa moderada leptomeningite (L) crénica linfohistiocitaria e cértex
neuronal (C) sem processo inflamatério. (6.) Meninges e (7.) cortex neuronal de camundongos
infectados com a variante FGA/NA P6 10 dpi, em que se observa leptomeningite (L) linfohistiocitica
crénica intensa, cortex neuronal (C) com laminagdo mantida, presenga de neurbnios em apoptose
(A) e nédulo microglial (M). (8.) Meninges e (9.) cértex neuronal de camundongos infectados com o
virus BR/01-MR 8 dpi, em que se observa moderada leptomeningite (L) crdnica linfohistiocitaria,
presenga de alguns neurbnios em apoptose (A) e cértex neuronal (C) sem processo inflamatério.
(10.) Meninges e (11.) cortex neuronal de camundongos infectados com a variante MR/NA P7 8dpi,
em que se observa acentuada leptomeningite (L) crénica linfohistiocitaria, cértex neuronal (C) com
processo inflamatério cronico e agudo e exsudagdo neutrofilica), presenga de neurbnios em
processo de morte (A), exsudagdo neutrofilica (N) e linfocitaria perivascular (V), necrose de
substancia branca (W) e reagao da glia astrocitaria (G). HEx20 e HE x40.
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Apds avaliar os danos no SNC dos camundongos infectados com os virus
FGA/NA P6 e MR/NA P7, a presenca de particulas virais no SNC dos camundongos
infectados com essas variantes neuroadaptadas foi avaliada por MET. Métodos
convencionais de fixacao e emblocamento (glutaraldeido, tetréxido de ésmio e Epon
812) dos espécimes foram empregados. Alteracdes morfoldgicas e particulas virais
nao foram identificadas no tecido cerebral de camundongos infectados com o mock.
No entanto, particulas virais de aproximadamente 30 e 50 nm de diametro foram
identificadas no tecido cerebral dos camundongos infectados tanto com a variante
FGA/NA P6 quanto com a variante MR/NA P7 (Fig. 4.17). Os flavivirus apresentam
um nucleocapsideo esférico de aproximadamente 25 a 30 nm de didmetro, o qual €
envolto por uma bicamada lipidica que compde a particula viral de 40 a 60 nm de
diametro (RICE, 1996). As particulas esféricas observadas no SNC de camundongos
infectados com as variantes neuroadaptadas condizem com o tamanho das
particulas esféricas de DENV observadas em cultura de células de mosquito
(BARTH, 1992) e em cultura de mondcitos humano (MOSQUERA et al., 2005). As
particulas virais foram encontradas mais frequentemente nas cisternas do reticulo
endoplasmatico (RE). Uma severa destrui¢do tecidual foi observada nas secc¢des do

SNC de camundongos inoculados com a amostra MR/NA P7 (Fig.4.19).
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Fig. 4.17 — Micrografia eletrébnica das secgdes do SNC de camundongos infectados com mock,
FGA/NA P6 e MR/NA P7 embebidos em resina PolyBed-812. A. Mock 10 dpi, particulas virais ndo
foram detectadas nas secgbes dos camundongos inoculados com PBS contendo 50ug/mL
gentamicina. B. FGA/NA P6 10 dpi, detecgdo de particulas do virus da dengue nas secc¢des dos
camundongos inoculados com o virus FGA/NA P6. C. MR/NA P7 7 dpi, deteccao de particulas do
virus da dengue nas secgbes dos camundongos inoculados com a variante MR/NA P7. (M)
mitocéndria, (CG) complexo de Golgi, (N) nucleo, (RE) Reticulo endoplasmatico, (seta) particula
densa mostrando o nucleocapsideo-/ike, (cabega de seta) nucelocapsideo-like envolto por uma
camada eletrodensa.
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Para demonstrar a presenca de proteinas virais no SNC de camundongos
infectados tanto com as amostras FGA/NA P6 e MR/NA P7, uma analise por
imunocitoquimica ultra-estrutural utilizando-se anticorpos monoclonais anti-E (4G2),
grupo especifico para virus do género Flavivirus, e anti-NS1 (G18-1b), especifico
para os quatro sorotipos do virus da dengue, foi realizada. Métodos convencionais
de fixacdo e embocamento (glutaraldeido, paraformaldeido e Lowicril HM20) foram
empregados. A especificidade da reacdo foi determinada pelo pré-tratamento das
seccles infectadas com a solucéo de bloqueio e pelo controle da reacao, que se fez
através da incubacdo das secg¢des dos tecidos infectados apenas com anticorpos
secundarios anti-camundongo marcados com particulas de ouro de 10 nm. Dessa
forma, ndo se observou ruido de fundo nas sec¢des analisadas e o controle negativo
da reacao imunoldgica ndo apresentou marcagao inespecifica (Fig. 18 e Fig. 19).

