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Resumo

O virus da dengue (DENV) causa uma doenga febril, conhecida com febre da
dengue (FD), que pode evoluir para um quadro hemorragico seguido ou ndo de
choque, conhecidos como, febre hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome do
choque da dengue (SCD). Recentemente, o perfil clinico da infeccdo pelo DENV
vem mudando, e manifestacbes neuroldégicas tém se tornado frequentes.
Objetivando determinar o papel de fatores virais € do hospedeiro na patogénese da
neuroviruléncia pelo DENV, nés caracterizamos as cepas FGA/89 (parental) e
FGA/NA a5c (neurovirulenta), a nivel biolégico e molecular. Adicionalmente, nés
estudamos a resposta do tecido nervoso, através da avaliagdo da modulacao da
expressao génica em camundongos suicos infectados com ambas as cepas. Foi
demonstrado que a cepa FGA/NA a5c apresenta duas mutacées na proteina E
(Metyge/Val e Thraoze/Pro), e uma na porcao helicase da NS3 (Leusss/Ser). Estas
mutagdes podem estar implicadas na aquisicdo do fenétipo de neuroviruléncia em
modelo murino. Foi ainda demonstrado que os animais infectados com a cepa
FGA/NA ab5c desenvolvem sinais de encefalite por volta do 10° dia pds-infeccao
(dpi), e evoluem para 6bito com sinais de encefalite com 13,1 dpi £ 2,2, ao contrario
dos animais infectados com a cepa FGA/89, BR-01/MR (controle) e mock.
Adicionalmente, a cepa FGA/NA a5c apresentou maior replicacao viral e produgéao
de particulas virais infectivas no SNC murino no 9° dpi, quando comparado a cepa
parental (3,7 e 19,2 vezes, respectivamente,). No entanto, in vitro, ndo foi possivel
detectar diferengas na replicacao viral e produgao de particulas virais infectantes em
culturas primarias de neurbnios e macréfagos peritoniais de camundongos
infectados com as cepas FGA/89, FGA/NA a5c e BR-01/MR. Visando conhecer a
resposta do hospedeiro a infeccdo, camundongos suigos foram infectados com
8.000 ffucess das cepas, FGA/89 e FGA/NA a5c, e o perfil de modulacdo da
expressao génica nos dias 5, 6, 7 e 8 dpi, foram analisados utilizando o VCU Mus
musculus biochip (Virginia Commonwealth University, USA). As analises de
bioinformatica revelaram a modulagdo na expressao de 148 genes no SNC murino
infectado com ambas as cepas, FGA/89 e FGA/NA a5c com relacdo ao mock.
Analises com o software Ingenuity Pathways Systems (IPA) demonstraram que as
principais vias moduladas no SNC murino infectado s&o: via de sinalizagcao por IFN,
processamento e apresentacao de antigenos, ativacdo do complemento e via tipo-
ubiqutinagdo. Adicionalmente, andlises in silico permitiram selecionar 15 genes
como modulados diferencialmente na infeccdo com a cepa neuroadapatda FGA/NA
a5c, comparada a parental FGA/89. Dentre estes, chama a atengdo a expressao
diferencial de 4 genes que codificam para quimiocinas quimioatrativas. Além disso, a
quantificacao da modulacao da expressao génica por qPCR corroborou os dados de
microarranjo. Atualmente, esta sendo realizada a caracterizacao biolégica das vias
em questdo, objetivando definir a sua importancia na patogenia da encefalite por
DENV-1 em modelo murino.



Abstract

Dengue virus (DENV) causes a self-limiting fever (DF) or severe hemorrhagic
fever/shock-syndrome (DHF/DSS). Recently, clinical profile of DENV infection is
changing, and neurological manifestations are becoming frequent. Aiming determine
the viral factors responsible for neurovirulent phenotype in mice, we perform
biological and molecular characterization of FGA/89 (parental) and FGA/NA a5c
(neurovirulent). We demonstrated that mutations on E (Metigs/Val and Thrzze/Pro)
and NS3 (Leuyss/Ser) proteins may account for DENV neurovirulence for mice.
Additionally, animals infected with FGA/NA a5c show higher viral replication and
production of viable viral particles at 9 days post-infection (dpi) than animals infected
with FGA/89 (3.7 and 19.2 x, respectively). Animals infected with FGA/NA a5c show
clinical signs of encephalitis around 10 dpi and succumb to death (13.1 dpi = 2.2), in
contrast with animals infected with FGA/89, BR-01/MR (control) and mock. However,
we are not able to detect differences in viral replication and production of viable viral
particles in primary cultures of neuron and peritoneal macrophages, infected with
FGA/89, FGA/NA a5c and BR-01/MR. Aiming to determine host response to infection
with neurovirulent (FGA/NA a5c) and parental (FGA/89) strains of DENV-1, we use
VCU Mus musculus biochip (Virginia Commonwealth University, USA) encompassing
whole mouse genome. Newborn Swiss mice were infected intracerebraly with
8.000ffuceszs of FGA/89, FGA/NA a5c and mock. Microarray analyzes were carried out
at 5, 6, 7 and 8 dpi in central nervous system (CNS) of mock, FGA/89 and FGA/NA
a5c¢ infected animals. Bioinformatic analysis reveals 148 genes up-regulated in CNS
infection by DENV-1, at higher levels in animals infected with FGA/NA a5c. Analysis
with software Ingenuity Pathways Systems (IPA) shows that the main pathways
modulated by DENV infection in the mouse CNS are IFN signaling, antigen
presentation, complement cascades and protein ubiquitination. Additionally, by in
silico analyses, we selected 15 genes, among those 4 are of special interest and are
genes of chemokines with chemoattractant activity, that are up-regulated by infection
with neurovirulent virus against parental. Actually we are performing biological
characterization of selected genes and pathways.
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1. Introducao

1.1 Aspectos Histoéricos

Os primeiros registros de uma doenca semelhante a dengue estao descritos na
Enciclopédia Chinesa de sintomas e remédios, e datam da Dinastia Chin (265-420
a.C.). A doengca era conhecida como “agua envenenada” pelos Chineses, e
acreditava-se que estivesse relacionada com insetos voadores associados a agua.
Ao longo do tempo, a dengue recebeu os mais variados nomes, conforme o pais ou
a regido considerada, como “febre da China” na Asia, “bohou” na Oceania, “febre
quebra-ossos” nos Estados Unidos, “colorado” em col6nias espanholas, “dandy
fever’ em colbnias inglesas, “dengue” nas Antilhas, “polca” no Rio de Janeiro e
“patuléia” na Bahia (GUBLER, 1998).

As duas primeiras descrigbes da doencga na literatura médica foram feitas no
século XVIIl. Em 1779, durante uma epidemia caracterizada por uma doenca febril
em Batavia, David Bylon fez a primeira descri¢do clinica da dengue, e a denominou
“Knokkel-koorts”, nés dos dedos ou febre das juntas (CAREY, 1971). Uma descricao
mais detalhada da dengue foi realizada pelo Dr. Benjamin Rush apds observar
varios pacientes durante uma epidemia em 1780 na Filadélfia, Pensilvania (RUSH,
1789). A epidemia ficou conhecida como “Febre quebra-ossos” (“Break-bone fever”).

A transmissao da dengue por mosquitos do género Aedes foi primeiramente
descrita por Bancroft em 1906, e posteriormente provada por Siler e colaboradores
(1926). Ashburn e Craig encontraram um agente filtravel no sangue humano em
1906, e Simmons e colaboradores transmitiram o virus para voluntarios humanos e
definiram o periodo de incubacdo em mosquitos, em 1926 e 1931, respectivamente
(SIMMONS, 1931).

Durante a 22 Guerra Mundial, Hotta, Kimura, Sabin e Schlesinger isolaram os
virus tipo 1 e 2, identificando a presenga da imunidade homotipica de infec¢oes
sucessivas e descrevendo a importancia clinica e diagnéstica dos anticorpos
neutralizantes (HOTTA, 1952; SABIN, 1952). Em 1956, ocorreu uma epidemia de
dengue em Manila, nas Filipinas, resultando na identificagcdo dos virus 3 e 4
(HAMMON, 1960).
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A febre hemorragica da dengue (FHD) foi diagnosticada na década de 50,
associada com a Febre Hemorragica das Filipinas e a Febre Hemorragica da
Tailandia (HALSTEAD, 1963). Alguns casos esporadicos de FHD foram relatados
nas Américas nas décadas de 60 e 70, mas foi a epidemia de Cuba em 1981 que
marcou o inicio da FHD nas Américas (KOURI, 1989).

Nos anos seguintes a Il Guerra Mundial a dengue foi se espalhando
lentamente, sendo que o0 niumero de paises e pessoas infectadas vem aumentando

regularmente, constituindo-se atualmente em um grave problema de saude publica.

1.2 A Epidemiologia da Dengue

A dengue € a principal arbovirose tropical transmitida ao homem através da
picada de mosquitos hematéfagos fémeas do género Aedes (HENCHAL & PUTNAK,
1990). A dengue esta distribuida em todas as regides tropicais e subtropicais do
planeta, e constitui atualmente um sério problema de saude publica, em especial, no
sudeste da Asia e nas Américas do Sul e Central (GUZMAN & KOURI, 2003).

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2002) estima que 50-100 milhdes
de pessoas se infectem anualmente em 100 paises, de todos os continentes, com
excecao da Europa. Destes casos, cerca de 550 mil necessitam de hospitalizacao e
pelo menos 20 mil morrem. No momento ainda ndo existe uma vacina contra a
dengue e seu desenvolvimento esbarra em varias limitagdes, como a necessidade
de ser uma vacina tetravalente, a falta de um modelo animal capaz de refletir as
diferentes formas clinicas da doenga, o dogma da infeccdo potencializada pelos
anticorpos heterélogos, ocorréncia de recombinacao intra-genotipica e do fenémeno
de interferéncia viral (HOLMES et al., 1999).

A emergéncia global da dengue estd diretamente ligada a caréncia de um
programa eficiente de combate ao mosquito transmissor em areas onde a dengue é
endémica. Atualmente, sdo utilizados inseticidas sob a forma de spray, os quais nao
tém se mostrado eficazes, pois as taxas de infestagcdo pelo Aedes aegypti vém
aumentando, principalmente nas areas urbanas (THOMAS et al., 2003; GUZMAN &
KOURI, 2003). Outro fator responsavel pela manutencao da epidemia de dengue é o

aumento do numero de viagens aéreas, possibilitando o transporte de individuos



17

infectados entre diversas partes do mundo. Muitos dos visitantes contraem o virus
em paises tropicais, apresentando sinais clinicos da dengue apenas quando
retornam ao seu pais de origem, permitindo o rapido deslocamento dos virus e
muitas vezes a introducdo de novos sorotipos e/ou genoétipos. Outro ponto
importante sdo as profundas mudangas sociais e demograficas vividas nas ultimas
décadas, como a urbanizagdo crescente e desorganizada e o grande aumento
populacional, que acabaram por criar condigdes que sustentam a transmissao de
doencas transmitidas por mosquitos vetores (GUBLER, 1998).

Recentemente, um aspecto que chama a atencdo é o impacto que as
alteracdes climaticas podem desempenhar nas doencgas tropicais. O aumento da
temperatura pode levar a uma migracao da dengue de regides tropicais para as
regides temperadas do globo. O aumento da temperatura cria condicées favoraveis
ao mosquito transmissor (A. aegypti) da dengue para migrar para areas temperadas,
uma vez que o mosquito ndo sobrevive em baixas temperaturas. A replicacao viral
no mosquito leva de uma a duas semanas até que o virus atinja a glandula salivar
do mosquito e alcance titulos suficientemente altos para ser transmitido. Este
periodo de incubacdo no mosquito € reduzido caso a temperatura ambiente seja
mais elevada. Adicionalmente, os mosquitos se desenvolvem mais rapidamente em
temperaturas elevadas quando comparado as temperaturas mais baixas. Deste
modo, o potencial de transmiss&o da dengue em um cenario de aquecimento global,
€ de aumento das areas endémicas para dengue, bem como, de maior nimero de
surtos epidémicos (SHOPE, 1992).

No Brasil, a dengue tem sido objeto de uma das maiores campanhas de
saude publica realizadas nos ultimos anos. O mosquito transmissor da doenca, o
Aedes aegypti, que havia sido erradicado de varios paises do continente Americano
nas décadas de 50 e 60, retornou na década de 70, devido as falhas na vigilancia
epidemiolégica e pelas rapidas mudancgas sociais e ambientais desencadeadas pela
urbanizagéo acelerada (GUZMAN & KOURI, 2003). No Brasil o mosquito voltou a
ser detectado em 1975, no estado da Bahia, e em 1977 no Rio de Janeiro
(SCHATZMAYR, 2000). Em abril de 1986 o virus da dengue sorotipo-1 foi isolado,
inicialmente no estado do Rio de Janeiro, causando uma grande epidemia de
dengue, apdés mais de 60 anos sem notificacdo da doengca (SCHATZMAYR, 1986).
Quatro anos mais tarde, em 1990, o virus da dengue sorotipo-2, foi detectado,

novamente no estado do Rio de Janeiro, causando um claro aumento no nimero de
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casos graves da doenca (SCHATZMAYR, 2000). Finalmente, no ano de 2000, a
introdugédo do sorotipo-3 e sua co-circulagdo com os sorotipos 1 e 2, levou a uma
grande epidemia de dengue em 2002, com 780.644 casos de FD, 2.607 casos de
FHD e 145 6bitos (NOGUEIRA, 2001; PAHO, 2007; Figura 1.1).
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Figura 1.1: Casos de FD, FHD e ébitos no Brasil entre 1986-2007. Numero de casos de FD
(A), FH (B) e 6bitos (C) por dengue no Brasil entre 1986 e 2007. A seta preta indica o ano de
1990, no qual ocorreu a introducao do sorotipo DENV-2. A seta vermelha indica a introdugéo
do sorotipo DENV-3 no ano de 2000. 'Dados parcias de janeiro a novembro de 2007. Fonte:
Ministério da Saude (www.saude.gov.br; Ministério da Salde, 2007) e Organizagdo Pan-
Americana de Saude (www.paho.org; PAHO, 2007).

Um balanco parcial dos casos de dengue no ano de 2007 entre janeiro e
novembro, mostra um total de 536.519 casos, com 1.275 casos de FHD e 136
obitos, um aumento de quase 200 mil casos em relagdo a 2006. Dois aspectos
chamam a atencao nos novos dados, o primeiro sdo 0s primeiros casos autoctones
detectados no estado do Rio Grande do Sul, deste modo, apenas Santa Catarina
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nao apresenta transmissado autéctone do virus. O segundo ponto € o aumento da
letalidade da FHD, que passou de 5,5% na epidemia de 2002 para 10,7% no ultimo
ano. O monitoramento da circulagéo viral demonstra ainda o predominio do sorotipo
DENV-3, com 79% dos casos. No entanto, a circulacdo do sorotipo DENV-2 também
se mantém importante, com 18% dos casos, concentrados especialmente nos
estados de Alagoas, Ceara, Maranhao, Piaui, Amapé e Roraima. Cabe salientar que
apesar de baixa (3%) a circulacao do sorotipo DENV-1 ainda ocorre em nosso pais.
Deste modo, atualmente os sorotipos DENV-1, 2 e 3 co-circulam no Brasil (Ministério
da Saude, 2007).

1.3 O Virus

O virus da dengue (DV) pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus,
podendo ser classificado em quatro sorotipos distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, e a infecgdo por qualquer um dos quatro sorotipos causa manifestagdes
clinicas similares (CALISHER et al., 1989). O virion € uma particula esférica, com
didmetro entre 40 e 60 nm, envolta por um envelope lipidico derivado da célula do
hospedeiro, cujo genoma é formado por uma molécula de RNA fita simples com
polaridade positiva, sendo, portanto, infeccioso (Figura 1.2). O RNA viral € composto
por aproximadamente 11.000 nucleotideos, e possui uma Unica fase aberta de
leitura que codifica uma poliproteina, que é clivada co- e pds-traducionalmente por
proteases virais e da célula hospedeira, para gerar o conjunto das 3 proteinas
estruturais e das 7 ndo-estruturais. As proteinas estruturais codificadas pelo genoma
sdo as de capsideo (C), precursora da proteina de membrana (prM/M) e de
envelope (E), além de sete proteinas nao-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5 (CHAMBERS et al., 1990). O limitado tamanho do genoma viral
faz com que suas proteinas sirvam para multiplas fun¢des durante a replicagao viral
(Figura 1.3).
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Figura 1.2: Representacdes esquematicas da estrutura da particula do virus da dengue. Em
A pode ser observada a transicdo da particula do virus da dengue de sua forma imatura
(esquerda) para a forma madura (direita) antes de sua liberacdo das células infectadas. Em
B a representacdo esquematica da particula do virus da dengue, mostrando o
empacotamento interno do RNA viral dentro do nucleocapsideo viral. FONTE:
MUKHOPADHYAY, KUHN, ROSSMANN, (2005) e modificado de CABEZAS et al., (2005).

A proteina do capsideo viral (C) € a responsavel por conferir a forma esférica
a particula viral, possui um peso molecular de 11kDa e carater basico. A proteina
precursora de membrana (prM) é glicosilada, tem 26kDa e é clivada durante a
replicagé@o viral por uma protease do tipo furina, gerando a proteina estrutural M de
8kDa, que juntamente com a proteina de envelope (E), forma o revestimento externo
da particula viral (CHAMBERS et al., 1990). A proteina M auxilia na exposi¢céao do
dominio de ligagdo ao receptor da proteina de envelope (E) (HEINZ & ALLISON,
2003), protege a proteina E da reorganizagdo estrutural e da fusdo prematura
durante a secrecao (ZHANG et al., 2003; HEINZ & ALLISON, 2003).

A proteina de envelope representa o principal componente antigénico do
virus, sendo a Unica capaz de induzir a producao de anticorpos neutralizantes da
infeccao in vivo (HE et al., 1995). Aléem disso, pode agir como hemaglutinina viral,
apresentar capacidade fusogénica com membranas da célula hospedeira, bem
como, interagir com seus receptores, afetando desta forma, o tropismo celular e a
penetracdo do virus no citoplasma das células hospedeiras (GOLLINS &
PORTERFIELD, 1986; REY et al., 1995; MODIS, 2004). Possui trés dominios: o
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primeiro (l) central, o segundo (Il) que contém a regido de dimerizagédo e o peptideo
de fuséo e o terceito (lll), o qual apresenta o sitio de ligagdo ao receptor. A proteina
E existe como um homodimero na particula viral madura (MODIS et al., 2004),
quando em ambiente acido, como no endossomo tardio, ocorre a trimerizagéo
irreversivel da proteina E, resultando na sua fusdo com a membrana do endossomo
(MUKHOPADHYAY, KUHN e ROSSMANN, 2005).

A glicoproteina nao-estrutural 1 (NS1), com 45kDa, pode ser detectada nas
formas intracelular ou associada a superficie das células de vertebrados, ou ainda,
no meio extracelular sob forma hexamérica (WINKLER et al., 1988 e 1989;
FLAMAND, et al., 1999). A proteina NS1, assim como as demais proteinas nao-
estruturais (NS) estdo envolvidas na formacdo do complexo de replicagao viral,
porém, nao se conhece exatamente sua funcdo (KHROMYKH, SEDLAK e
WESTAWAY, 1999a; KHROMYKH et al.,, 1999b; MACKENZIE et al., 1998;
MACKENZIE, JONES e WESTAWAY, 1999). A secrecao desta proteina no meio
extracelular induz uma forte producdo de anticorpos especificos (nao-
neutralizantes), que sdo importantes em termos de diagnostico, além de “desviarem
a atencdo” do sistema imunoldgico do hospedeiro, o que podem ter relevancia na
patogénese da infec¢ao (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006; DUSSART et al., 2006).

Uma das proteinas mais importantes no complexo de replicacao viral, é a
NS3 (68kDa), que apresenta as fungbes de protease, helicase, nucleosideo 5°-
trifosfatase (NTPase) e RNA 5'-trifosfatase (RTPase), fundamentais na replicacao
viral e na reagao de capping do RNA viral (BENARROCH et al., 2004). Os 180
primeiros aminoacidos na regido amino terminal, associados a proteina NS2B (co-
fator), apresentam atividade serina-protease, catalisando as clivagens de vérias das
proteinas virais durante a replicacdo (CHEN et al., 1997; CUI et al., 1998;
KHROMYKH, SEDLAK e WESTAWAY et al.,, 1999a; KHROMYKH et al., 1999b
LINDENBACH & RICE, 2003). A regiao carboxi-terminal da proteina (a partir do
aminoacido 181) apresenta atividade de helicase (replicacdo viral) e RNA 5'-
trifosfatase, envolvida na formagdo do capping na extremidade 5° do genoma
(WENGLER & WENGLER, 1991; KHROMYKH, SEDLAK e WESTAWAY, 1999a;
KHROMYKH et al., 1999b; LINDENBACH & RICE, 2003).