Os virus da dengue foram detectados nas seccées do SNC dos camundongos
infectados com os virus FGA/NA P6 (Fig. 18) e MR/NA P7 (Fig. 19), através da
técnica de imunocitoquimica ultra-estrutural, utilizando anticorpos contra as
proteinas E e NS1.

A microscopia das seccdes ultrafinas do SNC de camundongos infectados
com os virus neuroadaptados revelou uma distribuicao difusa da proteina NS1 no
tecido cerebral dos camundongos infectados. Em contraste com a distribuicao
agrupada da proteina E pelo tecido cerebral. A proteina E foi abundantemente
encontrada nas seccdes do tecido cerebral de camundongos infectados com a
variante MR/NA P7.
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Fig. 4.18 — Detecgao das proteinas E e NS1 de flavivirus por imunocitoquimica ultra-estrutural em
secgdes ultrafinas do SNC de camundongos infectados com a variante FGA/NA P6 embebidos em
Lowicril HM20. Secgdes ultrafinas foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-E (4G2), grupo
especifico para Flavivirus, e anti-NS1(G18-1b), especifico para os virus da dengue, e as proteinas
foram detectadas com anticorpos secundarios anti-camundongo marcados com particulas de ouro de
10 nm. A. Micrografia eletronica das secgdes ultrafinas do SNC de camundongos infectados com a
variante FGA/NA P6 tratadas apenas com anticorpos secundarios anti-camundongo marcados com
particulas de ouro de 10 nm, utilizadas como controle negativo. B. Micrografia eletrénica das sec¢des
ultrafinas do SNC dos camundongos infectados com a variante FGA/NA P6, mostrando a expressao
da proteina E do virus da dengue (seta). C. Micrografia eletronica das secgdes ultrafinas do SNC dos
camundongos infectados com a variante FGA/NA P6, mostrando a expressdo da proteina NS1 do
virus da dengue (seta). (RE) reticulo endoplasmatico.
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Fig. 4.19 — Detecgao das proteinas E e NS1 de flavivirus por imunocitoquimica ultra-estrutural em
secgOes ultrafinas do SNC de camundongos infectados com a variante MR/NA P7 embebidos em
Lowicril HM20. Secgdes ultrafinas foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-E (4G2), grupo
especifico para Flavivirus, e anti-NS1 (G18-1b), especifico para os virus da dengue, e as proteinas
detectadas com anticorpos secundarios anti-camundongo marcados com particulas de ouro de 10 nm.
A. Micrografia eletronica das seccdes ultrafinas do SNC de camundongos infectados com a variante
MR/NA P7 tratadas apenas com anticorpos secundarios anti-camundongo marcados com particulas
de ouro de 10 nm, utilizadas como controle negativo. B. Micrografia eletrdnica das sec¢des ultrafinas
do SNC dos camundongos infectados com a variante MR/NA P7, mostrando a expressao da proteina
E do virus da dengue (seta). C. Micrografia eletrénica das secgbes ultrafinas do SNC dos
camundongos infectados com a variante MR/NA P7, mostrando a expressao da proteina NS1 do virus
da dengue (seta). (E) edema.
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5 DISCUSSAO

Os virus da dengue tém sido relacionados a episddios de encefalite desde
1969 (SARKAR et al.,, 1969) e durante os ultimos anos, os casos clinicos de
encefalite associados com o virus do dengue tém aumentando significativamente
(SUMARMO et al., 1978; LUM et al., 1996; RAMOS et al., 1998; SOLOMON et al.,
2000; CAM et al., 2001 ; MIAGOSTOVICH et al., 2006).