A maior das proteinas NS, a NS5, com aproximadamente 100kDa, possui
uma das sequéncias mais conservadas entre os flavivirus, apresentando carater
basico e motivos que indicam atividade de RNA polimerase dependente de RNA
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(RARP, replicase viral) (KAMER & ARGOS, 1984; CHAMBERS 1990), além de
atividade de metiltransferase (KOONIN, 1993; LINDENBACH & RICE, 2003).
Recentemente, foi demonstrado que durante a replicagao viral, a proteina NS5 migra
para o nucleo das células e induz a transcricdo e traducéo da interleucina 8 (IL-8),
um importante mediador na patogenia da infeccdo (MEDIN, FITZGERALD &
ROTHMAN, 2005).

As funcbes das proteinas NS2A, NS4A e NS4B ndo sao ainda muito bem
caracterizadas. Sao pequenas proteinas hidréfébicas, que parecem auxiliar na
localizacdo do RNA viral durante a sua sintese (BURKE & MONATH, 2001).
Recentemente, foi demonstrado que a NS4B, e com menor importancia a NS2A e
NS4A, sdo capazes de bloquear a via de interferon (IFN; MUNOZ-JORDAN et al.,
2003 e 2005). No entanto, a NS4B sozinha mostrou-se um forte inibidor da via de

sinalizagdo de IFN-B e IFN-y.

1.4 Tropismo Celular e Replicacao Viral

A primeira etapa na replicacao viral consiste na ligacao e infeccdo de uma
célula susceptivel pelo virus. In vitro, foi demonstrado que o virus da dengue é
capaz de infectar varios tipos de células humanas, como células dendriticas (DCs),
mondcitos/macrofagos, células B e T, células endoteliais, hepatécitos e células
neuronais, além de uma numerosa quantidade de linhagens celulares utilizadas para
propagacao viral (ANDERSON, 2003). As primeiras células alvo da infeccao em
humanos sdo as da linhagem fagocitica mononuclear (mondcitos, macrofagos e
DCs). Alem destas células, as células de Langerhans da pele (DCs da pele
residentes) foram também caracterizadas como um dos primeiros sitios de
replicagdo viral no homem, conforme demonstrado apds a inoculagdo de vacina
atenuada (WU et al., 2000).
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Figura 1.3: Organizagao estrutural e funcional do genoma do virus da dengue. Estrutura do
genoma do virus da dengue evidenciando-se as principais estruturas do RNA viral (com
suas funcbes principais) e as proteinas virais e suas funcées. O RNA viral contém uma
estrutura tipo cap na sua extremidade 5’, e uma Unica fase de leitura. A estrutura secundaria
€ baseada em uma cepa de virus dengue tipo-2 do sudoeste Asiatico, e é similar para
diferentes cepas e sorotipos. As estruturas designadas como cHP, CS, UAR, DB1, DB2 e
3'SL foram compiladas de uma combinacdo de predicbes computacionais, analises
funcionais e da predicdo de estruturas. RARP: RNA-polimerase RNA-dependente e DB:
dumbell. FONTE: Modificado de CLYDE, KYLE e HARRIS,2006.

Um dos pontos chave na determinacdo do tropismo celular estd na
determinacdo dos receptores celulares que o virus utiliza para infectar a célula do
hospedeiro. Muitos trabalhos tém sido realizados nos ultimos anos na tentativa de se
caracterizar o receptor que o virus da dengue utiliza para infectar células
hospedeiras. Varios receptores celulares diferentes foram descritos em células de
mamiferos, como o heparan sulfato (CHEN et al., 1997), as proteinas de choque
térmico 70 (Hsp70) e 90 (Hsp90) (VALLE et al., 2005), entre outras. No entanto, um
dos receptores melhor caracterizado até o momento € a molécula ICAM-3 (do inglés,
Intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin), também conhecida com
CD209 ou DC-SIGN (LOZACH et al., 2005). DC-SIGN ¢é capaz de proporcionar a
infeccdo com os quatro sorotipos do virus da dengue e a sua expressao ectopica
confere permissividade a infecgdo em linhagens celulares normalmente néo
permissivas (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al., 2003).

Adicionalmente ao tipo celular, trabalhos recentes tém demonstrado que o

momento do ciclo celular pode ser um fator importante na determinagéao do tropismo
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celular. Células de hepatoma humano (HepG2) retidas na fase G, sado mais
permissivas a infecgdo produzindo maiores titulos virais, quando infectadas com o
sorotipo 2 e 3 (PHOOLCHAROEN & SMITH, 2004). Foi demonstrado que a maior
entrada de particulas virais na célula € o mecanismo responsavel pela produgéao de
um maior titulo. Adicionalmente, foi demonstrado que a entrada de particulas virais é
mais eficiente (titulo viral 30 vezes maior) em células de glandula salivar de Aedes
albopictus (C636) retidas na fase S, comparado com a infec¢cdo de células C636
nao-sincronizadas (HELT & HARRIS, 2005).

Apo6s a ligacdo ao receptor celular, o virus da dengue entra nas células
hospedeiras através de um processo de endocitose mediada por receptor (RME). A
particula viral é endocitada, e através de mudancas conformacionais induzidas pelo
ambiente &cido do endossoma ocorre a fusdo das membranas do endossoma e do
virus, liberando o nucleocapsideo viral no citoplasma (MUKHOPADHYAY, KUHN,
ROSSMANN, 2005). O RNA dos virus da dengue é traduzido em associacdo com
membranas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER). A replicagdo viral é capaz de
inibir a tradugédo dos mMRNAs celulares, como por exemplo, através do “seqlestro” do
fator de iniciagdo de tradugcado elF4E, que inibe a tradugdo dependente de cap
(EDGIL, POACEK & HARRIS, 2006).

Apoés o inicio da traducao do genoma viral ocorre a troca para a sintese de
um genoma de sentido negativo (3-5’) intermediario, o qual ir4 servir como molde
para a sintese de multiplas copias do RNA viral de sentido positivo (5-3’). Ciclos
sucessivos de traducao produzem multiplas cépias das 3 proteinas estruturais e das
7 nao-estruturais, as quais juntamente com o RNA viral irdo participar da formacao,
maturacao e secrecao da particula viral, que ocorre no complexo de Golgi (CLYDE,
KYLE e HARRIS, 2006; CHAMBERS et al., 1990). As particulas virais imaturas sao
entdo clivadas por proteases do tipo furina (celulares e virais), resultando na
formacdo de particulas virais maduras, que s&o infectivas. Particulas sub-virais
incompletas também sao clivadas pelas furinas celulares e virais. A liberacdo das
particulas virais maduras completas ou sub-virais ocorre por exocitose
(MUKHOPADHYAY, KUHN, ROSSMANN, 2005; Figura 1.4).
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Figura 1.4: Representacdao esquematica da replicacdo do virus da dengue. Viral infection:
infeccao viral; Fusion and virus disassembly: fusao e liberacdo da particula viral; CAP: cap;
vRNA: RNA viral; Poliprotein translation, transit to ER and processing: traducédo da
poliproteina, transito para o reticulo endoplasmatico e processamento; Viral genome
replication: replicacdo do genoma viral; Nucleus: nucleo; Virus assembly: montagem: Golgi:
golgi; TGN: rede trans-golgi; Virus maturation: maturagao viral; Mature virion: virus maduro.
FONTE: MUKHOPADHYAY, KUHN, ROSSMANN, (2005)

1.5 Aspectos Clinicos e Patolégicos

A infeccdo com qualquer um dos quatro sorotipos do virus da dengue pode
causar o desenvolvimento de duas formas clinicas principais: a febre da dengue
(FD) e a febre hemorragica com sindrome do choque (FHD/SCD). No entanto, cabe
salientar que outras formas clinicas podem ocorrer, causando complicacdes
hepaticas, cardiacas e neuroldgicas. O periodo de incubagédo da dengue varia de 3 a
14 dias e o periodo febril costuma durar de 2 a 10 dias (GUBLER, 1998).

O espectro da doenca no ser humano varia da febre da dengue (FD), na qual
ocorrem febre, mialgia, artralgia, dor retrorbital, fotofobia e linfadenopatia, até casos

mais graves, onde ocorre aumento da permeabilidade vascular, trombocitopenia e
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fendmenos hemorragicos, caracterizando a febre hemorragica da dengue (FHD)
podendo ainda evoluir para a sindrome do choque da dengue (SCD) (ROTHMAN &
ENNIS, 1999; WELSH & ROTHMAN, 2003). Mais recentemente, o perfil clinico da
doenca tem se modificado e vém sendo relatadas complicagées nos casos de FD e
FHD, como encefalopatia, hepatomegalia com falha hepatica fulminante e
cardiomiopatia (RIGAU-PEREZ et al., 1998; SOLOMON et al., 2000; PAHO, 2007;
KABRA et al., 1998; WALI et al., 1998; Figura 1.5).

| Virus da Dengue (1-4) |

|
l l

I Febre da Dengue (DF) | Febre Hemorragica da Dengue
(DHF)/Sindrome do Choque da Dengue (DSS)

| Complicagdes Cardiacas, Hepaticas e Neuroldgicas |

| = encefalite
« encefalopatia
= meningismao

« encefalopatia hepatica
* mielite transversa

Figura 1.5: Apresentacdes clinicas da infecgdo pelo virus da dengue. Apresentacoes
clinicas desencadeadas ap6s a infec¢ao por qualquer um dos quatro sorotipos do virus da
dengue. As apresentagdes clinicas mais comuns apds a infecgdo pelo virus da dengue
sdo: a febre da dengue (FD) e a febre hemorragica da dengue (FHD), a qual pode evoluir
para sindrome do choque (SCD). Manifestagdes cardiacas, hepaticas e neurolédgicas tém
sido relatadas com mais freqiiéncia nas Ultimas décadas.
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1.5.1 Apresentacoes Clinicas nao usuais da Dengue

A miocardite reversivel aguda tem sido relatada em pacientes infectados com
o virus da dengue. Alteragdes no segmento ST e nas ondas T foram detectadas no
eletrocardiograma juntamente com quedas na fracdo de ejecdo. Nao foi verificada
necrose no miocardio de nenhum dos pacientes (WALI et al., 1998). Em outro
trabalho, 16.7% das criangas infectadas com o virus da dengue demonstraram
disfuncao ventricular esquerda quando avaliadas por ecocardiografia bidimensional
e/ou Doppler colorido. A falha no ventriculo esquerdo pode contribuir para a
hipotensao observada na FHD com SCD, o que pode ter implicacdes na terapia de
fluidos, uma vez que a sobrecarga de fluidos pode agravar o quadro clinico (KABRA
et al., 1998).

O comprometimento hepatico tem sido descrito como uma das caracteristicas
dos casos fatais de FD e da FHD/SCD (PAHO, 2007). O quadro consiste em dano
hepatico com aumento nos niveis de transaminases (KUO et al., 1992; NGUYEN et
al., 1997), e finalmente degeneracéao celular nas regides centrolobular e zona média
(INNIS, 1995). Dados histopatolégicos mostram a presenga de corpusculos de
Councilman, semelhantes aos encontrados na infeccao pelo virus da febre amarela.
Estes corpusculos sdo provavelmente resultado da fragmentacdo dos hepatdcitos
que sofrem apoptose (KERR et al., 1979; MARIANNEAU et al., 1999).

As células alvo da infeccao no figado ainda ndo sao totalmente conhecidas,
porém ja foram detectados componentes do virus da dengue em hepatdcitos, células
de Kupffer (INNIS, 1995) e células de hepatoma humano (HepG2) (MARIANNEAU et
al., 1996). A infeccéo destas células com virus da dengue induz a morte celular por
apoptose nos estagios tardios da infeccdo, sendo este sugerido como o principal
mecanismo responsavel pelo dano hepatico (MARIANNEAU et al., 1997).

As manifestagdes neurolégicas mais freqluentemente encontradas em
pacientes durante a infeccdo sao: encefalite (SOLOMON et al.,, 2000),
encefalomielite aguda disseminada (YAMAMOTO et al., 2002), polirradiculoneurite
aguda (Sindrome de Guillain-Barré) (PALMA-da CUNHA-MATTA et al.,, 2004),
mononeuropatias (PATEY et al., 1993) e ainda encefalopatia sem encefalite
(CHOTMONGKOL & SAWANYAWISUTH, 2004). Os sinais clinicos da doenca

neuroldgica causada pelo virus da dengue séo: niveis reduzidos de consciéncia, dor
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de cabeca severa, tontura, rigidez da nuca, sinais neuroldgicos focais, tensdo na
fontanela e convulsdes (SOLOMON et al., 2000).

A fisiopatologia das manifestagdes neuroldgicas na infecgdo por dengue pode
ser causada por varios fatores indiretos, como, edema cerebral, hemorragia
cerebral, hiponatremia, falha hepatica fulminante com encefalopatia p6s-sistémica,
andxia cerebral, hemorragia microcapilar e a liberagcdo de produtos tdxicos
(SUMARMO et al., 1983; NIMMANNITYA et al., 1987). Adicionalmente, os danos no
sistema nervoso central (SNC) podem ser causados pela infeccao direta do virus no
SNC, causando encefalite (BHOOPAT et al., 1996; MIAGOSTOVICH et al., 1997;
RAMOS et al., 1998).

As manisfestacdes neurolégicas da dengue ndo sao tao raras, Domingues et
al., (2007) demonstraram que 18 de 85 pacientes (21,2%) com diagnéstico de
dengue apresentaram alteragdes neurologicas, tendo como sinal clinico mais
frequiente a confusdo mental. A freqiiéncia das manifestacées neuroloégicas nao foi
diferente em pacientes com infeccdo primaria ou secundaria, bem como a
prevaléncia destas manifestacbes nao difere entre pacientes com FD e FHD. Destes
pacientes, 13 foram submetidos a pungéo para coleta de liquido cefalorraquidiano,
sendo que em 7 foi detectado virus por RT-PCR. Destes, 3 apresentaram RT-PCR
negativo no soro (no mesmo dia da coleta do liquor), 0 que sugere que o virus da
dengue pode entrar no SNC diretamente, sem ser carreado por células periféricas
infectadas, mecanismo conhecido como “cavalo-de-tr6ia”, conforme sugerido por
Miagostovich et al., (1997). Foi demonstrado, em modelo murino, que o virus da
dengue é capaz de entrar diretamente no SNC, através do aumento da
permeabilidade da barreira hemato-encefalica, induzida pela secrecdo de uma
citocina conhecida como fator citotoxico (FC) durante a infec¢do (CHATURVEDI et
al., 1991).

Em estudos realizados no Vietham as complicagdes neurolégicas em casos
de dengue tiveram uma incidéncia entre 0.5-1% (SOLOMON et al., 2000; CAM et al.,
2001). Cam et al., (2001) estudaram 27 pacientes com manifestagdes neuroldgicas
da dengue, e demonstraram por ressonancia magnética que edema cerebral e
encefalite sdo as alteragées mais prevalentes. Adicionalmente, todos os pacientes
com manifestagdes neuroldgicas da dengue apresentaram niveis elevados de

aspartato (AST) e alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina e bilirrubinas.
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Visando desenvolver um modelo murino para estudar a patogenia do DENV-1
no sistema nervoso central (SNC), Déspres et al., (1998) geraram através de
passagens sucessivas e seriadas em cérebro de camundongos e células de inseto
(AP61), variantes neurovirulentas do DENV-1. As variantes neurovirulentas FGA/NA
d1d e FGA/NA a5c replicam com maior eficiéncia no SNC dos camundongos e
levam os animais a Obito com sinais de encefalite. A apoptose, mais intensamente
observada nos animais infectados com as cepas neurovirulentas em comparagao
com a parental, foi um dos principais achados que podem explicar a maior
patogénese das cepas neurovirulentas. Mutagcdes na proteina E e na porcao
helicase da NS3 da cepa neurovirulenta FGA/NA did foram definidas como
possiveis marcadores moleculares de viruléncia (DESPRES et al., 1998; DUARTE
DOS SANTOS et al., 2000).

1.6 Patogenia da Febre da Dengue (FD) e da Febre Hemorragica da Dengue
(FHD)

Apesar dos grandes avangos dos Uultimos anos para o entendimento da
biologia do virus da dengue, como a determinagdo da estrutura tridimensional da
particula viral e de grande parte de suas proteinas e melhor compreensao da
replicacédo e traducao das proteinas virais, a patogenia da dengue continua sendo
um grande desafio. Uma complexa rede de interacées entre fatores virais e do
hospedeiro, acabam por desencadear as duas principais apresentacdes clinicas da
doenca, a febre da dengue (FD) e a febre hemorragica da dengue/sindrome do
choque da dengue (FHD/SCD) (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006). Varios sao os
fatores de risco para o desenvolvimento de formas severas da doenga, como,
infeccdo prévia (HALSTEAD, 1970), idade (GUZMAN et al., 2002a), sorotipo e
gendtipo viral (GUBLER, 1998; BALMASEDA et al., 2006), componentes genéticos
do hospedeiro (HALSTEAD et al., 2001), entre outros.

A falta de um modelo animal que reflita os sintomas da FHD e da SCD
consiste em grande obstaculo para o entendimento da patogenia da dengue
(GUBLER, 1998). Recentemente alguns modelos potenciais foram desenvolvidos,

como por exemplo, a avaliagdo da replicagdo viral em culturas primarias de
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mondocitos/macréfagos humanos, ou ainda em células dendriticas (BENTE & RICO-
HESSE, 2006). Primatas ndo-humanos (PNH) mostraram-se suscetiveis a infecgéo,
sendo observado nestes animais viremia branda e transiente e producdo de
anticorpos, porém, sem sinais de doenca. A mesma situacao ocorre com os modelos
murinos, com a maior parte dos animais testados desenvolvendo viremia que induz
a produgéo de anticorpos. Recentemente, alguns modelos murinos baseados em
camundongos Kknockouts e quiméricos (humano-murino) produziram sinais clinicos
de FD e FHD (BENTE & RICO-HESSE, 2006).

1.6.1 Teoria dos Anticorpos Potencializadores da Infeccao

A teoria mais aceita para explicar a FHD e a SCD é a dos anticorpos
potencializadores da infec¢ao (do inglés, antibody dependent enhancement, ADE).
Segundo esta hipétese, inicialmente sugerida por Halstead em 1970, os pacientes
que sofrem uma segunda infecgdo por um virus de sorotipo heterdlogo apresentam
uma chance maior de desenvolver FHD/SCD (HALSTEAD, 1970 e 1988). Os
anticorpos heterélogos pré-existentes reconhecem o virus infectante, ocorrendo a
formagédo de complexos antigeno-anticorpo, os quais acabam sendo reconhecidos e
internalizados por células mononucleares, especialmente macrofagos, através de
seus receptores para a porcao constante dos anticorpos (Fc). Uma vez que os
anticorpos heterdlogos ndo sao neutralizantes as particulas virais acabam por
replicar dentro do macréfago, exacerbando a infeccado (GUBLER, 1998).
Adicionalmente, anticorpos homologos (ou homotipicos) em niveis sub-
neutralizantes também sao capazes de potencializar a infeccao pelo virus da dengue
pelo mesmo mecanismo (HALSTEAD & O'ROURKE, 1977). Dados laboratoriais in
vitro e epidemiolégicos in vivo reforcam a teoria do ADE (HALSTEAD, 1988; Figura
1.6).

Uma das provas mais importantes a favor da teoria do ADE é o exemplo do
que ocorreu em Cuba. A dengue nao era transmitida em Cuba desde a segunda
Guerra Mundial (1939-1945), até os anos de 1977-1978 quando uma epidemia de
dengue sorotipo 1 acabou por infectar aproximadamente 40% da populagdo em
todos os grupos etarios, causando uma forma branda da doenga (HALSTEAD, 1988;
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CANTELAR de FRANCESCO, 1983). Em 1981, o virus da dengue sorotipo 2 foi
introduzido em Cuba, vindo da Asia, causando novamente uma grande epidemia,
desta vez, com casos FHD/SCD. Testes soroldégicos em pacientes com casos
graves da doenga (FHD/SCD) demonstraram a presencga de anticorpos heterdlogos
(KOURI et al., 1983). Conforme esperado, criangcas com 1 e 2 anos de idade nao
apresentaram doenca grave (e nao evoluiram para 0Obito), uma vez que haviam
nascido apés a epidemia de 1977-1978, nao tendo sido infectadas com o sorotipo 1
do virus. Porém, foi demonstrado que criangas com menos de 1 ano que
desenvolveram FHD/SCD durante a infeccdo primaria com o sorotipo 2 do virus,
haviam nascido de maes imunes para a dengue, e apresentavam anticorpos
maternos circulantes (HALSTEAD, 1988).

Anticorpos Homdlogos Anticorpos Heterdlogos (Sub-
{Neutralizantes) Neutralizantes)
Antibody-dependent enhancement (ADE)
A A
~@> e @ 2
A <@> % >‘0>
Y <@ A -<.>-
A Y<@> <@
A A _<.>_ anticorpos sub-
= neutralizanies
®_ @
i Y\\
-<. anificorpos -<.>.
a neultralizantes
Receptor Fc I £ ; Receptor Fc |
Reapli o Viral Replicagdo Viral
- tnondcitos
macrofagos
. +«— padicuias virals ——» . .
Viremia Baixa ou Inexistente Alta Viremia

Figura 1.6: Representagdo esquematica do fenémeno dos anticorpos potencializadores
da infeccdo. Representagdo esquematica do mecanismo de antibody-dependent
enhancement (ADE) desencadeado por anticorpos sub-neutralizantes pré-existentes
contra um sorotipo heterélogo do virus da dengue.
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Uma das consequéncias da maior infectividade de mondcitos/macréfagos
desencadeada pela ADE reside na produgédo da “cascata de citocinas”. Apds uma
infecgdo natural por um sorotipo da dengue, sdo produzidos linfocitos de memoria
CD4" e CD8". Linfécitos T CD4" produzem uma grande variedade de citocinas,
como interferon-y (IFN-y), interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e linfotoxina.
Adicionalmente, mondécitos/macréfagos que sao infectados produzem fator de
necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-1B, IL-6 e fator ativador de plaquetas (PAF). Deste
modo, uma complexa rede de citocinas e mediadores quimicos sdo induzidos,
apresentando efeitos sinergisticos que acabam por aumentar a permeabilidade
vascular. No entanto, ndo existe ainda um consenso sobre as citocinas
predominantemente produzidas em casos de FD e em casos graves de FHD/SCD
(MALAVIGE et al., 2004; KING et al., 2000). De acordo com Chaturvedi et al., (1999)
os niveis séricos de TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y encontram-se elevados nos trés
primeiros dias da doencga, enquanto que os niveis de IL-10, IL-5 e IL-4 tendem a
subir mais tardiamente. Desta forma, estes autores sugerem que uma resposta Th1
ocorre nos momentos iniciais da infeccao, alterando-se o seu perfil para Th2 com o

passar do tempo.

Niveis elevados de IL-13 e IL-18 também tém sido relatados em infec¢oes
graves com o virus da dengue, especialmente em pacientes com grau IV de FHD.
Contrariamente, niveis de IL-12 sdo elevados em pacientes com FD quando
comparados com pacientes em grau lll e IV de FHD. Niveis de fator de crescimento
transformante do tipo beta (TGF-B; citocina de perfil Th3), também tém sido
encontrados em pacientes com doencga grave (MUSTAFA et al., 2001). Estes dados
sugerem a predominancia de um perfil de resposta Th2 em casos de FHD/SCD,
enquanto que as citocinas do tipo Th1 sdo mais prevalentes em casos benignos da
dengue (MALAVIGE et al., 2004).

Outras citocinas importantes na patogenia da dengue, sdo a IL-6 e a IL-8. A
IL-6 funciona como um pirégeno endégeno aumentando a permebilidade de células
endoteliais. A IL-8, juntamente com a elastase secretada por neutréfilos ativados
facilita o dano endotelial por estas células, ativa o complemento, coagulagédo e a
cascata fibrinolitica. Desta forma, ambas as citocinas estdo aumentadas em casos
graves de FHD/SCD (JUFFRIE et al., 2000, 2001)
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Um dos efeitos importantes da produgéo de citocinas pode ser demonstrado
pela producédo de IFN-y por células CD4" virus-especificas. O IFN-y produzido por
estas células induz uma maior expressao de receptores do tipo Fc na membrana de
mondcitos/macréfagos, aumentando a infeccao destas células pelo virus da dengue,
de acordo com o mecanismo de ADE. Mondcitos/macrofagos infectados acabam por
ativar células T, resultando na producdo de mais citocinas e mediadores quimicos,
formando um ciclo de retro-alimentacao que deve ser finamente regulado de forma a
evitar o agravamento da doenga (PANG, CARDOSA e GUZMAN, 2007; Figura 1.7).

A hipétese de que a FHD é causada por fatores predominantemente
imunoldgicos associados a infecgbes secundarias € fortemente sustentada pelo fato
de que 90% dos pacientes que desenvolvem a forma mais severa da doenca
apresentam evidéncias sorologicas de uma infec¢do prévia (SUAYA, SHEPARD e
BEATTY, 2006). Além disso, casos de FHD ocorrem preferencialmente em areas
onde ha a circulacdo de multiplos sorotipos e costumam acometer habitantes dessas
regides, enquanto que visitantes manifestam a forma classica da doenca
(ROTHMAN, 1997). Deste modo, a re-infecgcdo com um sorotipo heterdlogo do virus
da dengue leva a uma alta taxa de replicacédo viral (mediada por anticorpos néo-
neutralizantes), ocasionando a ativacdo de células T de memdria e a secregao de
varias citocinas e mediadores quimicos. Estes compostos secretados principalmente
de células T, mondécitos/macréfagos e células endoteliais levam a um aumento na
permeabilidade vascular e ao agravamento da doenca (PANG, CARDOSA e
GUZMAN, 2007).

Ao contrario, um estudo na Tailandia demonstrou que a incidéncia de
FHD/SCD em criangcas que sofreram uma segunda infeccdo com sorotipo
heterotipico variava entre 0.5-20.0 em cada 100 criangas. Adicionalmente, em um
estudo prospectivo em Bangkok, que acompanhou por 3 anos 1.700 criangas com
idade escolar, entre 1978 e 1980, de 41 criangas com infecgbes secundarias pelo
virus da dengue, apenas 9 apresentaram doenga, e 7 foram hospitalizadas
(HALSTEAD, 1988). Estes estudos deixam claro que a teoria do ADE, apesar de
contribuir para explicar a severidade da dengue, ndo é a unica causa da FHD/SCD.
Um outro resultado que contradiz a teoria dos anticorpos potencializadores da
infeccdo como um fator de risco para o desenvolvimento de FHD/SCD, é o fato que
apenas 2-4% dos pacientes que sofrem uma infeccdo secundaria desenvolvem as
formas graves (GUZMAN & KOURI, 2002b).
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Figura 1.7: Representagdo esquematica do modelo de imunopatogenia da dengue.
Representacao esquematica do modelo de imunopatogenia da dengue complementar ao
modelo de antibody-dependent enhancement (ADE).

A observacao de que casos de FHD acontecem em infecgdes primarias e de
que nem todas as infecgcoes secundarias resultam em FHD sugere que outros
fatores devem contribuir para a severidade da doencga. Entre eles pode-se citar o
estado imunoldgico, caracteristicas genéticas do hospedeiro (HALSTEAD, 1988;
KOURI et al., 1989; SAKUNTABHAI et al., 2005; SIERRA et al, 2006) e alteracbes
na sequéncia nucleotidica das cepas, que podem afetar sua viruléncia (LEITMEYER
et al., 1999; RICO-HESSE et al., 1997; VAUGHN et al., 2000; WATTS et al., 1999).
Esses fatores podem, por exemplo, influenciar na magnitude da viremia, que apesar
de ndo explicar a maior severidade da FHD/SCD, & certamente um fator de agravo
na dengue (LIBRATY et al., 2002; VAUGHN et al., 2000).

1.6.2 O papel das células T no desenvolvimento da FHD

Além da participacao dos anticorpos na génese da FHD, foi recentemente

caracterizado que linfocitos T de memoria ativados em uma infeccdo secundaria
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com sorotipo heterélogo podem contribuir para o desenvolvimento da FHD, em um
modelo conhecido como teoria do pecado original de células T (do inglés original
antigenic sin). Os linfocitos T ativados em uma infecgdo secundaria com sorotipo
heterélogo apresentam baixa afinidade para o sorotipo do virus causador da
infeccdo, ndo sendo eficientes em elimina-lo, aumentando a viremia e contribuindo
para o desenvolvimento da FHD (MONGKOLSAPAYA et al., 2003). Foi demonstrado
que em muitos pacientes com infeccdo secundaria heteréloga aguda pelo DENV, os
linfécitos T CD8" gerados ligam-se fracamente ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) que apresentam epitopos do virus causador da
infeccao. Ao contrario, estes linfécitos ligam-se mais fortemente aos epitopos do
virus causador da infecgao primaria, além de, apresentarem um fenétipo apoptético
que parece destinar estas células a morte celular programada antes de exercerem
sua funcdo antiviral e controlarem a infeccdo (MONGKOLSAPAYA et al., 2003;
Figura 1.8).

Deste modo, a selegéo para a expansao de linfécitos T de memaoria com baixa
afinidade parece competir com a ativagdo de linfécitos T naive (virgens), os quais
apresentam alta afinidade pelos antigenos virais. Esta ativacdo cruzada altera o
repertério de células T ativadas em uma infec¢do secundaria, gerando uma maior
ativacao destas células, bem como, a producao de um perfil citocinas alterados em
pacientes com FHD (MATHEW & ROTHMAN, 2008).

Mais recentemente, foi investigado o papel das células T regulatérias (T reg)
na patogenia da dengue, uma vez que estas células desempenham um papel
importante no controle da resposta imune (SAKAGUCHI 2004). Pacientes com
infeccdo aguda pelo virus da dengue com diferentes graus de severidade nao
apresentaram diferenca no fendtipo das células T reg, sendo que em todos os
pacientes estudados estas células expressaram seus marcadores caracteristicos,
CD4*CD25""FoxP3*. Além disso, estas células mantém a capacidade de suprimir a
fungdo dos linfécitos T, bem como, de secretarem IL-10 (LUHN et al., 2007).

No entanto, foi demonstrado que as células T reg sado capazes de reduzir in
vitro a producao de citocinas vasoativas, como o IFN-y, TNF-a e IL-6, em células T e
mondcitos apds estimulagdo com o DENV. Adicionalmente, a freqiiéncia de células
T reg e a relagdo entre estas células e as células T efetoras encontraram-se

aumentadas em pacientes com formas mais brandas da doenca (especialmente em
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criangas), ao contrario dos pacientes com formas graves, 0s quais apresentavam
menor relagdo de células T reg/T efetoras (LUHN et al., 2007).
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Figura 1.8: Representacdo esquematica do modelo do pecado original de linfocitos
T. Segundo este modelo, em uma infeccdo secundéaria por sorotipo heterélogo
ocorre uma ativagéo importante de linfocitos T de meméria para o sorotipo causador
da infecgdo primaria, os quais apresentam baixa afinidade de ligagdo com o
segundo virus. Em ultima analise isto pode levar a uma eliminacao ineficiente do
virus, com aumento da viremia e da imunopatologia. Modificado de
MONGKOLSAPAYA et al., 2003.

1.6.3 Fatores Virais

Outro fator relevante para explicar a maior gravidade dos casos de FHD/SCD,
€ que os virus da dengue, como outros virus RNA, sofrem mutagdes em seu

genoma, como resultado de uma pressao seletiva para que possa replicar em
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humanos e mosquitos, e que algumas cepas virais acabam por desenvolver um
maior potencial epidémico. A expressao fenotipica destas mudangas no genoma
viral pode incluir maior replicacéo viral e viremia, ocasionando uma maior severidade
da doenca (GUBLER, 1998; ROSEN, 1977).

Varios autores demonstraram que uma Unica mutacdo de aminodacido no
genoma dos flavivirus pode alterar a patogenicidade da amostra in vivo e in vitro. Lui
et al.,, (2006) demonstraram que uma Unica alteracdo de aminoacido na proteina
NS2A do virus da Febre do Nilo Ocidental (WNV) faz com que o virus perca sua
habilidade de inibir a via de sinalizacdo de IFN-a e -3, reduzindo deste modo, sua
viruléncia em modelo murino. Beasley et al., (2005) evidenciaram que a maior
patogenicidade da cepa de WNV New York 1999 (NY1999) comparada com a cepa
An4766 (cepa do Velho Mundo) esta relacionada a mutacdées na proteina E, que
acarretam alteragdes na glicosilacdo da proteina e consequente perda da
estabilidade da mesma em pH acido.

Outro exemplo é a menor patogenicidade das cepas de DENV-2 que circulam
nas Américas comparadas com as cepas Asiaticas. Foi demonstrado que uma
mutagédo na posicao 390 da proteina E é a responsavel pelo menor poder infectivo
das cepas americanas (E390, Asp) em relagcdo as cepas asiaticas (E390, Asn). A
menor patogenicidade da cepa americana esta relacionada a sua menor capacidade
de replicar em macréfagos e células dendriticas (PRYOR et al., 2001: COLOGNA,
ARMSTRONG & RICO-RESSE, 2005). Sanchez & Ruiz (1996) caracterizaram uma
mutagdo na mesma posicao (390) da proteina E (asparagina para histidina) do virus
dengue sorotipo 2 (200787/1983), isolado no Meéxico, que acarreta um fenotipo
neurovirulento para camundongos recém-nascidos.

Em um estudo realizado por Sabin (1952), foi possivel demonstrar que
passagens sucessivas do virus da dengue em cérebro de camundongos produzem
mutantes altamente virulentos para camundongos e macacos. No entanto, mutantes
gerados desta forma sdo normalmente atenuados para humanos. Desta forma, esta
geragdao de virus mutantes por passagens seriadas em SNC de camundongos
representa um modelo Util para estudo das bases moleculares de neuroviruléncia
para macacos e camundongos e de atenuacdo para humanos (KAWANO et al.,
1993). Déspres et al., (1998), através da neuroadaptacéo de um isolado de dengue
sorotipo 1 em camundongos, demonstrou que mutag¢des na proteina E e na porgao

helicase da proteina NS3 do DENV-1 poderiam ser as responsaveis pela aquisi¢cao
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do fendtipo de neuroviruléncia para camundongos. Kawano et al., (1993) em um
trabalho semelhante demonstrou que os marcadores moleculares de neuroviruléncia
em DENV-4 estdo localizados na proteina de envelope, nas posi¢cdes 155 (isoleucina
para uma treonina) e 401 (leucina para uma fenilalanina).

Além da patogenicidade para camundongos e humanos, mutacdes também
podem ocasionar uma maior infectividade de mosquitos vetores. A substituicdo de
uma serina por uma asparagina, na proteina E2 do virus da encefalite equina
venezuelana (VEEV) causou um epidemina de VEEV em 1993 e 1996 no México
(BRAULT et al., 2004). Mandl et a., (2000) demonstraram que a mutagao de treonina
para uma lisina na posicao 310 da proteina E do virus da encefalite transmitida por
carrapatos (TBE), atenua seu fenétipo em camundongos. No entanto, uma mutagéo
compensatoéria na posicao 311 (lisina para glutamina) reverte o virus para seu
fendtipo virulento natural.

Os resultados descritos comprovam a alta capacidade que os virus de RNA
apresentam em alterar suas seqUéncias génicas, de forma a obterem alguma
vantagem adaptativa. Esta habilidade permite que os virus da dengue repliquem em
hospedeiros vertebrados e invertebrados, além de representarem uma ameacga
constante devido a possibilidade de emergéncia de cepas virais com maior
viruléncia. Esta maior viruléncia poderia estar associada ao surgimento de novos

surtos epidémicos, bem como de formas mais graves da FD e FHD/SCD.

1.6.4 Variabilidade Genética do Hospedeiro

Dados epidemiolégicos sugerem que fatores relacionados aos hospedeiros,
como, idade, sexo e etnia influenciam na severidade da doenga. Em uma pesquisa
realizada durante uma epidemia de dengue em Cuba, em 1981, observou-se que
dos 124 casos de choque ocorridos entre as criangas, apenas 14% dos pacientes
eram negros ou mulatos. Além disso, as taxas de morte registradas foram cinco
vezes mais elevadas em criancas do que em adultos (GUZMAN et al., 1984).
Adicionalmente, casos de FHD/SCD nao tém sido reportados na Africa, bem como,
raros casos ocorrem em ilhas Caribenhas onde a populacédo € predominantemente

negra. Apesar disto, um estudo soro-epidemioldgico retrospectivo em Havana,
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demonstrou ndo haver diferenca na susceptibilidade de nenhum grupo étnico a
infeccao pelo virus dengue (HALSTEAD, 1988). Um estudo realizado na Tailandia
demonstrou que mulheres com idade entre 4 e 14 anos foram hospitalizadas devido
a infeccao por dengue em taxas duas vezes maiores que homens, o que também foi
observado na epidemia Cubana (HALSTEAD et al., 1988).

Fatores genéticos do hospedeiro tém sido pouco estudados como possiveis
determinantes da variabilidade na susceptibilidade a infeccao pelo virus da dengue.
O fato de nao ocorrerem casos de FHD no Haiti e poucos casos de FHD na Africa,
ambas regides hiperendémicas e com a co-circulacdo dos quatro sorotipos, chama a
atencao para possiveis fatores relacionados a variabilidade genética do hospedeiro
(GUZMAN & KOURI, 2002a; MALAVIGE et al., 2004).

Um dos principais alvos para os estudos de polimorfismos associados com a
susceptibilidade a infeccdo pelo virus da dengue sdo os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigen). Polimorfismos no
HLA classe | tém sido associados com a susceptibilidade para a FHD, enquanto ndo
foi encontrada associagdo com polimorfismos nos genes do HLA-DRB1 e TNF
(LOKE et al., 2001). Soundravally & Hoti (2007) demonstraram que polimorfismos
nos genes que codificam para as proteinas transportadoras associadas a antigeno
(do inglés, Transporter Associated with Antigen Processing), TAP1 e TAP2 podem
estar relacionados com maior ou menor susceptibilidade a FHD. A influéncia dos
polimorfismos nos genes da via de apresentacao de antigeno (HLA | e TAP) reside
na possivel selecao de antigenos virais que serao apresentados na superficie celular
para as células T CD8" virus-especificas, as quais tém papel importante na
patogenia da FHD (LOKE et al., 2001).

A presenca de polimorfismos em genes que codificam para receptores virais
nas células hospedeiras também parece ser relevante na patogenia da FHD. Foi
demonstrado que os genotipos GG e GA da variante DC-SIGN1-336, um receptor do
virus da dengue essencial para a infeccao de células dendriticas, sdo raramente
encontrados em pacientes com FD comparados aos pacientes com FHD
(SAKUNTABHAI et al., 2005). Uma vez que as citocinas secretadas durante a
infeccéo tém papel importante na patogenia da dengue, polimorfismos nestes genes
também podem ser relevantes para a maior susceptibilidade ou resisténcia a
infeccdo pelos virus da dengue. Fernadez-Mestre et al., (2004) estudaram
polimorfismos nucleotidicos nos genes do TNF-a, INF-y, IL-6, TGF-B1 e IL-10 de
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pacientes com infec¢des pelo virus da dengue, e encontraram uma maior incidéncia
do alelo TNF-308A em pacientes com FHD.

A disponibilidade de um numero cada dia maior de polimorfismos detectados
no genoma humano, vai aumentar o potencial para os estudos de susceptibilidade
genética a dengue, bem como, podera trazer novas explicagdes para a patogenia de
formas graves, e seu tratamento (MALAVIGE et al., 2004).

1.7 Estudo da Interacao Flavivirus-Hospedeiro

Conforme visto anteriormente, a patogenia da dengue € dependente de uma
complexa rede de fatores, que envolvem a hiperendemicidade, a resposta imune do
hospedeiro a infeccao, o perfil genético do hospedeiro, fatores virais, idade, raca,
entre outros. Schena et al. (1995) desenvolveram a tecnologia de microarranjos de
DNA e descreveram sua aplicabilidade na quantificagdo de um pequeno conjunto de
genes de Arabidopsis thaliana. O aprimoramento da tecnologia de microarranjos de
DNA permitiu a andlise em larga escala da resposta do hospedeiro (células ou
tecidos) a microorganismos, como virus, bactérias, protozoarios, Leveduras e
helmintos (FINK et al., 2007).

Com relacao a infeccao pelo virus da dengue, o primeiro estudo utilizando
esta tecnologia foi publicado em 2003, por Warke e colaboradores. Neste trabalho
os autores estudaram a interacdo entre células endoteliais de corddao umbilical
humano (HUVECs) com os virus DENV-2 e DENV-3, utilizando differential display
acoplado a RT-PCR, microarranjo (Genechip da Affymetrix) e RT-PCR quantitativo.
Os autores demonstraram que a infeccao de células HUVECs com o DENV-2 e
DENV-3, induz a expressao de genes da via de IFN e de defesa imunolédgica, como
2’-5’oligoadenilato sintetase (OAS), proteina de resisténcia a mixovirus A (MxA),
TNF-q, entre outros.

Adicionalmente foi avaliado o efeito da infeccdo pela cepa New Guinea C
(NGC) do virus DENV-2, em células de linhagem endotelial humana ECV304. Os
resultados mostraram a modulagdo de 111 genes, sendo que 21 se encontravam
super-expressos e 90 suprimidos. As vias de sinalizagdo mais afetadas foram
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aquelas relacionadas ao ciclo celular, apoptose, trafico celular por membranas e
citoesqueleto (LIEW & CHOW, 2006).

A resposta de macrofagos (alvo priméario da infec¢do) humanos a infecgao
pelo virus da dengue foi inicialmente avaliada por Moreno-Altamirano et al. (2004).
Estes autores derivaram macréfagos humanos de sangue periférico de doadores
saudaveis e analisaram, através de um microarranjo contendo sondas para 375
genes de citocinas, o efeito da infecgao pelo DENV-2 (cepa 200787/1983, isolada no
México). Um total de 25 genes apresentavam-se modulados (super-expressos ou
suprimidos), os quais podem ter papel na patogenia da dengue, como o gene para
IL-8, que se encontrava 6,4 vezes aumentado apdés 6h de infecgdo.