Dois mecanismos principais estdo envolvidos na patogénese neuroldgica
durante a infecgdo pelo virus da dengue: um ocasionado por danos sistémicos
indiretos, causando encefalopatia e 0 outro pela acao direta da replicagdo do virus
no tecido cerebral, causando encefalite (RAMOS et al., 1998). Nesse ultimo, o virus
provavelmente atravessa a barreira hematoencefdlica e infecta diretamente células
do SNC, ocasionando os sinais de encefalite. Chaturvedi et al., (1991) utilizaram o
modelo murino para demonstrar a habilidade do virus da dengue em quebrar a
barreira hematoencefalica, possivelmente pela liberacdo de um fator citotoxico (CF)
produzido durante a infeccdo. O mecanismo pelo qual o virus da dengue e outros
virus neurotrépicos atravessam a barreira hematoencefalica ainda ndo esta
totalmente compreendido, mas o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) parece
mediar mudancas na permeabilidade das células endoteliais que poderiam facilitar a
entrada dos virus no SNC (WANG et al, 2004).

Com o intuito de estudar a neuropatologia da dengue, Despres et al., (1998),
desenvolveram um modelo para selecionar variantes de DENV-1 altamente
neurovirulentas, FGA/NA d1d e FGA/NA a5c, que se replicam eficientemente no
SNC. Os determinantes genéticos potencialmente responsaveis pelo fendtipo
neurovirulento dessas variantes mapeiam nas proteinas E e NS3 do virus da dengue
(DUARTE DOS SANTOS et al., 2000; BORDIGNON et al., 2007)). Para confirmar o
envolvimento das mutagdes observadas nestas proteinas durante o processo de
neuroadaptacdo de DENV-1 em camundongos e objetivando compreender melhor
0s mecanismos moleculares que pudessem estar envolvidos na neuropatogénese
dos virus da dengue noés reproduzimos a neuroadaptagdo do virus FGA/89 e
neuroadaptamos um isolado clinico recente (BR/01-MR).

No presente estudo, a passagem direta dos virus FGA/89 e BR/01-MR em

cérebro de camundongos neonatos resultou na aquisicdo de um fendtipo
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neurovirulento a partir das passagens 3 e 4, respectivamente. Os sinais de
comprometimento neurolégico observados nos camundongos infectados com as
cepas virais analisadas diferem, mas podem ser caracterizados principalmente por
paralisia dos membros posteriores e/ou anteriores de envolvimento neuroldgico,
seguida de morte. Apds seis passagens em cérebro de camundongos, uma nova
variante neuroadaptada do virus FGA/89, FGA/NA P6, foi gerada.

Estudos demonstram que certas variantes neuroadaptadas de virus dengue
podem ter sua infectividade alterada em cultura de células de insetos
(BHAMARAPRAVATI; YOKSAN, 1997; JIRAKANANAKIT et al., 1999), de primatas
nao humanos (HIRAMATSU et al., 1996; LEE; WEIR; DALGARNO, 1997) e de
neuroblastoma murino (DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). A infec¢do dos virus
FGA/89 e FGA/NA P6, em células de invertebrados (C6/36), simios (Vero) e
neuroblastoma murino (Neuro2a) nao revelou diferenca significativa quanto a sintese
de proteina E, analisadas por IFI. Os resultados obtidos por Duarte dos Santos et al.,
(2000) demonstram que o virus FGA/89 e a variante neuroadaptada, FGA/NA did
obtida por estes autores, infectam eficientemente células C6/36 e Vero, no entanto,
diferem quanto a produgao de proteinas virais e sintese de RNA em células Neuro2a,
sugerindo que as mutacdes observadas nas posicoes NS3435 € E405 do genoma viral
da variante FGA/NA d1d alteram o processo replicativo e montagem da particula
viral em células de neuroblastoma murino. Estudos complementeres seréao
necessarios para avaliar o envolvimento das mutagdes, identificadas em FGA/NA P6,
na sintese de RNA e produgéao de progénie viral em diferentes linhagens celulares.