Recentemente, foi demonstrado que a infecgao de linfécitos B, macréfagos e
células polimorfonucleares (PBMC) de macacos com DENV-1 induz a expressao de
uma potente resposta imune apds 5 dias de infec¢do. Esta resposta é fortemente
caracterizada pela expressao de genes estimulados por IFN (ISGs) que apresentam
atividade antiviral. No entanto, ndo foi detectada a superexpressdo de genes de
citocinas, como IL-10, IL-8, IL-6, TNF-a, IFN-a, -B e —[], sabidamente envolvidos na
patogenia da dengue. A auséncia destas citocinas pode explicar porque macacos
nao apresentam sinais clinicos da infecgédo pelo virus da dengue, apesar de serem
susceptiveis a infeccao e realizarem soroconversao (SARIOL et al., 2007).

Visando analisar a resposta das principais células-alvo durante a infecg¢ao
pelo virus da dengue, foi realizado um estudo do transcriptoma de leucécitos do
sangue periférico de 14 pacientes com FHD. Foi verificada a expressao de uma
grande quantidade de genes do ciclo celular e do reticulo endoplasmatico (RE), o
que pode sugerir uma resposta proliferativa acompanhada de estresse no RE. Além
disso, genes associados a resposta imune, como marcadores de superficie celular,
imunoglobulinas e elementos de resposta inata encontravam-se elevados.
Adicionalmente, foi possivel demonstrar que pacientes com SCD expressam em
menores niveis 24 genes, muitos dos quais estao associados a resposta de IFN tipo
| (a e B), 0 que sugere que a SCD pode ser desencadeada pela atenuagdo em
alguns aspectos da resposta imune inata (SIMMONS et al., 2007).

FINK et al. (2007) estudaram a resposta de linhagens celulares ao DENV-2
(cepa TSVO01) e de sangue periférico de pacientes com infeccdo aguda com o
DENV-1 e -3. Os resultados demonstraram a super-expresséo de genes de trés vias
principais: a de iniciacdo de resposta imune via NF-kB3, IFN tipo | e via ubiquitina-
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proteossomo. A caracterizacao funcional de alguns dos genes modulados mostrou
que a super-expressdao da viperina, ou ainda o bloqueio da via proteossomo-
ubiquitina ocasionaram uma redugéo significativa na replicacao viral. Estudos da
interacao entre flavivirus-hospedeiro utilizando-se tecnologias de analise genémica
em larga escala sdao de grande importancia para o melhor conhecimento da
patogenia da infecgdo pelo virus da dengue. Os alvos selecionados por estes
estudos podem servir como biomarcadores para a doenca, ou ainda para controle da

replicacao viral, representando alvos para terapia com drogas (FINK et al., 2007).



43

2. Justificativa e Objetivos

As arboviroses constituem atualmente um grave problema de saldde publica
mundial, devido a fatores como o crescimento populacional, urbanizagdo de areas
de mata, falta de programas efetivos para o controle do vetor e aumento das viagens
internacionais. Dentre as arboviroses, a dengue figura como a mais importante,
afetando entre 50 a 100 milhdes de pessoas por ano no mundo todo, e causando
aproximadamente 25.000 6bitos (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006; GUBLER, 1998).
Até o momento nenhuma vacina ou terapia antiviral especifica contra os quatro
sorotipos da dengue estéa disponivel.

O surgimento de novas apresentacdes clinicas da FHD/SCD, como o
envolvimento neurolégico e a dengue visceral, trazem novos questionamentos sobre
a patogénese da infeccao (SOLOMON et al., 2000). Visando estudar os marcadores
moleculares virais responsaveis pela aquisicdo do fenédtipo de neuroviruléncia em
DENV-1, Deéspres et al. (1998) realizaram a neuroadaptacdo de um isolado de
DENV-1 em camundongos. O isolado FGA/89, obtido de um caso de FD na Guiana
Francesa no ano de 1989 foi passado sucessiva e seriadamente em cérebro de
camundongos suicos recém-nascidos e culturas de células de inseto AP61. Apds 6
passagens sucessivas, dois isolados neurovirulentos foram obtidos, FGA/NA d1d e
FGA/NA a5c. O genoma da cepa FGA/NA did foi completamente seqiienciado e
comparado com o genoma da cepa parental FGA/89 (ndo-neurovirulenta). Foram
detectadas 2 mutacdes na proteina E e uma na porcao helicase da proteina NS3,
que poderiam ser as responsaveis pelo fenétipo de neuroviruléncia. A cepa FGA/NA
a5c foi apenas parcialmente seqlenciada e a caracterizagdo fenotipica desta cepa
nao foi realizada, uma vez que foi considerada nao estabilizada em nivel genémico
(DESPRES et al., 1998).

As cepas FGA/89 e FGA/NA a5c foram gentilmente cedidas pelo Dr. Philipe
Déspres, da Unité dés Interactions Moleculares Flavivirus-Hétes do Instituto Pasteur
de Paris (Franga). Uma vez que esta cepa nado foi estudada com maior
profundidade, um dos objetivos do presente trabalho foi realizar a caracterizagao
biologica da cepa neuroadaptada, FGA/NA a5c, e determinar os marcadores

moleculares responsaveis pela aquisi¢do do fendtipo neurovirulento desta cepa.
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Adicionalmente, a resposta do hospedeiro a infeccdo pelo virus da dengue
constitui-se em parte importante no desenvolvimento, ou nédo da patogenia. O
desenvolvimento das técnicas de hibridizagdo competitiva em microarranjos de DNA
(microarray) e genechips tém permitido a caracterizagdo de inumeras fungdes
biolégicas que células/tecidos e microorganismos apresentam em diferentes
condi¢cées ambientais (GEIMONEN et al., 2002; CHERKASOVA et al., 2003). Desta
forma, o conhecimento da resposta do hospedeiro a infeccao pelo virus da dengue
pode contribuir para melhorar o entendimento da patogénese observada durante a
infeccdo por este virus. Deste modo, além dos marcadores moleculares
responsaveis pela neuroviruléncia da cepa FGA/NA a5c e de sua caracterizagédo
biol6gica, foram avaliadas as diferencas na resposta do sistema nervoso central
(SNC) de camundongos infectados pelas cepas parental (FGA/89) e neurovirulenta
(FGA/NA ab5c) visando compreender diferentes aspectos da infecgdo pelo virus
dengue no SNC murino, e ainda fornecer possiveis alvos para intervengao clinica.

O presente trabalho teve como objetivos:

e Realizar a caracterizagao biologica das cepas virais FGA/NA a5c e
FGA/89 in vivo, utilizando-se camundongos suigcos recém-nascidos e in
vitro, em culturas primarias e de linhagens celulares;

e Realizar 0 seqienciamento genémico completo da cepa neurovirulenta
FGA/NA a5c e determinar, por comparacdo com a cepa parental
FGA/89, os marcadores moleculares de viruléncia possivelmente
responsaveis pelo fenétipo neurovirulento;

e Realizar a caracterizagdo gendmica funcional, utilizando técnicas de
microarranjo de DNA, do sistema nervoso central de camundongos
infectados com as cepas FGA/89 (n&o-neurovirulento) e FGA/NA ab5c
(neurovirulento);

e Avaliar os genes e as vias diferencialmente expressos durante a
infeccdo do SNC de camundongos com as cepas FGA/89 e FGA/NA
asc.
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3. Animais e Métodos

3.1 Cultura de Células

As culturas primarias de neur6nios murinos (NP) foram realizadas conforme
descrito por Graner et al., (2000). Brevemente, fémeas gestantes de camundongos
suicos (com 16 dias de gestacao) foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
fetos foram retirados e sacrificados em camara de CO,, de modo asséptico. No
laboratério os mesmos foram dissecados para retirada do hipocampo, que foi
digerido com tripsina (0,05%). As células foram contadas e plaqueadas em camaras
do tipo LabTek™ Chamber Slides™ (Nunc™, Rochester, NY) previamente tratadas
com Matrix Gel (15 yg/mL) em meio de cultivo Neurobasal™ Medium suplementado
com B-27 (Gibco), 10% de soro fetal bovino (SFB) e penicilina/estreptomicina
(50Ul/mL e 50ug/mL) (Gibco Laboratories). Apos as primeiras 24h de cultivo o meio
foi trocado para um meio sem SFB.

As culturas de macréfagos peritonias de camundongos (MPC) foram
preparadas inoculando-se camundongos suicos adultos (~60 dias) com 3 mL de
uma solugdo 3% de tioglicolato (Sigma Chemical, St. Louis, MO). Apd6s 3 dias os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seu peritonio lavado 2x com
solucéo fisiologica contendo 20 Ul/mL de heparina e o lavado foi centrifugado a 300
g por 10 minutos. As células foram entdo contadas e plaqueadas em meio
Dulbecco’s Modified Essential Medium (D-MEM/F-12) (Gibco Laboratories)
suplementado com 25 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine- N'-2-ethanesulfonic
acid, Sigma Chemical) pH 7.4, 2 mM de glutamina, 25 pg/mL de gentamicina (Gibco
Laboratories), 2,0 g/L de bicarbonato de sédio e 10% SFB. As células foram
incubadas a 37°C em 5% de CO; por 4h, em seguida foram lavadas 3 x com tampéao
fosfato (PBS) e meio novo foi adicionado.

As células de glandula salivar de Aedes albopictus C636 (ATCC:CRL-1660")
foram cultivadas em meio Leibovitz’s L-15 Medium (L-15) (Gibco Invitrogen
Corporation), suplementado com 5% de SFB, 25 ug/mL de gentamicina e 2% de

solucao 13% de Triptose (Difco Laboratories, Detroit, Michigan) e incubadas a 27°C.
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As células de neuroblastoma murino (N2A, ATCC:CCL-131) foram cultivadas
em meio Minimum Essential Medium (Gibco Invitrogen Corporation) suplementado
com 10% de SFB, 25 pg/mL de gentamicina e 1x de solugdo de aminoacidos nao-
essenciais (Gibco, Invitrogen Corporation).

As células de glioma de ratos (C6, ATCC:CCL107) foram cultivadas no
mesmo meio em que as células N2A, porém, sem a adicdo de solugcdo de

aminoacidos nao-essenciais.

3.2 Cepas virais

Os estoques virais utilizados no presente trabalho foram preparados em
células C636 e purificados em gradientes de sacarose conforme descrito por Gould
et al. (1985). Resumidamente, o sobrenadante de células C636 infectadas €
precipitado com 7% de polietilenoglicol (PEG) 8.000 e 2,3% de NaCl, livres de
RNAse, por no minimo 3 h a 4°C sob agitacdo constante. A solugdo é entdo
centrifugada a 10.000 rpm, por 30 minutos a 4°C. O precipitado € ressuspenso em
tampao STE, e carregado em um tubo contendo sacarose 60% (3mL) e 30% (4mL).
A amostra é entdo centrifugada a 270.000 g por 2 h a 10°C, para purificar e
concentrar as particulas virais, as quais formam uma banda entre as camadas de
sacarose. O virus purificado é entao, titulado, aliquotado e armazenado a -70°C até
sua utilizagao.

Os titulos virais foram determinados através da técnica da formagéao de focos
de infecgdo em células C636 (ffucess), como descrito por Déspres et al. (1993).
Brevemente, uma monocamada de células C636 foi infectada com diferentes
diluicbes do virus a ser titulado. Apdés 1h de incubacdo o meio de infecgdo foi
trocado por uma mistura 1:1 (v/v) do meio de cultivo de células C636 (descrito
acima) contendo 10% de SFB, mais uma solugdo de carboximetilcelulose (32%;
Sigma) e as placas s&o incubadas por 10 dias até sua revelagéo. Para tal, as células
séo lavadas com tampao PBS, fixadas e permeabilizadas com paraformaldeido 3%
e triton X-100 0,5%, respectivamente. A imunomarcagdo foi realizada apds
incubagc&o com anticorpo policlonal anti-dengue (gentilmente cedido pelo Dr. Phillipe
Despres) e anticorpo secundério anti-camundongo conjugado com peroxidase e a



47

revelacao realizada pela adigcdo de NBT (nitro-blue tetrazolium chloride) + BCIP (5-
bromo-4-chloro-3 -indolyphosphate p-toluidine salf) (Promega®).

O virus dengue sorotipo-1 FGA/89 (GenBank AF226687), isolado de um
paciente com febre de dengue na Guiana Francesa em 1989, bem como, sua
variante neuroadaptada FGA/NA a5c, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Philippe
Despres, da Unité des Interactions Moléculares Flavivirus-Hétes do Instituto Pasteur,
Paris, Franca. O isolado BR/01-MR (GenBank AF513110) representa um isolado
brasileiro recente de virus dengue sorotipo-1, obtido de um paciente com febre da
dengue no ano de 2001 no Parana (CONEP: 264-05).

3.3 Experimentos de neuropatogénese in vivo

A caracterizagdo biologica das cepas FGA/89, FGA/NA a5c e BR/01-MR
(utilizada como controle externo) foi realizada através da inoculagao intracerebral em
camundongos suicos recém-nascidos (RN; até 48h de vida) com 8.000 ffucezs de
cada uma das cepas virais (em volume de 40uL). Os sinais de encefalite e a
mortalidade foram verificados por 21 dias apds a infecgédo (dpi). Visando avaliar a
cinética de infec¢do, grupos de 30 animais foram infectados com 8.000 ffugsss cOM
cada umas das cepas virais. Nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 30 e 60 pos-infeccao, dois
animais de cada grupo foram sacrificados e o encéfalo (cérebro, cerebelo e tronco)
recolhido para andlise. O tecido dos animais foi macerado e homogeneizado, e 30
mg foram utilizados para extragdo de RNA utilizando o Kit RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN), conforme descrito pelo fabricante. Adicionalmente foi preparada uma
suspensdo de 10% do encéfalo dos animais em meio L-15 suplementado com 50
pug/mL de gentamicina, filtrada em membrana de 0,22 um. A suspenséo foi utilizada
para determinacdo da progénie viral (titulacdo em células C636) no SNC dos
animais infectados com as diferentes cepas virais.

Todos os experimentos com animais foram autorizados pelos comités de ética
em pesquisas com animais da Universidade Federal do Parana (CEUA/UFPR
23075.002348/2007-14) e da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ, numero
264/05).
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3.4 Transcricao reversa associada a reacao em cadeia da polimerase
quantitativa (qQRT-PCR)

A determinacdo da carga viral no SNC dos animais infectados com as
diferentes cepas virais foi realizada por qRT-PCR conforme descrito por Poersch et
al. (2005). A normalizacao dos resultados foi realizada por gqPCR (reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa) do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase murino
(Gapdh). O RNA total obtido do SNC dos animais foi transcrito reversamente
utiizando-se a enzima ImProm Il RT (Promega) e iniciadores oligo-dT (20 uM)
seguindo-se as instrucdes do fabricante. A reacdo de gPCR foi realizada com os
iniciadores especificos murGAPDH.F 5 - CGACTTCAACAGCAACTCCCACTC -3’ e
murGAPDH.R 5 - CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC — 3, utilizando-se SYBR
Green MASTER Mix (Applied Biosystems) em um ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystem). Os ciclos utilizados foram: 50°C por 2 min.,
96°C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 96°C por 15 seg. e 62°C por 1 min.
Curvas de dissociagao foram utilizadas para se verificar a especificidade do produto.

3.5 Caracterizacao in vitro das cepas virais em culturas primarias

As cepas virais FGA/89, FGA/NA a5c e BR/01-MR foram caracterizadas in
vitro pela infecgéo de células NP e MPC em placas Lab-Tek™ de 8 orificios (1.0 x
10° células/orificio) com multiplicidades de infecgdo (MOI) de 10, 40 e 100, além de
mock (controle negativo), em duplicata. Apds 90 minutos de infecgdo, os indculos
foram removidos, as células foram lavadas com tampéao fosfato (PBS) 1x e meio
novo foi adicionado. Apds 24h de incubagédo a 37°C e 5% de CO, a infecgao foi
analisada. Uma das amostras foi analisada por imunofluorescéncia indireta (IFI)
utilizando anticorpos policlonais anti-dengue sorotipo 1 e segundo anticorpo anti-
camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina produzido em cabra
(Promega, Madison WI). Da segunda amostra de células infectadas foi extraido o
RNA viral com o Kit Q/Agen Viral RNA Mini Kit conforme descrito pelo fabricante e o
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RNA viral determinado conforme descrito no item 3.4. Finalmente, os sobrenadantes
virais foram utilizados para se determinar a quantidade de particulas virais infectivas,
pela titulagdo em células C636 conforme descrito no item 3.2.

Os dados obtidos nos experimentos de infecgao celular (trés experimentos
independentes) foram comparados pelo teste de Fisher com valor de p < 0.05 sendo

considerado como estatisticamente significativo.

3.6 Histopatologia e Imunohistoquimica

Camundongos suicos infectados com os diferentes isolados de dengue foram
sacrificados e o encéfalo foi retirado e incubado com solugéo de fixacao (formalina
10%). As amostras fixadas de tecido foram emblocadas em parafina, seccionadas
com micrétomo e coradas com solucao de hematoxilina/eosina. Para realizagao das
analises de imunohistoquimica as amostras fixadas foram incubadas com anticorpo
monoclonal flavivirus especifico 4G2 diluido (1:100 em PBS) e com anticorpo
secundario de cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase em polimero de
dextran (Envision*/Peroxidase, DakoCytomation®). A revelagdo da reacdo foi feita
utilizando-se o Liquid DAB (DaKoCytomation®), e a recuperagéo do antigeno com o
ImmunoRetriever Bio SB® Kit.

3.7 Caracterizacao Molecular da Amostra Neuroadaptada

O RNA viral da amostra FGA/NA a5c foi extraido com o kit QIAgen Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN) conforme descrito pelo fabricante, a partir de amostras de virus
purificados em gradiente de sacarose. Iniciadores especificos foram utilizados para
sintetizar DNAs complementares (cDNA) sobrepostos utilizando-se o kit ImProm |l
Reverse Trasnscriptase (Promega®) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Brevemente, 5 uL do RNA total mais 1 pL de iniciadores especificos (5
pmol/uL) foram aquecidos a 70°C por 5 minutos. Apéds esta incubgcdo as amostras
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foram resfriadas em gelo, e foi adicionado 4 yL do tampéao da enzima (conc. final
1x), 2,7 pL de uma solugdo de deoxinucleotideos (dNTPs: dATP, dUTP, dCTP,
dGTP — 2,5 mM), 0,5 pL de inibidor de RNase (40 U/uL, RNaseOUT, Invitrogen), 1
uL da trancriptase reversa ImProm Il Reverse Transcriptase (5 U/uL, Promega®) e
agua ultrapura tratada com DEPC q.s.p. para 20 pyL. Em seguida, a reacao foi
incubada a 25 °C por 5 min. e a 50 °C por uma hora.

O seqglienciamento genémico completo foi realizado a partir de produtos de
PCR sobrepostos utilizando-se o kit TripleMaster PCR System (Eppendorf®).
Brevemente, 5 pL de cDNA, 2,7 pL de uma solugao de 2,5 mM de dNTPs, 2 uL de
tampdo comercial de reacdo (10x, HighFidelity buffer contendo Mg?*), 2 uL (5
pmol/uL) de cada oligonucleotidio iniciador, 0,3 uL da enzima Triple Master (5 U/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 35 ciclos de 94°C por
30 segq.; 45-55°C por 30 seg. e 68°C por 2-3 minutos, de acordo com a tamanho do
amplicon esperado. Aliquotas das amostras de DNA amplificadas foram analisadas
por eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo.
Os amplicons correspondentes as regides gendmicas determinadas foram
purificados utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®) de acordo com
o protocolo do fabricante. O seqlienciamento nulceotidico foi realizado utilizando-se
o kit BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington,
UK) em um equipamento ABI 3100 (Applied Biosystems). As seqlUéncias
nucleotidicas foram analisadas com o pacote de softwares Phred/Phrap/Consed
(www.phrap.org).

Para estudos comparativos, as seqiiéncias nucleotidicas completas dos virus
FGA/89 (GenBank AF226687), FGA/NA d1d (GenBank AF226686) e BR/01-MR
(GenBank AF513110) foram obtidas no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov). O software CLUSTALw (THOMPSON et al., 1994, 1997)
foi utlizado para realizar o alinhamneto das sequéncias, e o software MegAlign
(DNASTAR Inc.) foi utilizado para quantificar as diferengas nucleotidicas e

aminoacidicas entre as cepas virais.
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3.8 Mapeamento Tridimensional

A sequéncia do protétipo FGA/89 foi modelada na estrutura tridimensional
usando o Swiss-model server (http://swissmodel.expasy.org/). A estrutura da
helicase do virus dengue sorotipo 2 (XU et al.,, 2005) foi selecionada como a
estrutura mais similar, e todas as andlises tridimensionais foram realizadas com
base nesta estrutura utilizando-se o PyMol software (DELANO & BROMBERG,
2004).

3.9 Experimentos de Avaliacao da Expressao Génica

Um grupo de seis ninhadas de camundongos do tipo suigco foi misturado ao
acaso, e dividido em trés grupos contendo 30 recém-nascidos (com até 48h de vida),
cada qual com duas fémeas para alimentagdo da ninhada. Cada animal recém-
nascido foi inoculado com 8.000 ffucess das amostras, parental (FGA/89),
neurovirulenta (FGA/NA a5c) e mock (controle negativo, sem virus). O mock foi
obtido através de sobrenadantes de células C636 nao infectadas, cultivadas por 5-7
dias. O sobrenadante foi submetido ao mesmo processo de obtencdo de virus em
gradiente de sacarose, isto é, precipitacdo com PEG e NaCl, e purificacdo em
gradiente de sacarose. As aliquotas obtidas foram também armazenadas a -70°C
até sua utilizacdo. Nos dias 5, 6, 7 e 8 pds-infeccao (dpi) cinco animais de cada
grupo foram sacrificados em camara de CO;, e o encéfalo retirado. O tecido foi
entdo, macerado e homogeneizado, e dividido em varias aliquotas. Trés aliquotas de
50 mg foram lisadas com solugédo de lise | (7M de uréia, 2M de tiouréia, 4% de
Chaps, 40mM sw Tris Base, q.s.p. para 40 mL) para analise futura por técnicas de
protéomica. Uma aliquota (30 mg) foi utilizada para extragdo de RNA com o kit
RNeasy® Mini Kit (QIAGEN). O RNA obtido do encéfalo dos animais infectados foi
amplificado in vitro utilizando-se o kit Amino Allyl MessageAmp RNA Amplification kit
(Ambion Inc., Austin, TX, USA) seguindo-se as instru¢des descritas pelo fabricante.
Uma aliquota adicional (50 mgq) foi utilizada para preparacdo de uma suspensao
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10% do encéfalo conforme descrito acima (item 3.3) para titulagdo em células C636,
e as demais foram armazenadas a -80°C para utilizagdo em experimentos futuros.

As laminas de microarranjo utilizadas foram produzidas na Virginia
Commonwealth University (E.U.A.), e contém 38.476 sondas MEEBO (mouse exonic
evidence-based oligonucleotide) de 70-mer. No total, 35.302 sondas para alvos
génicos murinos e 3.482 sondas para controles estdo representados no
microarranjo. A quantidade e a qualidade do RNA amplificado (aRNA) foram
avaliadas por espectrofotometria a 260/280 nm. Antes da hibridacdo do RNA nas
laminas, as mesmas foram re-hidratadas com uma solucdo de 3x SSC/0,2% de
dodecyl sulfato de sédio (SDS) e ligadas covalentemente com 65 mJ sob luz
ultravioleta. As laminas de microarranjo foram lavadas com agua destilada e etanol
95% e ,entdo, bloqueadas com uma solucdo de anidrido succinico. Este pré-
tratamento das laminas bloqueia as aminas livres, 0 que acarreta uma redugéao do
ruido de fundo e proporciona uma melhor distribuicdo do DNA sobre a superficie do
spot (local da lamina onde foi depositada a sonda).

Para os experimentos de microarranjo, 3 pg do aRNA previamente
amplificado foram transcritos reversamente com 2 nmol de hexdmeros randémicos
(Invitrogen), 25 nmol de cada dNTP, 2 uL de transcriptase reversa (ImProm-lI™
ReverseTranscriptase/Promega) e 60 U de RNAse OUT™ (Invitrogen) a 42°C por
2h. O RNA foi entdo denaturado com uma solugdo de NaOH (0,03 N) e o pH da
solugao corrigido com HCI (0,03 N). A sintese da segunda fita de DNA foi realizada a
37°C por 2 h utilizando-se 20 uL de uma solucgao iniciadores randémicos (0.09 DOxgo
unidades/pL, Invitrogen) e 0,8 U de polimerase do tipo Klenow (BioPrime DNA
Labeling System Kit), 6 nmol de dATPs, dGTPs e dTTPs, 3 nmol de dCTPs e 2 nmol
de dCTP-Cy3 ou dCTP-Cy5. Finalmente as amostras foram lavadas duas vezes com
agua DEPC (agua tratada com dietilpirocarbonato) usando-se colunas do tipo
Microcon 30 (Amicon) e diluidas em solugéo de hibridacao (5x SSC, 4,2x de solugao
Denhardt’s, 0,21 mg/mL de ssDNA, 0,42% de SDS e 42% de formamida) em um
volume final de 120 pL. As amostras foram denaturadas por calor (94 °C por 5 min) e
acopladas na estagcdo de hibirdacdo GeneTAC Hybstation (PerkinElmer) para
hibridac&o por 16h a 42°C. Os microarranjos foram lavados 2x por 5 minutos com
solucéo contendo 0,1% de SDS e 0,5x SSC, e mais 2x com uma solu¢ao 0,06x SSC.
A secagem das laminas foi realizada através de centrifugagcédo a 20°C, 1.000 ge 5
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min. As hibridagbes realizadas entre as amostras controle e infectadas com as

cepas FGA/89 e FGA/NA a5c encontram-se representadas na Figura 3.1.

mock 5dpi |+~ FGABY 5api | [ FGANA asc 5dpi |(3)

@ FGA/89 6dpi FGA/NA a5c 6dpi mock 6dpi

_mock 6dpi ‘(L FGA/89 6dpi FGA/NA abc 6dpi 1o

(2)| FeAm9 7dpi | | FGANA asc Tdpi @D, & mock 7dpi
mock Tdpi -GL FGA/89 7dpi | | FGA/NA a5c¢ 7dpi

(3)| Feame 8api | | FeaNA asc 8dpi CL- mock 8dpi
mock 8dpi *7. FGA/89 8dpi | | FGA/NA a5c 8dpi @

()| Feass9 5dpi | | FGAMNA asc 5dpi S mock 5dpi

Figura 3.1: Representagdo esquematica das hibridagées das amostras nos microarranjos.
Laminas de microarranjo Mus musculus biochip produzidos na Virginia Commonhealth
University, EUA, hibridadas com amostras do SNC de camundongos infectadas com as
cepas FG/89, FG/NA a5c e mock. Em verde obsevam-se as amostras marcadas com o Cy3
e, em vermelho amostras marcadas com o corante Cyb.

Apés a secagem das laminas, as mesmas foram submetidas a deteccao de
fluorescéncia pelo sistema Affymetrix 428 Array Scanner. Os sinais sao obtidos pela
medida da intensidade de fluorescéncia gerada e captada no canal verde, pela
excitacdo do fluoréforo Cy3™ a 532 nm, e no canal vermelho, pela excitacdo do
fluoréforo Cy5'™ a 635 nm, que é feita pela incidéncia de um feixe de raio laser com
comprimento de onda de excitacdo adequado e capturado opticamente. A faixa de
regulagem do fotomultiplicador (PMT) variou entre 55% e 65%, de acordo com 0
fluoréforo e a intensidade geral da marcagdo de cada sonda. A partir destes sinais
sdo criadas imagens de 16-bits em formato TIFF (tag image file format). Cada uma
destas imagens representa a leitura dos sinais obtidos em um dos dois
comprimentos de onda utilizados. A analise das imagens obtidas pela leitura dos
sinais foi realizada pelo software Spot (BEARE & BUCKLEY, 2004).
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3.9.1 Analises de bioinformatica

As imagens geradas pela leitura do microarranjo foram analisadas pelo
software Spot (BEARE & BUCKLEY, 2004). A corre¢cao do ruido de fundo e a
normalizacdo foram realizadas com o auxilio do software Limma (SMYTH, 2004). A
expressao diferencial entre DENV-1 (FGA/89 e FGA/NA a5c) e Mock foi analisada
utilizando-se o software SAM (TUSHER, TIBSHIRANI e CHU, 2001) e definindo-se
como limiares para selecao de expressao diferencial um FDR (false discovery rate)
de 1% e modulacdo de duas vezes. Objetivando aumentar a estringéncia das
analises de expressao diferencial, as amostras coletadas em diferentes dias foram
consideradas réplicas biolégicas. Deste modo, perde-se a habilidade de se
selecionar diferengas ponto-especificas, porém aumenta-se a confiabilidade dos
genes modulados durante a infeccdo do tecido nervoso com o DENV-1.
Adicionalmente, a comparacéao entre as cepas FGA/89 e FGA/NA a5c foram feitas,
utilizando-se um critério de modulagédo de duas vezes, mas com um FDR mais alto,
de 30%, devido a maior complexidade dessa comparagédo. O objetivo desta andlise
foi identificar genes diferencialmente modulados na infeccdo entre as cepas:
parental e neurovirulenta.

Os genes selecionados nos experimentos de microarranjo, comparando-se 0S
animais infectados com mock versus FGA/89 e mock versus FGA/NA a5c, foram
analisados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Ingenuity System,
Redwood City, CA, USA, www.ingenuity.com). O Ingenuity Pathways Analysis
Knowledge Base é uma base de dados curados, construidos com base em
evidéncias cientificas obtidas de centenas de milhares de artigos cientificos, livros-
texto e outras fontes. A lista contendo os genes modulados durante a infecgdo com
ambas as cepas de DENV-1 foi analisada com o auxilio do software IPA, visando
definir quais as principais vias de sinalizagdo celular, e metabdlicas induzidas no
SNC murino pela infecgdo com DENV-1. A significancia (p) da associa¢ao entre os
dados de microarranjo e as vias candnicas foi mensurada, comparando-se 0 numero
de genes presentes nos dados de microarranjo participando de uma via candnica,
relativamente ao numero total de genes em todas as vias anotadas, armazenados

no banco de dados do IPA software. O teste exato de Fisher foi utilizado para
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calcular o valor de p, e para determinar a probabilidade que a associagao entre os
genes e a via possa ocorrer por acaso.

3.10 Reacao em Cadeia da Polimerase Quantitativo (QPCR)

Para confirmacdo dos dados de modulacdo da expressdo génica obtidos
pelos experimentos de microarranjo de DNA, foram desenhados iniciadores
especificos para 29 genes. A quantidade de 4 pug de RNA total foi transcrito
reversamente utilizando-se o kit ImProm Il Reverse Trasnscriptase (Promega®),
conforme descrito anteriormente, excetuando o inciador utilizado, neste caso o oligo-
dT (20 pM). Apos o término da reagé@o as amostras foram purificadas e concentradas
em coluna de Microcon 30 (Millipore) para uma concentracao final de 4 ng/uL. As
amostras foram aliquotadas e armazenadas a -20 °C até o momento de sua
utilizagéo. A reacdo de qPCR foi realizada com os iniciadores especificos (4 pmol
por reacao) para cada um dos genes-alvo (Tabela 3.1), utilizando-se SYBR Green
MASTER Mix (Applied Biosystems) em um ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystem) ou em um ABI PRISM 7500 Detection System (Applied
Biosystem). A ciclagem utilizada foi: 50 °C por 2 min., 96 °C por 10 min., seguidos de
40 ciclos de 96 °C por 15 seg. e etapa hibridagao variando entre 60-65 °C por 30
seg. (Tabela 3.1) e extensdo a 72 °C por 1 min. Curvas de dissociacdo foram
utilizadas para se verificar a especificidade do produto.

O gene normalizador Gapdh foi utilizado para corrigir os valores de mRNA
para cada um dos genes testados conforme descrito no item 3.4. A normalizacgéo foi
realizada dividindo o valor obtido por gPCR para o gene X em determinado tempo,
pelo valor do gene Gapdh no mesmo tempo. A modulagdo da expressdo dos genes
nos animais infectados foi definida como: a razdo entre o valor do gene X (ja
normalizado) em determinado tempo (5, 6, 7 e 8 dpi), dividido pelo valor do controle
mock (controle negativo), no mesmo tempo. Desta forma se obtém o valor da
modulagao na expressao de um dado gene por gPCR, nos animais infectados. Esta
formula foi utilizada para obter o valor da modulagdo da expressao dos 28 genes
quantificados por gPCR (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Sequéncia nucleotidica dos iniciadores utilizados para a amplificacdo de genes murinos, modulados durante
a infeccao por DENV-1 no SNC.

Gene

Irf1
Irf7
Stat1
Ifit3
Oasib
Mx1
Gbp4
Tap1
Tap2
Psmb8
Psmb9
H2-Ea
H2-Q8
H2-K1
Usp18
Ube1l|
Ube2l6
H2bf/Cbf
Cir
Ccl4
Ccl5
Cxcl10
Cxcl11
Ccl12
Icam1
Cd274
Serpina3g
IFN-a*
IFN-B
Gapdh**

Entrez
GenelD

16362
54123
20846
15959
23961
17857
17472
21354
21355
16913
16912
14968
15019
14973
24110
74153
56791
14962
50909
20303
20304
15945
56066
20293
15894
60533
20715
15964
15977
14433

Iniciador Foward

TGTGTCGTCAGCAGCAGTCTCT
GCCAGGAGCAAGACCGTGTT
GAACGCGCTCTGCTCAA
CTGAAGGGGAGCGATTGATT
TTCTACGCCAATCTCATCAGTG
AACCCTGCTACCTTTCAA
TGGGGGACACAGGCTCTACA
GTGGCCGCAGTGGGACAAGAG
GGCGGCCTGTGCAGACGACTT
TGATGCTGCAGTACCGGGGGATGG
GGCTGGGACCAATGTGAGG
GGGCACCATCTTCATCATTCAA
CCAAGGGCCATGAGCAGAGTTTC
TGACCTGGCAGTTGAATGG
CTGCCAACCGAGGAAGAC
TGCCCCAGCCGTCCAGTC
CGCCATACCTTCGCCAACTG
TCGGAAGGAGGTGTACATCAAGAA
TGGGGACTTCCGCTACATCAC
CTGACCCTCCCACTTCC
GTGCCCACGTCAAGGAGTATTTCT
CCGTCATTTTCTGCCTCATCCTG
GAAGGCTCATAAACGACA
GTCACGTGCTGTTATAATGTTGTT
CCAGATGCCGACCCAGGAGAG
ACTGCCTGCAACACATCCTCCAC
CAGGATGCAGCAGGTGGAAGC

Iniciador Reverse

GTCTTCGGCTATCTTCCCTTCCT
TGCCCCACCACTGCCTGTA
TGCGAATAATATCTGGGAAAGTAA
AACGGCACATGACCAAAGAGTAGA
GGTCCCCCAGCTTCTCCTTAC
AAGCATCGTTTTCTCTATTTC
GCCTGCAGGATGGAACTCTCAA
AGGGCACTGGTGGCATCATC
AGCTAACTGGCCCCCTTTTTC
TAGCTCTGCGGCCAAGGTCGTAGG
CCGATGGTAAAGGGCTGTC
GCCAGGTCACCCAGCACAC
GCCGCCGTCCACGTTTTCAGGT
GTTGGAGACAGTGGATGGAG
CAATCACGGCAAAGAGTTCATAGT
GCACAGCGGGCACCTTCAG
AGACCATCCTCCCTGACG
GTGCAGAGGAACCGTGGAGTG
GACACCGGGGCATTTTCTCT
GATCTGTCTGCCTCTTTTG
TGGCGGTTCCTTCGAGTGACAA
CTCATTCTCACTGGCCCGTCATC
TCATAGCCAAGTAGAACAGT
CACTTCTCCTTGGGGTCAG
TCGACGCCGCTCAGAAGAACC
TTCAACGCCACATTTCTCCACATC
CTGTAGTCGGTGGAGATGGAGAAC

GACTCATCTGCTGCTTGGAATGCAACCCTCC GACTCACTCCTTCTCCTCACTCAGTCTTGCC

CGCTGCGTTCCTGCTGTG
CGACTTCAACAGCAACTCCCACTC

*Fonte: OLSON et al., (2001).
**Protocolo de amplificagdo sem extensao a 72°C.
Iniciador Foward desenhado na regido 3’ de um éxon génico, e o iniciador Reverse na regiao 5’ do éxon subsequente, de forma a incluir uma regiao

amplificagdo, e garantir que apenas o mRNA para o gene em questao seja amplificado.

GATCTTGAAGTCCGCCCTGTAG
CACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTC

Temperatura Tan::nho
de -
amplicon
anelamento (pb)
60°C 153 pb
60°C 166 pb
60°C 190 pb
60°C 182 pb
60°C 172 pb
60°C 183 pb
65°C 144 pb
60°C 278 pb
60°C 82 pb
60°C 222 pb
60°C 77 pb
60°C 134 pb
60°C 208 pb
60°C 206 pb
60°C 73 pb
60°C 71 pb
60°C 196 pb
60°C 126 bp
60°C 191 pb
60°C 137 pb
60°C 82 pb
60°C 112 pb
60°C 258 pb
60°C 152 pb
60°C 273 pb
60°C 145 pb
60°C 123 pb
60°C 294 bp
60°C 154 pb
62°C 278 pb

intrénica

no produto de
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao Bioldgica das Cepas Virais

Os mecanismos genéticos de adaptacdo viral a novos hospedeiros
permanecem pouco conhecidos. Deste modo, visando confirmar o fenétipo de
neuroviruléncia da cepa FGA/NA ab5c e determinar as alteragcbes genéticas
responsaveis por este fendtipo, foi realizada a inoculagdo de camundongos suicos
recém-nascidos por via intracerebral com os virus FGA/89 (parental), FGA/NA a5c
(neuroadaptado), BR/01-MR (isolado clinico recente de um caso de FD) e mock
(controle sem virus). Os animais infectados com a cepa neurovirulenta (FGA/NA
a5c) exibiram sinais de encefalite (perda de peso, tremores, paralisia de membros
posteriores e dificuldade de marcha) por volta do dia 10 pés-infecgdo (dpi) e
evoluiram para 6bito em 13,1 dpi + 2,2 (média + desvio padrdo). Animais infectados
com mock, FGA/89 e BR/01-MR ndo demonstraram sinais de doenga neuroldgica
(Figura 4.1A).

Visando avaliar a capacidade replicativa e de produzir particulas virais
infectivas das cepas de DENV-1, foi realizada uma cinética de infeccdo.
Camundongos suicos recém-nascidos foram inoculados, por via intracerebral, com
8.000 ffucess das cepas FGA/89, FGA/NA a5c, BR/01-MR e mock. Nos dias 3, 6, 9,
12, 15, 30 e 60 poés-infeccao (dpi) dois animais de cada grupo foram sacrificados
utilizando-se camara de CO,, e 0 encéfalo (cérebro + cerebelo + tronco encefalico)
foi retirado e armazenado a -70°C. Aliquotas foram utilizadas para realiza¢ao de RT-
PCR quantitativo (qRT-PCR) e titulacdo viral conforme descrito no item 3.4. Os
maiores niveis de replicacdo e progénie viral foram observados em 9 dpi,
precedendo os sinais de encefalite nos animais infectados com a cepa FGA/NA a5c,
e ambos foram maiores que 0s niveis observados nos animais infectados com
FGA/89 (3,7 e 19,2 vezes, respectivamente). Os animais infectados com a cepa
BR/01-MR e mock ndo demonstraram replicagéo e progénie viral (Figura 4.1 B e C,
resultados repetidos e confirmados).
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Figura 4.1: Mortalidade, carga e progénie viral no SNC dos animais infectados com as
diferentes cepas virais. Sobrevivéncia de animais infectados com 8.000ffucess de virus
dengue FGA/89 (azul), FGA/NA a5c (vermelho) e BR/01-MR (amarelo). Carga viral
determinada por qRT-PCR (B) e progénie viral determinada por titulacdo em células C636
(C), no SNC de camundongos infectados com FGA/89, FGA/NA a5c e BR/01-MR, nos dias
3, 6,9, 12, 15, 30 e 60 pods-infecgao (dpi). Animais infectados com mock apresentaram os
mesmos valores que os infectados com a cepa BR/01-MR, deste modo os pontos para mock
e BR/01-MR se sobrepde nos gréficos, B e C, bem como, os valores para FGA/89, BR/01-
MR e mock se sobrepbe no grafico A.

Alguns isolados neuroadaptados de DENV-1 replicam de forma menos

eficiente in vitro que seus virus parentais (BRAY et al., 1998). Visando avaliar esta
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possivel menor habilidade replicativa de virus neuroadaptados comparado a seus
parentais, culturas primarias de neurbnios (NP, Figura 4.2) e de macréfagos
peritoniais de camundongons suicos (MPC, Figura 4.3), foram infectadas com as
cepas virais FGA/89, FGA/NA ab5c, BR/01-MR e mock (MOI 10, 40 e 100). A
replicacao (avaliada por qRT-PCR) e a progénie viral (titulacdo dos sobrenadantes
em células C636) foram avaliadas ap6s 24h de infeccdo. A escolha por culturas
primarias representou uma tentativa de utilizar um sistema mais préximo do ciclo
viral in vivo. As infecgdes in vitro de células MPC com os virus FGA/89, FGA/NA a5c
e BR/01-MR nao apresentaram diferencas estatisticamente significantivas pelo teste
de Fisher utilizando um valor de p < 0.05, como estatisticamente significante. O
mesmo foi observado com as infec¢des de células NP (ver Figura A2.1 e A2.2,
Anexo 2). No entanto, ndo foi possivel comparar a carga viral das infeccées em
celulas MPC e NP, uma vez que, o gene normalizador Gapdh é expresso em

maiores niveis em neurénios do que em macréfagos.