O sequenciamento nucleotidico do genoma viral de FGA/89 durante o
processo de neuroadaptacdo em modelo murino, detectou o surgimento de
mutagdes nas proteinas E e NS3 durante a terceira passagem do virus FGA/89 em
cérebro de camundongos (FGA/NA P3), concomitante com o aparecimento dos
sinais de encefalite. Somente trés substituicbes de aminoacidos foram detectadas
nos virus neuroadaptados, FGA/NA P3-P6, E Phe4p/Leu, NS3 Valy/lle e
NS3 Leusgo/Ser, quando comparados com a cepa parental FGA/89.

As substituicbes E Phegoo/Leu e NS3 Leusge/Ser, embora ndo idénticas
aquelas observadas em FGA/NA did (a outra variante neuroadaptada a partir da
mesma cepa parental, FGA/89), mapeiam nos mesmos dominios das duas proteinas.
A substituicdo Phesgo/Leu na proteina E se localiza na regido a- hélice 1 anfipatica

(H1P"®% que precede a regido transmembrana do dominio Ill da proteina (ALLISON
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et al., 1999). A substituicdo Leusso/Ser na proteina NS3 mapeia na regiao C-terminal
do dominio Il, entre o B-harpin 5 que sucede o motivo VI da superfamilia 2 das
helicases e a a-hélice 1 do dominio Ill. A mutacdo conservativa Valy/lle de
FGA/NA P6 mapeia na a- hélice 1 do dominio | do dominio helicase da proteina NS3,
entre o motivo | (Walker A), altamente conservado entre as superfamilias helicases
1 e 2, e o motivo la.

Mutagbes em determinadas regides da proteina E podem influenciar na
viruléncia dos flavivirus, tais como: (1) na face distal do dominio Il (residuos 303-
395), regidao IgG-like. Mutagbes nessa regido modificam a capacidade do virus se
ligar a célula hospedeira, afetando a internalizagao viral ou o tropismo celular; (2) na
base do dominio Il (residuos 52-136 e 190-284), regidao que atua como dobradica
durante a mudancga conformacional fusogénica da proteina; (3) na regido de contato
entre a interface dos dominios | e lll. Essa regiao € o sitio de dimerizagdo ou
trimerizacdo dos mondémeros da proteina E apdés o contato do virus com a
membrana celular (REY et al, 1995; SANCHEZ; RUIZ, 1996; MODIS et al., 2004). A
mutagcdo observada no residuo E4p, mapeia no dominio Il da proteina E na regido
a-helicoidal E4go-412 da H1P®d (STIASNY et al., 1996). Este dominio é essencial para
a conversao da proteina E soluvel na forma de dimero para homotrimero, induzidas
por baixo pH, para que ocorra a interagdo do virus com a membrana da célula alvo
(STIASNY et al., 2005; MODIS et al., 2004). Baseado nessas premissas, a presenga
de mutagées na regido H1P®® do virus da dengue poderia facilitar o processo de
trimerizacdo com consequente fusdo de membranas e liberagdo do nucleopcapsideo
no citoplasma das células do SNC de camundongos. Dessa forma, uma maior
sintese de RNA viral e produgdo de progénie viral poderiam ocorrer, afetando a
viruléncia e aumentando a patogenicidade da infec¢do do virus neuroadaptado em
camundongos.

O alinhamento de sequiiéncias na regido do genoma correspondente a
proteina E revelou que o residuo de aminoacido Phe na posicado E4o, é conservada
no virus da dengue tipo 1 e em outros flavivirus (STIASNY et al., 1996). Trabalhos
anteriores demonstram o envolvimento de substituicdes de aminoacidos na regiao
proxima a ancora hidrofébica da proteina de E na aquisicdo de um fendtipo
neurovirulento (KAWANO et al., 1993; LEE et al., 1997; DUARTE DOS SANTOS
et al., 2000), evidenciando a susceptibilidade dessa regido para mutacoes
adaptativas durante passagens seriadas em cérebro de camundongos e, sugerindo
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a importancia da regidgo H1P®® da proteina viral E na neuropatogénese da dengue
em modelo murino.