Mock 10MOI 40MOI 100MOI

FGAINA aSc

I

Figura 4.2: Imunofluorescéncia de células NP infectadas com as diferentes cepas virais.
Culturas primarias de neurénios murinos (NP) infectadas com as diferentes cepas virais
FGA/89 (B, C e D), FGA/NA a5c (F, G e H), BR/01-MR (J, L e M) e mock (A, E e I). As
células foram infectadas com MOl de 10 (B, F, e J), MOl de 40 (C, G e L), MOl de 100 (D, H
e M) e com o mock (A, E e I). Apés 24h de infecgdo, as células foram fixadas,
permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpo policlonal anti-dengue e anticorpo anti-
camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As imagens foram feitas
em um microscépio NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-Pro® Plus
versao 4.5 com aumento de 400x em todas as imagens.
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Figura 4.3: Imunofluorescéncia de células MPC infectadas com as diferentes cepas virais.
Culturas de macro6fagos peritoniais de camundongos (MPC) infectadas com as diferentes
cepas virais FGA/89 (B, C e D), FGA/NA a5c (F, G e H), BR/01-MR (J, L e M) e mock (A, E e
). As células foram infectadas com MOI de 10 (B, F, e J), MOI de 40 (C, G e L), MOI de 100
(D, H e M) e com o mock (A, E e ). Apds 24h de infecgdo, as células foram fixadas,
permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpo policlonal anti-dengue e anticorpo anti-
camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As imagens foram feitas
em um microscopio NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-Pro® Plus
versao 4.5 com aumento de 400x em todas as imagens.

Imbert et al. (1994) sugeriram que apenas neurbnios sdo susceptiveis a
infeccdo pelo virus da dengue. Ao contrario, Ramos et al. (1998) demonstraram a
presenca de antigenos do virus dengue sorotipo 4, por imunohistoquimica, em um
caso fatal de FHD em neur6nios, astrécitos, microglia e células endoteliais. Visando
avaliar a susceptibilidade de células gliais a infeccdo pelo DENV-1, células C6 de
glioma de ratos (ATCC:CCL107) e ceélulas de neuroblastoma murino (N2A,
ATCC:CCL131), foram infectadas com as diferentes cepas virais, em trés MOIs
diferentes (MOI de 10, 40 e 100). Nossos resultados demonstraram que ambas as
células suportam eficientemente a infec¢ao pelo virus da dengue sorotipo 1 (Figura
4.4 e 4.5). Adicionalmente, conforme demonstrado na Figura 4.2 e 4.3, células NP e
MPC de camundongos também se demonstraram susceptiveis a infeccao pelo virus

da dengue.
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Figura 4.4: Imunofluorescéncia de células C6 (glioma de ratos) infectadas com as diferentes
cepas virais. Culturas de células C6 (glioma de ratos, ATCC:CCL-107) infectadas com as
diferentes cepas virais FGA/89 (B, C e D), FGA/NA a5c (F, G e H), BR/01-MR (J, L e M) e
mock (A, E e ). As células foram infectadas com MOI de 10 (B, F, e J), MOl de 40 (C, G e
L), MOI de100 (D, H e M) e com o mock (A, E e ). Ap6s 24h de infeccéo, as células foram
fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpo policlonal anti-dengue e anticorpo
anti-camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As imagens foram
feitas em um microscopio NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-Pro® Plus
versao 4.5 com aumento de 400x em todas as imagens.

Objetivando avaliar o dano induzido no SNC de camundongos pela infec¢ao
com as diferentes cepas virais, foram realizadas analises histologicas do tecido
nervoso dos animais infectados com as cepas de diferente neuroviruléncia. Para
tanto, seccées do SNC dos animais infectados com os virus FGA/89, FGA/NA a5c,
BR/01-MR e mock com 10 dpi foram coradas com hematoxilina-eosina (Figura 4.6).
Animais infectados com mock apresentaram leptomeninges delgadas, formadas por
uma unica camada de células meningoteliais, além disso, apresentaram o cortex
neuronal e o hipocampo bem preservado, com raros neurbnios em processo de
morte celular, porém, sem sinal de encefalite. Os animais infectados com os virus
FGA/89 e BR/01-MR mostraram leptomeningite linfohistiocitica crénica moderada,
com o cortex neuronal e hipocampo bem preservados, sem sinais de inflamacéo,

similar aos animais infectados com mock.
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Figura 4.5: Imunofluorescéncia de células N2A infectadas com as diferentes cepas virais.
Culturas de células N2A (neuroblastoma murino, ATCC:CCL-131) infectadas com as
diferentes cepas virais FGA/89 (B, C e D), FGA/NA a5c (F, G e H), BR/01-MR (J, Le M) e
mock (A, E e I). As células foram infectadas com MOI de10 (B, F, e J), MOl de 40 (C, G e L),
MOI de100 (D, H e M) e com o mock (A, E e I). Apds 24h de infeccédo, as células foram
fixadas, permeabilizadas e imunomarcadas com anticorpo policlonal anti-dengue e anticorpo
anti-camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). As imagens foram
feitas em um microscopio NIKON ECLIPSE E600, utilizando-se o software Image-Pro® Plus
versao 4.5 com aumento de 400x em todas as imagens.

Os animais infectados com a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c apresentaram
uma leptomeningite linfohistiocitica crénica intensa e uma moderada encefalite. O
cortex neuronal apresentou marcada necrose neuronal (neurénios vermelhos), com
processo de satelitose de linfocitos e micrdglia envolvendo os neurdnios apoptoticos.
Adicionalmente observaram-se ndédulos microgliais e linfocitos perivasculares (Figura
4.6).

Adicionalmente foram realizadas analises de imunohistoquimica nos cortes
histolégicos apo6s 10 dpi, utilizando-se o anticorpo monoclonal especifico para
flavivirus, 4G2. Estas analises tiveram por objetivo determinar quais os principais
alvos celulares e locais atingidos pela infeccao, uma vez que a infeccao de células
neuronais pelo virus da dengue ainda é questao de controvérsia (CLYDE, KYLE e
HARRIS, 2006). As andlises do cértex temporal demonstraram que as células
meningoteliais e a camada acelular (composta por dendritos, axénios e por
processos gliais) ndo séo infectadas. Ao contrario, as camadas mais profundas do

cortex neuronal mostraram-se infectadas, particularmente os neurénios temporais.
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Adicionalmente, observaram-se neurdnios infectados no hipocampo, no entanto, nao
foi detectada infecgdo na substancia branca utilizando-se o anticorpo 4G2. Apesar
de néo termos observado replicagéo viral em astrécitos e oligodendrécitos no cértex
temporal e hipocampo, ndo podemos excluir estas células como alvos da infecgéao
pelo virus da dengue (Figura 4.7 e 4.8).

Meninge

Cortex
Neuronal

Meninge

Cortex
Neureonal

Figura 4.6: Analises histolégicas do SNC de camundongos suicos infectados com as
diferentes cepas de DENV-1. Andlises histopatolégicas do SNC de camundongos infectados
com mock, FGA/89, FGA/NA a5c e BR/01-MR 10 dpi, coradas com hematoxilina-eosina.
Meninges e cortex neuronal de: animais infectados com mock (1 e 3); BR/01-MR (2 e 4);
FGA/89 (5 e 7) e FGA/NA a5¢c (6 e 8), respectivamente. L: leptomeninges; C: cortex
neuronal; A: neurdnios apoptéticos; M: nédulos microgliais; L e V: exocitose de linfécitos dos
vasos. As imagens produzidas em um microscépio Olympus BX 50 com o software Image-
Pro® Plus versao 4.5 (Maryland) com aumentos de 200x (fotos 1, 2, 5 e 6) e 400x (fotos 3, 4,
7€ 8).
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Figura 4.7: Analises de imunohistoquimica do cértex neuronal de camundongos infectados
com as diferentes cepas virais com 10 dpi. Células infectadas com mock (A e B), BR/01-MR
(C e D), FGA/89 (E e F) e FGA/NA a5c (G e H). As células meningeais ndo sao infectadas
com nenhuma das cepas virais (setas vermelhas em A, B, C e D). Na seqiiéncia, a camada
acelular (a: rica em axo6nios, déndritos de neurdnios e processos de células gliais), também
se mostrou negativa a infecgcao pelo virus dengue, com excecao da cepa FGA/NA a5c (seta
preta em G, a). A camada subsequente do cértex neuronal, mostrou-se a area mais afetada
pela infeccdo com as diferentes cepas de DENV-1 (setas pretas em F e H). Células
infectadas ndo foram observadas nas camadas mais profundas (p, em E) dos animais
infectados com a cepa FGA/89, ao contrario do observado na infecgdo com a cepa FGA/NA
abc (setas pretas em G, p). Apesar da intensa infecgdo observada no SNC dos animais
infectados com a cepa FGA/NA a5c (H), apenas neurdnios parecem ser infetcados (setas
pretas), em contraste ao astrécitos, nao infectados (setas vermelhas). Células positivas
foram imunomarcadas com anticorpo monoclonal flavivirus-especifico 4G2, e anticorpo anti-
camundongo IgG conjugado com fosfatase. As imagens foram obtidas em um microscopio
Olympus BX 50 com o software Image-Pro® versdo 4.5 (Maryland) (A, C, E e G foram feitas
com aumento de 200x e B, D, F e H com 400x).
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Figura 4.8: Analises de imunohistoquimica do hipocampo de camundongos infectados com
as diferentes cepas virais com 10 dpi. Células infectadas com mock (A e B), BR/01-MR (C e
D), FGA/89 (E e F) e FGA/NA a5c (G e H). Animais infectados com mock e a cepa BR/01-
MR nao apresentaram células infectadas em nenhuma regido do hipocampo (setas
vermelhas, A-D). Nos quadros E-H, observam-se neurdnios hipocampais (h) infectdaos, em
nimero maior nos animais infectados com a cepa FGA/NA ab5c (setas pretas, G e H) em
comparacgao a infecgdo com FGA/89 (setas pretas, E e F). Nao foram observados astrécitos
infectados na substancia branca e hipocampo, dos animais infectados com as cepas
FGA/89 e FGA/NA a5c (setas vermelhas, E-H, sb). Células positivas foram imunomarcadas
com anticorpo monoclonal flavivirus-especifico 4G2, e anticorpo anti-camundongo IgG
conjugado com fosfatase. As imagens foram obtidas em um microscopio Olympus BX 50
com o software Image-Pro® versao 4.5 (Maryland) (A, C, E e G foram feitas com aumento de
200x e B, D, F e H com 400x).
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Curiosamente, apesar de ter sido demonstrado a susceptibilidade de células
gliais de linhagem, como a C6 (glioma de ratos), a infec¢ao pelo virus da dengue, as
analises in vivo (por imuohistoquimica, Figura 4.7 e 4.8), revelaram que
aparentemente estas células ndo s&o alvos da infec¢do. Este resultado contrasta
com os dados de Ramos et al. (1998), que mostram a presenca de antigenos virais
em astrécitos, microglia, células endoteliais e em neur6nios. Desta forma, estudos
mais aprofundados se fazem necessarios para definir a susceptibilidade de

astrécitos, micréglia e células endoteliais do SNC, a infeccao com o virus da dengue.

4.2 Caracterizacao Molecular das Cepas Virais

As altas taxas de erro (10°-10° nucleotideos/ciclo) das polimerases virais
durante a replicagdo do genoma da maior parte dos virus RNA, acaba por gerar
mutagdes, que podem ter efeito benéfico ou ndo para o patdégeno viral. Um dos
principais beneficios dos erros da atividade da polimerase viral € o surgimento de
mutagdes que possam auxiliar o virus a superar uma pressdo seletiva, como por
exemplo, o sistema imune e drogas antivirais, ou ainda que possibilite a replicacao
viral em um novo ambiente celular, inicialmente ndo permissivo a infecgéao
(DOMINGO & HOLLAND, 1997).

Visando identificar as alteragcdes de aminoacidos potencialmente envolvidas
na aquisicdo do fendtipo de neuroviruléncia, foi realizado o sequenciamento
nucleotidico completo da cepa neuroadaptada FGA/NA a5c. A comparagdao da
seqliéncia de aminoacidos com a cepa neuroadaptada FGA/NA d1d (DESPRES et
al., 1998; DUARTE DOS SANTOS et al.,, 2000; numero de acesso no GenBank:
AF226686) demonstrou que ambas compartilham apenas as substituicbes na
proteina de envelope (E), Metigs/Val, e na porcao helicase da NS3 Leusss/Ser.

As mutagbes previamente identificadas na proteina de E da cepa FGA/NA
d1d nas posicdes 365 e 405, ndo foram encontradas na cepa FGA/NA a5c.
Adicionalmente, foi identificada uma mutacao especifica da cepa FGA/NA a5c na
posicdo 276 da proteina E, com a substituicdo de uma treonina por uma prolina
(Tabela 4.1). A sequéncia nucleotidica completa da cepa FGA/NA a5c foi depositada
no GenBank com o numero de acesso EF122232. Adicionalmente, foram
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identificadas na cepa FGA/NA a5c duas mutagbes silenciosas na proteina E. As
mutagdes na proteina E correspondem a inversao da sequéncia TC em FGA/89 para
CT em FGA/NA a5c (posicao 2317 e 2318 da proteina E). Apesar das diferengas
aminoacidicas encontradas entre as cepas neurovirulentas FGA/NA d1d e a5c, ndo
foram observadas diferencas fenotipicas entre as cepas, quando utilizadas para

infecgdes via intracerebral em camundongos sui¢cos recém-nascidos.

Tabela 4.1: Mutag6es aminoacidicas entre os virus neuroadaptados FGA/NA ab5c e
FGA/NA d1d comparados com a cepa parental FGA/89.

Cepa Viral Proteina E NS3
Dominio |l Dominio [l Dominio Helicase
FGAIB9 Met,ge ATG | Thry,g ACA | Valy GTC Thryps ACC Leuy: TTA
FGAINa d1d Valgg GTG | Thrys ACA | lleg ATC lleygs ATC Serys TCA
FGAINA abc Valgg GTG | Prog, CCA | Val GTC Thryps ACC Sery: TCA

NOTA: A tabela acima mostra as alteragcdes aminoacidicas da cepa parental FGA/89 quando
comparada as suas variantes neurovirulentas FGA/NA d1d e FGA/NA a5c. A identidade de
aminoacidos entre FGA/89 e FGA/NA a5c foi de 99.9%. A cepa BR/01-MR é a amostra mais
divergente entre as estudadas (identidade entre 97.7 e 97.8%, comparando-a com as cepas:
FGA/89, FGA/NA a5c e d1d), desta forma, para facilitar a leitura da tabela, as mutacoes
presentes nesta cepa nao foram inseridas na tabela. No entanto, nenhuma das mutagdes
descritas como possivelmente envolvidas na aquisicdo do fenétipo de neuroviruléncia estao
presentes na cepa BR/01-MR, o que pode explicar seu fenétipo atenuado in vivo.

A proteina ndo-estrutural NS3 é uma proteina multifuncional, acumulando as
(NTPase) e RNA 5-trifosfatase
(RTPase), importantes na replicacao viral e na formagao do cap. Além disso, sua

fungdes helicase, nucleosideo 5'-tifosfatase
porcdo amino-terminal (primeiros 180 aminoacidos) tem funcado de protease viral
(BENARROCH et al., 2004).

Objetivando-se mapear a mutacao observada na proteina NS3, foi construido
em modelo tridimensional por homologia com a estrutura de alta resolugédo ja
conhecida para o virus dengue sorotipo 2 (XU et al., 2005). A mutagdo nao-
conservativa observada no dominio helicase da proteina NS3 mapeia no B-hairpin
do dominio Il (residuos 327-481), flanqueando o motivo IV da superfamilia Il das
RNA helicases (Figura 4.9). As mutagdes observadas na proteina de envelope foram

mapeadas por Duarte dos Santos et al. (2000).
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Figura 4.9: Representacdo esquematica do dominio helicase da proteina NS3 do virus
dengue sorotipo 2. A estrutura do dominio helicase da proteina NS3 do virus DENV-2, cepa
TSV01 (numero de acesso no GenBank: AY037116), esta representada indicando a
localizacdo da mutacao Leusss/Ser. A seta indica a posicao da mutacao compartilhada entre
os virus neurovirulentos FGA/NA did e a5c (Leusss/Ser) em comparagao ao parental
FGA/89. Estrutura modelada utilizando-se 0 Swiss-model server
(htpp://swissmodel.expasy.org/) e o software PyMol (DELANO & BROMBERG, 2004). *
Porcao carboxi-terminal do dominio helicase.

4.3 Experimentos de Génomica Funcional e PCR em Tempo Real

O resultado de uma infeccao viral depende de uma complexa rede de
interacdes entre a resposta do hospedeiro e a habilidade do virus em escapar e/ou
suplantar estas respostas. Em infecgbes virais agudas, as respostas do hospedeiro
envolvem ambas, respostas curtas (inatas) e longas (adaptativas). Ambas objetivam
eliminar o patégeno viral e/ou reduzir a doenga causada pelo mesmo, bem como,
prevenir infeccoes subseqlientes através do mecanismo de memdria imunolégica.
Desta forma, a evolugao clinica de um processo infeccioso viral é dependente do

balanco entre a resposta do hospedeiro a infeccao e a capacidade replicativa do
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virus, o que determina o desenvolvimento ou ndo da doenca (BOURNE et al., 2007;
PASIEKA et al., 2006).

Com o objetivo de conhecer o perfil transcricional da resposta tecidual do
SNC murino apds a infeccao pelo DENV-1, foram realizados experimentos de
microarranjo de DNA. Uma vez determinado que a maxima replicacao viral no SNC
ocorra no dia 9 pos-infec¢do para as cepas FGA/89 e FGA/NA a5c, decidiu-se por
analisar a expressao génica em 5, 6, 7 e 8 dpi. Estes tempos correspondem aos dias
que precedem a maxima replicagao viral no SNC (conforme Figura 4.1B). Em 5 dpi
as taxas de replicacao viral para as cepas FGA/89 e FGA/NA a5c sao semelhantes,
e apenas apos o0 sexto dia pos-infecgdo ocorre um maior aumento na replicacao da
cepa neurovirulenta comparado a cepa parental (Figura 4.1B). Trés grupos de 30
camundongos suicos recém-nascidos foram infectados com 8.000 ffucezs das cepas
FGA/89, FGA/NA a5c e mock. Em 5, 6, 7 e 8 dpi, cinco animais de cada grupo foram
sacrificados em camara de CO,, para retirada do encéfalo, que foi entao
homogenizado para extracdo de RNA total. Inicialmente, foi avaliada a replicagéo
viral por gPCR em 5, 6, 7 e 8 dpi. Conforme ja descrito anteriormente, na Figura
4.1B, a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c apresenta uma maior replicagao viral no
SNC murino, em comparagao a cepa FGA/89 (7,8 x > em 5 dpi; 5,2 x > em 6 dpi; 8,4
X >em 7 dpi e 2,8 x > em 8 dpi; Figura 4.10).

Os microarranjos utilizados neste estudo englobam todo o genoma murino, e
as hibridacdes realizadas entre as amostras estao representadas na Figura 3.1 da
secao 3.9 de Materais e Métodos (ver também figura 4.11). Quando se comparou a
diferenga na expressao génica entre os animais infectados com o mock e os animais
infectados com ambas as cepas de DENV-1 (parental ou neuroadaptada) foi
observado a super-expressao de 148 genes (de acordo com os critérios definidos na
secao 3.9.2 dos Materiais e Métodos; Tabela 4.2). Os maiores niveis de modulacao
da expresséao génica foi observado em 8 dpi, que corresponde ao momento de maior
replicacdo viral para ambas as cepas. Este dado sugere que a modulacdo da
expressao génica esta diretamente relacionada aos niveis de replicacao viral em um
dado momento. Tem sido extensivamente demonstrado nos ultimos anos, que a
maior severidade da doenga por DENV esta relacionada a maior carga viral no soro
de pacientes infectados (LIBRATY et al.,, 2002; VAUGH et al., 2000; PANG,
CARDOSA e GUZMAN, 2007).
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Figura 4.10: Diferenga nos niveis de RNA viral no SNC de camundongos infectados com as
cepas parental (FGA/89), neurovirulenta (FGA/NA a5c) e mock (controle negativo) nos dias
5, 6, 7 e 8 dpi. Estas amostras foram utilizadas para os experimentos de hibridagdo em
microarranjos de DNA. A determinagdo do RNA viral foi realizada por qRT-PCR e os
resultados normalizados com a quantificacdo do gene murino Gapdh, utilizando-se a técnica
de gPCR. FGA/NA a5c (vermelho), FGA/89 (azul) e mock (amarelo).

Figura 4.11: Imagem obtida apos a hibridacdo das amostras mock 8 dpi (Cy5) e FGA/89 8
dpi (Cy3), lamina 8 da figura 3.1. Exemplo de imagem obtida nas hibridagdes das amostras
de SNC nos microarranjos murinos utilizados em nosso estudo. Observar a divisdo da
lamina em 12 linhas e 4 colunas, totalizando 48 grupos. Cada grupo é subdividido em 29
colunas e 28 linhas, totalizando 38.976 spots disponiveis, do quais 38.476 spots estao

ocupados com MEEBOs.
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Os experimentos de microarranjo de DNA, comparando os animais infectados
com as cepas FGA/89 e FGA/NA ab5c, aos animais infectados com o mock,
permitiram selecionar 148 genes, como sendo modulados na infeccdo com ambas
as cepas. Objetivando aumentar a estringéncia da analise de expressao diferencial,
as amostras coletadas nos diferentes dias foram consideradas como réplicas
biologicas. Desta forma, perde-se a habilidade de selecionar diferencas ponto-
especificas, no entanto, aumenta-se a confiabilidade dos genes selecionados como
diferencialmente expressos. Os critérios de selecdo para um gene ser considerado
como modulado pela infec¢ao foi: um aumento de duas vezes (fold change = 2) na
expressao (considerando a média dos 4 pontos), comparando-se 0s animais
infectados com o mock, e um FDR (do inglés, False Discovery Rate) de 1%, o que
significa uma chance de 1% de resutados falso-positivos.

Além disso, os 148 genes modulados na infeccdo com ambas as cepas de
DENV-1 mostraram-se superexpressos e nao foi detectado nenhum gene com
expressao diminuida que tenha atendido ao critério de sele¢cao supracitado. Outros
experimentos de microarranjo de DNA utilizando SNC de camundongos, infectados
com WNV e virus rabico, também demonstraram poucos genes com expressao
reduzida em comparagcdo com o numero de genes superexpressos (UBOL et al.,
2006; VENTER et al., 2005).
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Tabela 4.2: Genes superexpressos no SNC de camundongos infectados com as cepas FGA/89, FGA/NA a5c e mock nos dias 5,

6, 7 e 8 pbs-infecgao (dpi).

Funcao Funcao
Geral Especifica
Resposta Transcricdo
Imune
Endopeptidase
Transporte
Ligacédo &
antigeno
Apresentagao

via MHC classe
1]

Processo
Bioldgico
IIFN | processo
biosintético

Sinalizagao via
citocina e
quimiocina

Regulador
positive de IL-
12
Corpusculos
PML

Apresentacao
de antigeno

Apresentacdo
de antigeno

Apresentacao
de antigeno

Apresentacao
de antigeno

Simbolo
do Gene
Irf9

Irf7
Irf8
Stat1

Stat2
Nmi
Irf1
Pml

Sp100
Psmb8

Psmb9

Tap1

Tap2

Lilrb4

H2-Ea

Entrez
GenelD
16391

54123
15900
20846

20847

64685

16362

18854

20684
16913

16912

21354

21355

14728

14968

Descricao

Interferon dependent positive
acting transcription factor 3
gamma
Interferon regulatory factor 7
Interferon regulatory factor 8
Signal transducer and
activator of transcription 1

Signal transducer and
activator of transcription 2
N-myc (and Stat1) interactor
Interferon regulatory factor 1

Promyelocytic leukemia

Nuclear antigen Sp100
Proteosome (prosome,
macropain) subunit, beta type
8 (large multifunctional
protease 7)
Proteosome (prosome,
macropain) subunit, beta type
9 (large multifunctional
protease 2)
Transporter 1, ATP-binding
cassette, sub-family B
(MDR/TAP)
Transporter 2, ATP-binding
cassette, sub-family B
(MDR/TAP)
Leukocyte immunoglobulin-
like receptor, subfamily B,
member 4
Histocompatibility 2, class Il
antigen E alpha

5 dpi
3,54

3,01
2,21
7,98

1,62

2,78

3,23
1,8

3,03
3,72

3,96

2,99

3,59

3,08

1,55

FGA/89 x Mock
7 dpi

6 dpi
5,59

5,24
1,88
16,6

4,78
3,47
2,55
2,23

3,38
4,86

6,56

4,42

2,75

1,71

2,97

4,6

3,9
3,05
12,6
2,68
2,4
1,79
2,1

1,72
3,58

2,43

8 dpi
4,87

4,99
8,0
13,7

5,36
3,8
7,12
2,31

2,86
7,97

14,3

6,59

13,1

3,51

4,58

5 dpi

5,625 6,966 5,998

8,19
2,72
21,02

4,0
4,31
3,39
3,03

4,49
6,0

2,92

4,12

3,22

1,83

1,9

6 dpi

13,9
4,14
24,0

7,12
5,8
4,92
3,73

7,39
11,34

20,18

9,31

11,11

2,53

5,35

7 dpi

6,46
3,97
14,15

4,63
5,09
6,45
2,68

4,0
8,77

11,36

6,01

6,2

1,4

4,75

FGA/NA a5c x Mock

8 dpi
6,258

11,46
15,09
21,75

6,78
9,88
24,75
5,49

4,91
17,55

25,68

15,46

18,63

17,79

39,2



Apresentagao
via MHC classe |

Ligacdo a GTP

Apresentagao
de antigeno

Induzido por
IFN

H2-Ab1

Ctss
Cd74

H2-Q2
H2-Q8
H2-Q7
H2-Q6
H2-Q5

H2-L
H2-T9

H2-T10

H2-T22

H2-T23
H2-K1

B2m
Gbp1

Gbp2
Gbp4
Gbp5
Irgm
Gbp6

BC057170
Mpa2l

14961

13040
16149

15013

15019

15018

110557

15016

14980
15051

15024

15039

15040

14973

12010
14468

14469

17472

229898

15944

229900

236573
100702

Histocompatibility 2, class Il
antigen A, beta 1
Cathepsin S
CD74 antigen (invariant
polypeptide of major
histocompatibility complex
class Il antigen-associated)
Histocompatibility 2, Q region
locus 2
Histocompatibility 2, Q region
locus 8
Histocompatibility 2, Q region
locus 7
Histocompatibility 2, Q region
locus 6
Histocompatibility 2, Q region
locus 5
Histocompatibility 2, D region
Histocompatibility 2, T region
locus 9
Histocompatibility 2, T region
locus 10
Histocompatibility 2, T region
locus 22
Histocompatibility 2, T region
locus 23
Histocompatibility 2, K1, K
region
Beta-2 microglobulin
Guanylate nucleotide binding
protein 1
Guanylate nucleotide binding
protein 2
Guanylate nucleotide binding
protein 4
Guanylate nucleotide binding
protein 5
Immunity-related GTPase
family, M
Guanylate nucleotide binding
protein 6
cDNA sequence BC057170
Macrophage activation 2 like

2,64

2,64
1,84

4,38
3,4
2,78
2,81
2,59

3,84
3,86

5,94
3,74
4,33
5,06

3,61
4,41

7,97
3,67
2,96
5,67
4,39

3,56
8,89

1,48

2,81
1,53

5,68
3,88
4,53
5,25
1,86

5,86
2,34

3,65
2,34
5,04
6,41

4,9
1,46

6,7
7,85
2,71
8,16
8,21

2,49
9,13

1,5

2,98
1,72

2,24
2,47
3,0
3,43
2,05

3,49
2,43

2,59
2,12
2,9
3,69

3,5
1,59

3,63
3,58
2,42
4,47
3,57

3,09
8,1

6,14

6,78
3,191

9,92

7,44
30,3

1,54

2,36
1,68

5,06
5,01
3,37
5,25
6,41

5,73
5,33

5,01
5,1

6,36
6,27

4,69
4,15

10,32
4,77
6,83
9,04

6.0

3,49
17,5

3,29

4,4
3,09

3,96
7,48
8,04
5,41
8,44

4,91
11,2

10,81

10,03
10,62
8,65

8,06
6,45

29,15
16,22
9,73
13,13
19,43

8,3
38,68

73

3,13

4,11
2,06

9,3
8,41
6,39
11,47
6,3

9,0
7,89

13,84
9,47
8,91
8,36

7,48
5,65

21,15
11,26
8,88
7,01
13,42

8,66
33,55

18,54

8,46
17,34

12,64
11,87
9,82
4,37
15,06

8,36
14,0

23,9

16,24
14,43
14,14

14,73
26,6

60,14
28,74
38,74
20,14
15,83

19,68
73,04



Ligagao a RNA Induzido por

IFN

Ligacdo a DNA Induzido por
IFN
Ligagao Induzido por

IFN

Helicase Induzido por
IFN
IFN | processo
biosintético

Ligacdo a NC
Proteina
Induzido por
IFN
Apoptose

NC NC
Apoptose

Receptor Induzido por
IFN

Oas1b
Oas1g
Oasl1
Oasl2
Oasla
Oas2
Sp110
Ifit1
Ifit2
Ifit3
Ifih1
Dhx58
Ddx58
1fi203
Pyhin1
Bcl2atla

Ifi205
Bcl2aib

Bcl2aic
Ifitm1
Ifitm2

Ifitm3

23961

23960

231655

23962

246730

246728

109032

15957

15958

15959

71586

230073

15950

236312

12044

15952
12045

12046

68713

80876

66141

2’-5'cligoadenylate synthetase
1B

2’-5'cligoadenylate synthetase
1G
2’-5'cligoadenylate
synthetase-like 1
2-5’cligoadenylate
synthetase-like 2
2’-5’cligoadenylate synthetase
1A
2’-5’cligoadenylate synthetase
2
Sp110 nuclear body protein

Interferon-induced protein with
tetracopeptide repeats 1
Interferon-induced protein with
tetracopeptide repeats 2
Interferon-induced protein with
tetracopeptide repeats 3
Interferon induce with helicase
C domain 1
DEXH (Asp-Glu-X-His) box
polypeptide 58
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 58
Interferon activated gene 203

Pyrin and HIN domain family,
member 1
B-cell leukemia/lymphoma 2
related protein Ala
Interferon activated gene 205
B-cell leukemia/lymphoma 2
realted protein A1b
B-cell/leukemia/lymphoma 2
related protein Alc
Interferon induced
transmembrane protein 1
Interferon induced
transmembrane protein 2
Interferon induced
transmembrane protein 3

7,25
5,69
3,84
5,91
2,11
2,6
2,18
8,82
3,28
15,4
634
4,0
4,0
2,47
6,45
2,32

5,12
3,09

3,28
3,09
2,34

4,29

11,3
9,84
7,16
15,2
4,33
2,94
3,35
23,7
4,54
37,0
9,32
6,35
6,35
2,85
1,48
1,87

5,45
1,97

1,41
5,72
4,39

8,23

8,79
6,27
2,86
10,1
2,23
1,79
2,22
12,4
4,51
14,8
4,73
4,27
4,27
2,56
1,93
2,2

6,41
1,89

1,75
2,38
2,25

5,34

12,5
11,95
9,03
13,7
4,21
5,19
5,36
37,6
6,53
49,2
12,8
6,43
6,43
7,44
11,25
3,91

25,2
3,15

7,93
7,59
58

14,3

17,86
10,61
8,26
15,18
4,94
5,25
3,97
31,05
4,72
17,44
16,11
9,33
9,33
4,0
5,8
1,67

7,1
2,28

3,21
5,24
4,04
9,15

24,07
24,4
17,91
22,01
8,81
14,44
9,18
28,25
9,68
30,12
28,8
12,1
12,09
5,21
11,45
3,94

18,26
4,03

5,55
4,0
6,41
6,88

74

18,38
17,17
8,27
13,78
4,48
5,84
6,06
19,32
6,66
18,14
14,87
8,81
8,81
3,75
8,73
4,15

12,77
3,14

4,01

5,52
4,82
12,44

26,73
30,12
32,51
19,58
6,54
16,29
17,45
31,76
14,71
31,74
34,42
13,5
13,5
14,45
27,3
9,09

64,0
6,2

23,68
7,57
7,65
13,81



GTPase

Transcrigcao
Exonulcease
Quinase

Citocina/Quimioc
ina

Peptidase

Adesao cellular

Ativagao de
células B
Proliferagao
cellular
Inibicéo de
cittocinas pro-
inflamatérias
NC

Induzido por
IFN

Induzido por
IFN
Induzido por
IFN
Induzido por
IFN
Quimiotaxia

Apoptose

Ativagao do

Lgals9
Lgals3bp
Icam1

Itgb2
Siglect

Bst2
Cd274

1110ra

Ly6e
lgtp
Mx1
Mx2

Gvin1

ligp2
ligp1
Ifi204
Isg20
Eif2ak2
Ccl5
Ccl12
Cxcl10
Tnfsf10

Cfb

16859

19039

15894

16414
20612

69550

60533

16154

17069
16145
17857
17858
74558
54396
60440
15951
57444
19106
20304
20293
15945
22035

14962

Lectin, galactose binding,
soluble 9
Lectin, galactosidase-binding,
soluble, 3 binding protein
Intercellular adhesion
molecule 1
Integrin beta-2
Sialic acid binding Ig-like
lectin 1, sialoadhesin
Bone marrow stromal cell
antigen 2
CD274 antigen

Interleukin 10 receptor, alpha

Lymphocyte antigen 6
complex, locus E
Interferon gamma induced
GTPase
Myxovirus (influenza virus)
resistance 1
Myxovirus (influenza virus)
resistance 2
GTPase, very large interferon
inducible 1
Interferon inducible GTPase 2
Interferon inducible GTPase 1
Interferon activated gene 204

Interferon-stimulated protein

Eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 2
Chemokine (C-C motif) ligand
5

Chemokine (C-C motif) ligand
12
Chemokine (C-X-C motif)
ligand 10
Tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 10
Histocompatibility 2,

2,96
6,98
1,91

1,74
1,44

7,58
4,87

1,93

2,16
8,15
3,14
6,89
2,85
7,43
16,2
55
1,38
3,9
13,1
3,97
2,37
1,47

7,52

4,83
7,13
1,52

1,51
2,56

14,0
1,84

2,79

3,92
6,5
3,41
9,61
4,01
3,27
15,5
4,06
2,31
7,07
9,37
9,89
2,47
2,8

5,71

4,0
7,29
1,47

1,74
3,58

8,75
1,89

1,71

2,3
5,75
2,64
8,36
1,61
3,29
10,3
6,05
1,82
4,36
7,33
6,14
2,84
1,86

6,61

3,68

5,33
23,9
8,64
20,0
4,0
21,0
66,34
19,7
4,2
7,84
26,9
23,0
20,5
2,91

19,7

6,09
12,80
1,43

1,46
3,6

20,66
8,0
1,62

3,18
10,91
9,92
16,13
6,95
7,25
29,22
5,2
2,35
8,56
12,43
7,86
3,57
1,82
7,81

8,31
20,21
2,24

2,9
8,62

15,87
9,84
5,67

3,07

19,17
20,07
44,79
10,01
18,22
54,66
16,13
6,34

14,03
31,85
24,3

10,96
4,93

15,06

75

7,64
13,13
3,3

2,17
10,52

18,3
5,79
3,11

5,16
14,01
14,0
36,36
2,58
11,6
56,48
32,22
4,03
8,84
39,79
24,0
15,31
2,75
16,55

15,85
19,43
10,04

7,75
13,86

13,41
34,92
6,04

5,76
52,13
27,66
26,51

9,85
27,95
1447
52,16

9,9
12,25
115,3

39,2
32,42
6,69
48,12



Inibidor de

Peptidase

Inibidor de
endopeptidase

NC

Atividade de
caspase
Poli-A-
polimerase

Atividade
catalitica

Biosintese de
dTTP
NC

NC

NC

Resposta de Ancora de GPI

Defesa

complemento

Cc2
Cir
Ativacao do C4b
complemento
Apoptose Serpina3g
Ativacao do Cigb
complemento
Apoptose Bcl2atd
Apoptose Casp1
NC Parp9
Resposta a Zc3havt
virus
Resposta a Rsad2
virus
Induzido por Samhd1
IFN
Resposta a Tyki
LPS
Induzido por Ifi44
IFN
Ifi27
Induzido por Ifi47
IFN
NC Ifi202b
Plac8
Proliferagao Ly6a
cellular
NC Ly6c1
Ly6f

12263

50909

12268

20715

12260

12047

12362

80285

78781

58185

56045

22169

99899

76933

15953

26388
231507
110454

56778

17071

complement component factor

Complement component 2
(within H2-S)
Complement component 1, r
subcomponent
Complement component 4B
(Childo blood group)
Serine (or cysteine)
proteinase inhibitor, clade A,
member 3G
Complement component 1, q
subcomponent, beta
polypeptide
B-cell leukemia/lymphoma 2
related protein A1d
Caspase 1

Poly (ADP-ribose) polymerase
family, member 9
Zinc finger CCCH type,
antiviral 1
Radical S-adenosyl
methionine domain containing
2
SAM domain and HD domain
1
Thymidylate kinase family
LPS-inducible member
Interferon-induced protein 44

Interferon, alpha-inducible
protein 27
Interferon gamma inducible
protein 47
Interferon activated 202B
Placenta-specific 8
Lymphocyte antigen 6
complex, locus A
Lymphocyte antigen 6
complex, locus C
Lymphocyte antigen 6
complex, locus F

2,2
4,13
2,28

5,29

1,41

2,4
2,88
4,53
4,25

2,64

1,78

1,2
8,61
8,62
9,47
8,29
15,2
3,11
1,82

3,33

2,42
1,67
2,63

1,62

1,91

1,58
2,01
6,1
3,92

2,48

2,03
2,51
11,18
6,24
12,4
11,5
14,1
2,40
2,14

1,67

1,9
2,32
2,96

2,83

1,91

1,53
2,04
3,32
2,38

2,03

1,84
1,76
7,3
12,9
8,7

8,38
12,4
2,38

1,62

2,70

5,89
6,56
4,15

7,88

3,26

3,39
4,84
9,47
6,85

7,77

5,83
3,73
14,45
21,0
38,0
40,1

33,0
10,79
5,30

7,41

2,49
3,19
2,82

4,62

1,82

2,27
2,08
7,97
7,15
3,85

2,21
2,51
24,96
18,79
16,7

12,59
15,54
5,44

2,0
2,71

8,06
5,25
6,79

11,68

3,52

4,26
2,58
11,35
10,5
7,79

5,28
3,54
26,24
13,23
30,18

33,64
34,24
6,88

3,68
2,74

76

4,93
6,46
5,32

9,69

2,6

2,86
3,24
8,57
5,78
6,04

38
3,1
14,16
30,71
36,59
32,0
24,69
7,99
3,6
7,18

9,72
27,14
8,9

49,91

4,51

7,1
11,0
11,87
15,56
15,5

11,72
6,54
30,55
51,34
98,98
91,69
75,6
8,59
10,39
12,19



Ciclo de
ubiquitina

Transdugao
de sinal

Chaperona
Metabolismo

Resposta
inflamatoria

NC

Ligacdo a
proteina
Associado a
macréfago
Ligase de
ubiquitina

Ativagao de
ubiquitina
Ligacdo a

proteina
Peptidase

Receptor

Ligacdo a ATP
Fosfolipase

Atividade de
oxiredutase
Receptor
Poli-A-
polimerase

Helicase
Transporte de
proteina

Adesao celular
NC

Induzido por
IFN

Modificagao de
proteina

Modificagao de
proteina
Induzido por
IFN
Induzido por
IFN
Apoptose

NC

Dobramento de
proteina
Catabolismo
lipidico
Fagocitose

Regulacéo da
transcrigao
NC

NC
NC

Ly9
Mpeg1
Dtx31

Herch
Trim25
Ube2l6

Trim21
Ubell

Isg15
Usp18
Tspo
Fgl2
Ms4a6éd

Ms4adc

Ms4a6b
Tor3a

Pld4
Cybb

Cd14
Parp14

Parp12
BC013672

4930599N2
3Rik

17085

17476

209200

67138
217069
56791

20821
74153

53606

24110

12257

14190

68774

64380

293749

30935

104759

13058

12475
547253

243771

234311
75379

Lymphocyte antigen 9
Macrophage expressed gene
1
Deltex 3-like (Drosophila)

Hect domain and RLD5
Tripartite motif protein 25
Ubiquitin-conjugating enzyme
E2L6
Tripartite motif protein 21
Ubiqutin-activating enzyme
E1-like
ISG15 ubiquitin-like modifier

Ubiquitin specific protease
Translocator protein

fibrinogen-like protein 2
Membrane-spaning 4-
domains, subfamily A,

member 4D
Membrane-spaning 4-
domains, subfamily A,
member 4C
Membrane-spanning 4-
domains, subfamily A,
member 6B
Torsin family 3, member A

Phospholipase D family,
member 4
Cytochrome b-245, beta
polypeptide
CD14 antigen
Poly (ADP-ribose) polymerase
family, member 14
Poly (ADP-ribose) polymerase
family, member 12
cDNA sequence BC013672
RIKEN cDNA 4930599N23
gene