Da mesma forma que a proteina E, a proteina NS3 parece ter um papel
fundamental na aquisigdo do fenétipo viral de neuroviruléncia. Duarte dos Santos
et al., (2000) demonstraram que a mutacdo NS3435 no virus FGA/NA did parece
aumentar a habilidade de replicacdo do virus em células Neuro2a. A substituicao
nao conservativa da NS3 Leusgo/Ser detectada na variante FGA/NA P6 esta situada
no mesmo dominio Il helicase da substituicdo NS3 Leuyss/Ser, presente em
FGA/NA a5c e em FGA/NA did, sugerindo a participacdo dessa proteina no
processo de neuroviruléncia em camundongos. O alinhamento de sequéncias do
dominio helicase da proteina NS3 evidencia a presencga de um residuo Ser na regiao
correspondente a posicdo 480 dos virus da encefalite japonesa (JEV) e febre
amarela (YFV) (cepa vacinal 17D, neurovirulenta) (XU et al., 2005), sugerindo a
importancia desse residuo na habilidade do virus se replicar em células do SNC. A
substituicdo NS3.4g9 esta localizada na regiao B-harpin que emerge do motivo VI da
superfamilia 1l de RNA helicases (SAMPATH et al., 2006). O motivo VI das RNAs
helicases esta envolvido na ligagdo da proteina ao RNA, ligacao/hidrélise de ATP e
€ requerido para a movimentacao da helicase ao longo do substrato de é&cidos
nucléicos (TUTEJA; TUTEJA, 2004). Especula-se que a mutagdo nao conservativa
na posicdo NS345 do virus FGA/89 neuroadaptado possa afetar a atividade da
proteina NS3 helicase requerida nas funcdes replicativas do virus e, dessa forma,
aumentar a eficiéncia de replicagéo dos virus no SNC murino.

A mutacdo conservativa Valyge/lle de FGA/NA P6 esta localizada entre os
motivos Walker A e Walker B (motivos | e I, respectivamente) do dominio | helicase
da proteina NS3, os quais tem caracteristicas de ATPase (SINGLETON; WIGLEY,
2002). Baseado no alinhamento da seqiéncia de aminoacidos do dominio helicase
da NS3, uma lle na posi¢édo correspondente a posicdo 209 da proteina NS3 dos
DENV-1 é observada nos virus da encefalite japonesa (JEV), virus do Oeste do Nilo
(WNV) e Tick Borne Encephalitis virus (TBEV) (XU et al., 2005), todos pertencentes
ao grupo de virus que causam encefalite. Esses achados suportam a idéia de que
essas mutagdes identificadas nas variantes FGA/NA P3-P6 poderiam aumentar a
habilidade de replicacdo do virus no SNC de camundongos, ja que 0s niveis mais
elevados de replicagdo do RNA viral no SNC de camundongos foram observados

nas passagens em que 100% dos animais morreram (passagens P3 e P6). As
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mutagdes poderiam modular a eficiéncia do complexo de replicacdo (CR) para
catalisar a sintese de novas moléculas de RNA em células do SNC de camundongos
(DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). Uma replicacdo mais eficiente do virus
neuroadaptado, com conseqliente produgcdo de proteinas virais e progénie viral no
SNC de camundongos poderia induzir uma resposta imune exacerbada e danos
irreversiveis no SNC, ocasionando encefalites severas e morte do hospedeiro.

A determinagdo da sequUéncia nucleotidica do RNA viral de todas as
passagens de FGA/89 em cérebro de camundongos revelou um consenso
predominante, mas a analise cuidadosa dos eletroferogramas mostrou
heterogeneidade de nucleotideos na mesma posicdo do genoma, ao longo do
processo de neuroadaptacdo. Esses resultados sugerem uma competicdo entre
populacdes de RNA viral diferentes durante as passagens no SNC de camundongos.
As taxas elevadas de erro da RNA polimerase (10° to 10°/nucleotideo/ciclo) e a
pressao seletiva elevada para a replicagao do virus da dengue em um meio diferente,
como o SNC de camundongos neonatos, constituem provavelmente o principal
mecanismo responsavel pelo aparecimento de populagdes de virus neuroadaptados
(DOMINGO; HOLLAND, 1997; CROTTY et al., 2001). Vignuzzi et al., (2006) propde
que as quasispécies sao essenciais para a adaptacao e a sobrevivéncia dos virus
em ambientes com novas pressoes seletivas, tais como o0 SNC de camundongos. No
entanto, a existéncia de uma barreira para a disseminagao viral dentro de um
determinado tecido, fenédmeno denominado de bottleneck, pode reduzir a
complexidade de quasiespécie e resultar na transicdo de um fendtipo viral
(ESCARMIS et al, 2008). O efeito bottleneck restringe o nimero de genomas,
limitando a diversidade genética e possibilitando a selegdo positiva de variantes que
apresentam vantagens genéticas para se replicar em um ambiente com novas
pressdes seletivas, resultando na dominéncia de variantes melhores adaptadas
(DOMINGO; HOLLAND,1988; BIEBRICHER, 1999; PFEIFFER; KIRKEGAARD,
2006). As interagdes entre diferentes variantes e o fenébmeno de bottleneck parecem
ser uma explicagcdo para a flutuacdo de mortalidade observada durante o processo
de neuroadaptacao de FGA/89.

O virus BR/01-MR, diferentemente do virus FGA/89, que apresenta um longo
histérico de passagens em cultura de células, € um isolado recente de um paciente
com FD, com histérico de passagens conhecido e limitado. Com o objetivo de

confirmar o envolvimento das mutacdes observadas nas proteinas E e NS3 de
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FGA/NA-P6, FGA/NA-d1d e a5c, decidimos neuroadaptar o isolado BR/01-MR
utilizando a mesma metodologia usada para obter o virus FGA/NA-P6.

No entanto, nao foi possivel identificar a presenca de RNA viral pelas técnicas
de RT/PCR e gRT/PCR em cada uma das passagens do virus BR/01-MR em
cérebro de camundongos. Bordignon et al., (2007) demonstraram em uma cinética
de infecgdo que o virus BR/01-MR nao se replica eficientemente no SNC de
camundongos neonatos, ndo sendo possivel detectar RNA viral nem estabelecer
titulo viral no tecido cerebral de camundongos infectados, nos diversos pontos da
cinética de infeccao testados.

A presenca de particulas virais e RNA viral foi detectada apenas apés a
infeccdo do virus MR/NA P1 em células AP-61. O titulo viral foi baixo e nenhuma
substituicdo foi identificada nas sequUéncias nucleotidicas dos genes
correspondentes as proteinas E e NS3 e nas regides 3 UTR e 5 UTR analisadas.
No entanto, ndo foi possivel amplificar a por¢cao final de aproximadamente 300
nucleotideos do genoma viral. Estudos demonstram que delecées em determinados
dominios da regiao 3' UTR podem diminuir significativamente ou mesmo abolir
completamente a sintese de RNA viral sem afetar a tradugcado de proteinas virais
(ALVAREZ et al.,, 2005; FILOMATORI et al., 2006). Por outro lado, particulas
defectivas de interferéncia - particulas virais subgen6micas geradas a partir de
passagens seriadas de um virus in vivo ou in vitro - poderiam desempenhar um
papel de RNAs defectivos que interferem com a replicacao viral e, assim, contribuir
para a modificagdo na patogénese viral (CAVE; HENDRICKSON; HUANG, 1985;
SHELLAM; SANGSTER; UROSEVIC,1998; TSAI et al., 2007).

Embora n&o tenha sido possivel amplificar o RNA viral a partir das amostras
de cérebro de camundongos infectados ao longo do processo de neuroadaptagéao de
BR/01-MR, a analise ultra-estrutural das secgdes ultrafinas do SNC de
camundongos infectados com as amostras FGA/NA P6 e MR/NA P7 demonstrou a
presenca de particulas elétron-densas correspondentes ao nucleocapsideo (30 nm)
e a particula viral (50 nm) de flavivirus nas cisternas do RE, sugerindo replicagdo
viral. Para confirmar a identidade das particulas virais observados por microscopia,
utilizamos anticorpos monoclonais dirigidos contra as proteinas E de flavivirus e NS1
dos virus da dengue em ensaios de imunolocalizacao. A analise por
imunocitoquimica ultra-estrutural demonstrou a presenca de proteinas E e NS1 no

tecido cerebral dos camundongos infectados tanto com a variantes FGA/NA P6
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quanto com MR/NA P7. A distribuicdo difusa da proteina NS1 no tecido cerebral dos
camundongos infectados com as variantes FGA/NA P6 e MR/NA P7 proxima ao RE,
sugere sintese da proteina (LINDENBACK; RICE, 2001). Uma grande concentracao
da proteina E foi identificada nas secgbes do tecido infectado com a variante
MR/NA P7 em comparagdo com a quantidade de proteina E identificada nas
secgOes do tecido cerebral infectado com FGA/NA P6. Especula-se que a extensiva
producdo da proteina E presente no SNC de camundongos infectados com
MR/NA P7 poderia ser responsavel pelos importantes danos observados no SNC
dos camundongos. A presenca eventual de dele¢des na regido 3° UTR poderia ser
uma explicagdo para a nao deteccdo de RNA viral durante as passagens de
BR/01-MR em cérebro de camundongos sem afetar a producdo de proteinas e a
formacdo de particula viral no SNC de camundongos, conforme observado pela
técnica de imunocitoquimica ultra-estrutural (ALVAREZ et al., 2005; FILOMATORI et
al., 2006; HOLDEN et al., 2006). Por outro lado a presenca de RNAs subgendmicos
poderia interferir na replicacao viral e regular a traducao de antigenos estruturais em
excesso (QUADRI ; NEGRO, 2001). Despres et al., (1996) sugerem que o acumulo
de proteinas virais no RE poderia induzir morte celular por apoptose pela ativacao da
via de sinalizagao por célcio e interferir na montagem ou liberacao da particula viral
no RE. Massiva replicacdo e producdo de progénie viral poderiam também
desencadear apoptose em células neuronais, ocasionando encefalite e morte
(DESPRES et al., 1998; JELACHICH et al., 1996).

O mecanismo da producdo de encefalites virais pode ser observado em
decorréncia de lesdes mediadas tanto pela replicacdo viral quanto pela resposta
imunolégica do hospedeiro. A resposta imune frente a infecgdes por flavivirus pode
provocar sérios prejuizos ao hospedeiro (KREIL; EIBL 1996; MORI et al., 1997).
Membros da familia Flaviviridae tém sido associados com indu¢ao de morte neuronal
por apoptose in vitro, incluindo a infecgéo pelos virus da dengue em células Neuro2a
(DESPRES et al. 1996; DUARTE DOS SANTOS et al., 2000) e dos virus da
encefalite japonesa em células progenitoras neuronais de humanos (LIAO et al.
1997) e in vivo pela variante neuroadaptada do virus da dengue, FGA/NA did
(DESPRES et al., 1998). A morte neuronal por necrose in vivo também tem sido
associada com encefalites pela infeccdo com membros da familia Flaviviridae,
incluindo os virus da encefalite de St. Louis (SLEV) (MURPHY et al., 1968), os virus
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da encefalite japonesa (JEV) (ESIRI, 1997) e os virus do Oeste do Nilo (CAMENGA
et al. 1974).

Os dados histolégicos observados neste estudo evidenciam a presenca de
um infitrado de células inflamatérias e ativacdo da micréglia no SNC de
camundongos infectados com as variantes neuroadaptadas FGA/NA P6 e MR/NA P7.
A presenca de edema tissular, ativacao da microglia e processo inflamatério crénico
e agudo no SNC de camundongos infectados com a variante neuroadaptada MR/NA
P7 sugere que o processo de morte celular por necrose seja 0 mecanismo mais
provavel para o desenvolvimento de encefalite fatal em camundongos neonatos
durante o processo de neuroadaptacdo do isolado BR/01-MR. A alta taxa de
producédo de proteina E presente no SNC de camundongos infectados com a
variante MR/NA P7 poderia ocasionar uma exacerbagao da resposta imunologica.
Estudos demonstram que a ativacao microglial e a subsequente liberacdo de varios
mediadores pré-inflamatérios induzem morte neuronal em camundongos infectados
com o virus da encefalite japonesa (SAXENA et al., 2008; GHOSHAL et al., 2007). A
presenca de alguns neurdnios apoptéticos no cortex cerebral foi observada em todas
as amostras analisadas (mock, FGA/89, FGA/NA P6, BR/01-MR e MR/NA P7) e é
possivel que a apoptose, nesse caso, tenha sido ocasionada por um fenémeno
fisiologico associado a imaturidade cerebral (MENSAH, 1982; LOSSI; GAMBINO,
2008). Dessa forma, o envolvimento de apoptose e necrose na neuropatologia
ocasionada pelos virus da dengue e o envolvimento direto das mutacdes
observadas nas proteinas E e NS3 da variante neuroadaptada de FGA/89 na
aquisicao de um fenétipo neurovirulento, necessita ser determinado de forma mais
direta.

A habilidade dos virus neuroadaptados em infectar e se replicar em células do
SNC pode determinar sua viruléncia e causar danos irreversiveis nestas células.
Nossos dados sugerem que as variantes neuroadaptados apresentam capacidade
de infectar as células do SNC e ocasionar danos extensivos como leptomeningite e
encefalite.

Solomon et al., (2000) demonstraram que a encefalite € uma manifestacao
neurolégica freqlente nos pacientes durante a infeccdo do virus da dengue. E
considerando que os casos de infeccao pelo virus da dengue associados a
complicagdes neuroldgicas vém se tornando cada vez mais freqlentes, este modelo

murino pode ser uma alternativa para se estudar a morfogénese viral e a
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patogénese, decorrente da infeccdo pelos virus da dengue no sistema nervoso
central. Além disso, a identificacdo de assinaturas moleculares nas cepas de virus
dengue associadas a doenca neurolégica poderia ser utilizada para predizer a
emergéncia de epidemias (BRAULT et al., 2004) e dirigir eventualmente

intervencdes terapéuticas.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com o intuito de estudarmos diferentes aspectos da patogénese causada
pela infeccdo dos DENV, escolhnemos o modelo murino para a geracado e
caracterizagdo molecular e bioldgica de variantes virais de DENV-1 neurovirulentas.
A caracterizacdo genética destes virus permitiu determinar e confirmar o
envolvimento de substituicbes de aminoacidos nas proteinas E e NS3 durante o
processo de neuroadaptagdo e na aquisicdo do fenotipo de neuroviruléncia em
camundongos neonatos.

As mutacdes na regidao H1P"®? da proteina de envelope e no dominio helicase
da proteina NS3 da variante neuroadaptada (FGA/NAP3-P6) aumentaram a
habilidade deste virus se replicar no SNC de camundongos, causando extensivos
danos como leptomeningite e encefalite.

A outra variante neuroadaptada a partir de um isolado clinico recente,
BR/01-MR, apresenta habilidades de infectar células do SNC de camundongos,
produzir particulas virais e sintetizar tanto a proteina NS1 como grandes quantidades
da proteina E em células do SNC, causando leptomeningite, encefalite e extensiva
necrose de substancia branca. No entanto, apesar dos resultados das analises
histolégicas e de microscopia eletrnica demonstrarem a presenca de particulas e
proteinas virais em células e tecidos infectados, ndo foi possivel, através das
técnicas empregadas, detectar RNA viral ou particulas virais infecciosas a partir de
preparacgdes de tecidos do SNC murino infectado. Como perspectiva em curto prazo,
estamos realizando experimentos de neutralizacao in vivo a fim de se verificar de
forma mais direta a infec¢do pela variante MR/NA P7 no SNC dos animais e, além
disso, as amostras seréo testadas em um bio-chip contendo sondas moleculares (70
mer) correspondentes a todos os genomas virais depositados nos bancos de dados
(colaboragédo com o Dr. David Wang, Departamento de Microbiologia Molecular e
Imunologia e Patologia Washington University School of Medicine). Alternativamente,
experimentos de hibridizacao de RNA in situ serédo realizados a fim de se avaliar a
presenca de RNA viral no tecido cerebral de camundongos infectados.

Para validar o envolvimento das mutacdes identificadas nas proteinas E e
NS3 na neuropatogénese da dengue e excluir a possibilidade de um fenémeno

especifico do virus FGA/89, um outro virus bem caracterizado, DEN-1 BR/90, esta
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sendo neuroadaptado em modelo murino. As mutacdes detectadas no genoma nas
variantes neurovirulentas serdo ensaiadas utilizando-se o clone infeccioso de BR/90,
recentemente desenvolvido em nosso laboratério (SUZUKI et al., 2007).

A identificacdo de marcadores moleculares e de mecanismos que induzem
injuria ou morte celular em tecidos vitais, como o SNC, poderia contribuir para o
entendimento da neuropatogénese da dengue e eventualmente permitir o

delineamento de medidas direcionadas de intervencdes terapéuticas.
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