2,53
1,51
3,04

3,48
3,283
1,33

3,52
1,84

10,4
18,0
1,51
1,94
4,92
42

3,05

2,5
2,0
2,96

3,27
5,42

3,81

7,31
2,11

1,69
2,91
3,73

4,15
4,52
2,08

6,72
4,32

223
31,6
2,06
1,42
3.2
2,85

1,62

4,58
2,16
1,77

1,68
6,51

4,96

7,97
2,95

1,81
2,3
3,59
3,0
3,57
3,28

3,3
2,9

9,41
18,3
1,82
1,67
2,16

-1,03

3,39
4,41
4,74
6,98
4,61
2,59

9,68
5,91

26,9
26,9
2,68
3,43
5,11

14,48

3,51

9,18
3,71
8,21

2,01
13,2

8,48

13,7
2,07

2,43
2,26
5,03
5,58
4,59
1,25

7,05
4,31

29,08
46,13
2,31
1,81
2,78
3,34

3,59

5,82
1,52
1,74

1,43
8,36

6,66

9,32
2,46

4,88
5,03
7,34
11,88
6,38
3,11

11,562
10,48

12,50
73,25
3,61
3,09
4,51
14,25

6,77

11,98
3,28
10,85

2,59
14,68

12,52

28,06
6,12

77

2,0
4,55
4,65
5,92
4,77
4,86

5,79
5,73

23,65
36,37
3,9
2,93
3,76
7,63

3,42

8,1
2,51
6,02

2,54
9,0

8,55

11,05
3,39

8,25
7,84
7,96
21,65
6,24
4,73

18,47
7,34

10,83
73,43
6,57
10,16
19,44
48,81

12,73

13,77
5,36
17,84

4,74
18,33

14,66

31,26
7,25
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Mitd1 69028 RMIT, microtubule interacting 1,8 1,66 1,55 3,17 2,65 3,91 3,0 412
and transport, domain
containing 1
Quinase NC MIKkl 74568 Mixed lineage kinase domain- 4,29 4,48 2,3 3,96 4,23 9,62 6,38 15,40
like

Ligacdo a DNA NC Zbp1 58203 Z-DNA binding protein 1 279 248 1,96 4,98 3,54 7,16 4,33 21,46
Apoptose Scotin 66940 Scotin 3,49 2,59 3,77 2,69 3,35 3,38 4,04 2,89

Receptor Induzido por Rtp4 67775 Receptor transporter protein 4 2,75 4,1 24 2,64 4,34 568 2,78 3,93

IFN
Ligacédo a Induzido por Trim34 94094 Tripartite motif protein 34 247 2,72 2,04 2,72 5,27 469 2,63 4.3
proteina e acido IFN
nucléico
NC Trim30 20128 Tripartite motif protein 30 3,93 5,54 2,82 8,05 6,52 11,41 6,91 12,03
NC Proliferagao Slfn2 20556 Schlafen 2 3,32 2,51 2,02 53 4,54 7,03 6,4 18,27
cellular

NC NC NC BC006779 229003 cDNA sequence BC006779 224 3,67 234 3,88 3,09 6,38 3,17 9,31

Epstit 108670 Epithelial stromal interaction 1 2,24 4,41 2,89 4,64 3,32 12,18 5,63 18,13
(breast)
D12Ertd647 52668 DNA segment, Chr 12, 296 306 224 18 264 168 1,17 13
e ERATO Doi 647, expressed

Samdol 209086 Sterile alpha motif domain 4,04 6,67 4,16 13,0 8,54 20,45 13,14 27,37
containing 9-like

D14Ertd668 219132 DNA segment, Chr 14, 3,56 5,97 3,3 10,4 829 20,25 12,16 31,54
e ERATO Doi 668, expressed
Phf11 219131 PHD finger protein 11 585 6,11 3,52 16,7 12,43 21,64 17,01 28,97
0610037M1 68395 RIKEN cDNA 0610037M15 359 6,29 3,07 6,14 6,63 14,0 7,28 14,93
5Rik gene
9830115L1 319257 RIKEN cDNA 9830115L13 3,14 585 8,29 5,27 6,41 10,47 8,85 16,66
3Rik gene
A630077B1 215900 RIKEN cDNA A630077B13 285 1,36 1,32 7,16 1,86 2,87 2,56 24,03
3Rik gene
C4a 625018 Complement component 4A 2,07 3,51 3,03 5,04 2,68 6,43 5,2 10,05
(Rodgers blood group)
Gp49a 14727 Glycoprotein 49A 3,95 1,26 1,61 4,59 1,53 2,65 2,69 26,2
Drld 114573 Differentially regulated in 1,87 1,33 1,88 3,54 3,69 3,83 3,47 7,85

lymphoid organs and
differentiation

H2-T17 15032 Histocompatibility 2, T region 5,46 3,17 1,37 9,83 5,73 15,9 12,78 16,63
locus 17
Rnf213 629974 Ring finger protein 213 4,2 8,44 3,43 705 10,27 21,12 573 138

* NC: Nao classificados
1. Genes com mais de uma sonda tiveram seu valor de intensidade definido como a média entre as sondas.
2. Classificacdo functional dos genes foi realizada utilizando-se os bancos de dados Entrez Gene (www.ncbi,nih,gov) e Gene Ontology (www,geneontology,org).
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4.3.1 Analise das vias moduladas durante a infeccao do SNC de camundongos
com DENV-1 e PCR em tempo real.

A tecnologia de microarranjo de DNA permite, além da busca por possiveis
genes alvos para terapia, conhecer quais as principais vias, ou processos bioldgicos
que o agente infeccioso induz no hospedeiro. O conhecimento destas vias ou
processos pode auxiliar na compreensao da patogenia do processo infeccioso, e
levar em ultima instancia ao desenvovimento de novas terapias (VENTER et al.,
2005; UBOL et al., 2006).

Com o objetivo de avaliar quais as principais vias estimuladas na infec¢do do
SNC de camundongos com o virus DENV-1, realizaram-se analises dos genes
selecionados nos experimentos de microarranjo (Tabela 4.2) com o software
Ingenuity® Systems (Figura 4.12). O Ingenuity Pathways Analysis Knowledge Base é
um banco de dados curado, construido com base em centenas de milhares de
artigos cientificos, livros e outras bases de dados disponiveis, por cientistas
altamente qualificados. A lista contendo os 148 genes modulados durante a infec¢ao
com os virus DENV-1 foram analisadas com a utilizacao deste banco de dados,
segundo critérios definidos em Matérias e Métodos, secao 3.9.1.

Foi possivel demonstrar que as principais vias moduladas durante a infecgao
sdo aquelas relacionadas com a resposta imune, como por exemplo, a via de
sinalizagao por interferon, apresentacdo de antigeno, ativagcdo do complemento e via
de ubiquitinagdo. Um grande numero de fatores de transcri¢do, incluindo o Stat1 e
Stat2 (do inglés, signal transducer and activator of transcription 1 e 2), fator de
transcricdo dependente de interferon-3 (/sgf3g ou Irf9) e os fatores reguladores de
interferon 1 e 7 (Irf1 e Irf7), sdo superexpressos no SNC de camundongos infectados
com ambas as cepas de DENV-1, o que claramente demonstra a ativagcao da via de
sinalizac¢ao por interferon (IFN).
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Figura 4.12: Principais vias moduladas durante a infec¢ao do SNC murino por DENV-1.
Anotacao funcional relativa aos 148 genes modulados durante a infeccdo com ambos os
virus, FGA/89 e FGA/NA a5c, comparados aos animais infectados com o mock. Os dados
de microarranjo foram analisados pelo software Ingenuity® Systems. No eixo X observam-se
as principais fungbes biologicas selecionadas e em Y a significancia estatistica de cada uma
das vias (expressa como valor p de 0,05 de linha de corte). A direita, o Ratio, que é
calculado considerando o nimero de genes presentes nos resultados que participam de
uma deteminada via, dividido pelo nimero total de genes da referida via. Interferon Signaling
- sinalizagdo por interferon; Antigen Presentation Pathway — via de apresentagdo de
antigeno; Complement and Coagulation Cascades — cascata do complemento e coaguacao;
Protein Ubiquitination Pathway — via de ubiquitinacdo de proteinas; IL-10 Signaling —
sinalizacdo por IL-10; Chemokine Signaling — sinalizagao por quimiocina; Toll-like Receptor
Signaling — sinalizagdo por receptores tipo Toll; JAK/Stat Signaling — sinalizacdo por
JAK/Stat; GM-CSF Signaling — sinalizagdo por GM-CSF; PDGF Signaling — sinalizagéao por
PDGF. JAK (Quinase do tipo Janus); GM-CSF (Fator estimulador de col6nia de granulécitos
e monacitos).

Além dos genes da via de IFN, pode ser observado um grande numero de
genes estimulados por IFN (ISGs) envolvidos na resposta imune inata contra virus,
como as familias dos genes de resisténcia a mixovirus (Mx1 e Mx2), genes do
sistema Oas/RNase L, familia de proteinas com dominios de tetracopeptideos (/fit1,
Ifit2 e Ifit3), entre outros (Figura 4.13). Adicionalmente, as analises realizadas
revelaram que esta via é a mais fortemente modulada pela infec¢gdo, com 0 menor
valor de p (8,96 x 107'®), com um ratio de 0,379, e dos 29 genes totais da via, 11 sdo

modulados.
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Figura 4.13: Representacdo dos genes modulados na via de sinalizagao por IFN. A lista
contendo os 148 genes modulados durante a infecgéo pelo virus dengue sorotipo 1 (FGA/89
e FGA/NA abc) foi analisada com a utilizagdo do software Ingenuity® Systems. A via de
sinalizagdo por IFN foi a que demonstrou menor valor de p = 8,96 x 10'°, e melhor relagéo
de genes representados na via (11/29). Em cinza estdo identificados os genes modulados
durante a infeccao por DENV-1 no SNC murino.

Para confirmar as analises de microarranjo foram realizados ensaios de PCR
quantitativo (QPCR) de genes selecionados de diferentes vias. Geimonen et al.
(2002), demonstraram que quantidades muito elevadas de mRNA para um
determinado gene podem saturar o microarranjo, ndo permitindo quantificar a real
magnitude da modulagdo em sua expressdo. Para tanto foram desenhados
iniciadores especificos (ver Matériais e Métodos, secao 3.10) para genes envolvidos
nas quatro principais vias moduladas durante a infecgéo: via de sinalizagdo de IFN,
apresentacao de antigeno, ativacao do complemento e ubiquitinacao de proteina.

A expressao de 29 genes foi analisada por PCR quantitativo (QPCR). Destes

genes, 7 foram diretamente relacionados com a via de sinalizagdo por IFN tipo |
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(a/B). Os genes da via de sinalizagdo por interferon selecionados podem ser
divididos em genes envolvidos na regulacdo da expressdo da via IFN, e genes
estimulados por IFN com atividade antiviral (Figura 4.14 e 4.15, respectivamente).
ISGs codificam uma grande quantidade de proteinas, muitas com atividade antiviral.
Por exemplo, os genes da familia 2’-5" oligoadenilato sintetase (Oas1b, OasT1g,
Oasf1l, Oasl2, Oas1a e Oas2) conferem resisténcia a infec¢ao pelo virus da febre do
oeste do Nilo (WNV, do inglés West Nile Virus) (KAJASTE-RUDNITSKI et al., 2006).

Stat? - Signal transducer and Irf1 — imterferon regulatory factor 1
activator of transcription 1
1
= T 4
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:i: e, =
= e = /‘\/ A
= — = 4
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Dia s ps-infecgd o (dpi) Dia s pos-infe cgd o (dpi)

Irf7 — Interferon regulatory factor 7

i

mRNA IFTimRNA GAPDH
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Figura 4.14: Quantificacdo da modulacdo dos genes da via de sinalizacdo por IFN,
utilizando PCR em tempo real. Genes envolvidos na regulagao da via de sinalizagio por IFN
(Stat1, Irf1 e Irf7), foram quantificados por qPCR no SNC de camundongos suigos
infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA a5c (vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6,
7 e 8 dpi. Ver célculo dos valores no item 3.10 de Materiais e Métodos.
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Figura 4.15: Quantificagdo da modulagdo de ISGs, utilizando PCR em tempo real. Genes
estimulados por IFN com atividade antiviral (Oas1b, Ifit3, Gbp4, Mx1), foram quantificados
por gPCR no SNC de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul),
FGA/NA a5c (vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6, 7 € 8 dpi. Ver calculo dos valores no item
3.10 de Materiais e Métodos.

As analises revelaram outras vias moduladas durante a infeccdo, que podem
desempenhar um papel relevante na infeccdo por DENV-1 no SNC murino. Destas,
duas se destacam pelo baixo valor de p (9,19 x 10 e 2,46 x 10®) e pela relacéo de
genes representados (ratio), que sao as vias de apresentacdo de antigenos e de
ativagdo de complemento. A apresentagdo de antigenos via moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) é de fundamental importancia no
desenvolvimento da resposta imune adaptativa. No entanto, a sua ocorréncia no
SNC é tema de discussado e controvérsia, especialmente, com relagdo a quais
células realizam tal funcao e a importancia deste processo na patologia de doencas
infecciosas e neurodegenerativas no SNC (GENDELMAN, 2002).

Os experimentos de microarranjo demonstraram a modulagdo na expressao
de genes envolvidos na formacdo do imunoproteosoma (Psmb8 e Psmb9),
transporte de antigenos para o reticulo endoplasmatico rugoso (Tap? e Tap2) e na
apresentacdo de antigenos na superficie celular para linfécitos CD8 e CD4, via
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moléculas de MHC classe | e Il, respectivamente (H2-Ea, H2-Q8, B2m, H2-L, entre
outros; Figura 4.16).

Antigen Presentation Pathway
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Figura 4.16: Representacdo esquematica da via de apresentacdo de antigenos. A lista
contendo os 148 genes modulados durante a infecgao pelo virus dengue sorotipo 1 (FGA/89
e FGA/NA abc) foi analisada com a utilizacdo do software lngenuity® Systems. A via
apresentou valor de p = 9,19 x 10", bem como, 10 genes modulados em 39. Em cinza
estao representados os genes desta via, modulados durante a infecgdo por DENV-1 no SNC
murino.

Da mesma forma que na via de sinalizagcdo por IFN, a modulacdo de genes
da via de apresentacdo de antigenos foi analisada por PCR em tempo real. Os
genes desta via foram divididos em genes responsaveis pelo processamento de
antigenos, e genes envolvidos na apresentacdo dos mesmos na superficie celular.
Genes envolvidos na formagéao do imunoproteosoma (Psmb8 e Psmb9) e genes que

realizam o transporte de antigenos do citoplasma celular para o reticulo
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endoplasmatico rugoso (Tap1 e Tap2; Figura 4.17), foram avaliados por gPCR, bem
como, os genes de MHC classe | e Il (H2-Q8, H2-K1 e H2-Ea; Figura 4.18).

TapT — Transportar T, ATP-binding cassatta, Tap2 — Transportar 2, ATP-binding cassatta,
sub-family B (MDR{TAF) sub-family B (MDRITAF)
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Psmb8 — Protaosomea (prosoma, macropain) subunit, Psmb9 — Protaosomea (prosoma, macropain) subunit,

beta type 8 (large multifuncional protease 7) beta type 9 (large muitifuncional protease 2)
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Figura 4.17: Quantificacdo da modulacdo dos genes envolvidos no processamento e
transporte de antigenos para o RER, por gPCR. Modulacdo da expressdao de genes de
processamento (Psmb8 e Psmb9) e transporte de antigenos (Tap? e Tap2) para o RER, no
SNC de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA a5c
(vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver calculo dos valores no item 3.10 de
Materiais e Métodos.
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Figura 4.18: Quantificacdo da modulagdo dos genes de MHC classe | e Il por qPCR.
Modulagdo da expressdao dos genes de MHC classe | e Il (H2-Q8 e H2-K1) no SNC de
camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA a5c (vermelho) e
mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver célculo dos valores no item 3.10 de Materiais e
Métodos.

O sistema complemento (SC) é formado por uma familia de mais de 30
proteinas, presentes na circulacido e na membrana celular, que sao importantes na
resposta imune inata contra microorganismos invasores. Estas proteinas incluem
receptores de superficie celular que reconhecem padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs), ligantes préprios alterados, ou ainda complexos antigeno-
anticorpo (CARROLL, 2004). A ativacdo do sistema complemento (SC) foi
inicialmente implicada na patogenia da dengue, em 1973, em um trabalho de
Bokisch et al.

As células do SNC sao capazes de sintetizar componentes do SC e, sabe-se
que a mielina e os oligodendrocitos sdo capazes de ativar a via classica de ativagao
do complemento, in vitro, na auséncia de anticorpos. Adicionalmente, foi
demonstrado que a ativagdo do SC no SNC pode, além de causar danos ao tecido,
ter efeitos neuroprotetores, eliminando depdsitos amildides e neurdnios
degenerados, o que poderia ter um efeito benéfico ao tecido inflamado (RUS et al.,
2006).
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Classical Pathway Lectin Pathway Alternative Pathway

Figura 4.19: Representagéo da via de ativagdo do complemento. A lista contendo os 148
genes modulados durante a infeccéo pelo virus dengue sorotipo 1 (FGA/89 e FGA/NA a5c)
foi analisada com a utilizagao do software Ingenuity”~ Systems. A via apresentou valor de p =
2,46 x 10®, e apresentou 7 genes modulados em 36. Em cinza estdo representados os
genes desta via, modulados durante a infecgao por DENV-1 no SNC murino.



88

A infecgédo pelo DENV-1 no SNC murino induziu a ativagado de genes da via
de ativacdo do complemento (Figura 4.19). As andlises com o software Ingenuity®
Systems apresentou para a via de ativagdo do complemento, um valor de p = 2,46 x
108, contendo 7 genes representados nos 36 genes da via (ratio = 0,194). A
modulacdo dos genes CT1r e H2bf ou Cfb, envolvidos na ativagdo do sistema
complemento, foi analisada por PCR em tempo real utilizando-se iniciadores
especificos (Figura 4.20).

C1r- Complement component 1, r CfhiH2bf - Histocompatibility 2, complement
subcomponent component factor B

e
p

mRNA C1rim RMA GAPOH
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Figura 4.20: Quantificacdo da modulacdo dos genes da via de ativagdo do complemento.
Modulagédo da expressao de genes de ativacdo do complemento (C1r e Cfb/H2bf) no SNC
de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA a5c (vermelho) e
mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver calculo dos valores no item 3.10 de Materiais e
Métodos.

A quarta via representada na analise foi a de ubiquitinacdo. Apesar de o valor
de p obtido para esta via ter sido baixo, p = 7,96 x 10°, o nimero de genes
presentes nos dados de microarranjo representados dentre o numero total de genes
da via, foi pequeno, apenas 9 em 203 genes (Figura A2.3, Anexo 2). No entanto, em
virtude do gene Usp18 (do inglés, ubiquitin specific protease 18) ter sido um dos
genes mais modulados durante a infec¢cao por DENV-1 no SNC murino, além do fato
desta via ter sido recentemente implicada na resposta imune inata contra virus,
optou-se por avaliar a expressao de seus genes por qPCR (Figura 4.21).

Esta via funciona como uma via classica de ubiquitinacdo, no entanto, seus
alvos e sua funcdo ndo sado completamente conhecidos. Sabe-se que esta via é
importante na embriogénese e na resposta imune, especialmente a mediada por
IFNs (REMPEL et al., 2007; RITCHIE et al., 2004).
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Figura 4.21: Quantificagdo da modulacdo dos genes da via tipo-ubiquitina por PCR em
tempo real. Modulagdo da expressao de genes da via tipo-ubiquitna (Ubell, Ube2l6 e
Usp18) no SNC de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA
a5c (vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver célculo dos valores no item 3.10 de
Materiais e Métodos.

Além da quantificacdo da expressao de genes representantes das principais
vias moduladas durante a infeccdo pelo virus da dengue, foi realizada a
quantificacdo de mais 10 genes por qPCR. Destes 10 genes, 5 codificam para
quimiocinas (ver adiante), 3 para proteinas envolvidas em adesao (/lcam1), apoptose
(Serpina3g) e proliferacao celular (Cd274), e os dois ultimos também estao
envolvidos na resposta imune (Figura A2.4). No total, 29 genes tiveram sua
modulacao confirmada por gPCR.

Os outros dois genes quantificados por qPCR, foram os do IFN-a e —.
Apesar de ter sido observado a expressdo de um grande numero de genes
estimulados por IFN (ISGs), ndo observou-se a modulacdo na expressdao dos
transcritos de IFN-a e —B, por microarranjo. As analises de gPCR de ambos os
genes, mostraram a modulacdo em maior nivel do gene de IFN-B em comparacao
ao de IFN-a. A modulagédo na expressao do gene de IFN-B variou entre 1,1 e 2,9 x

na infeccdo com a cepa FGA/89, e 1,5 e 8,2 x na infeccao com a cepa FGA/NA a5c,
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entre os dias 5 e 8 pds-infecgdo, enquanto que o gene de IFN-a variou entre 0,8 e
1,6 x na infeccdo com a cepa FGA/89, e 0,8 e 2,1 x na infecgdo com a cepa FGA/NA
a5c (Figura 4.22).
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Figura 4.22: Quantificagdo da modulagdo dos genes IFN-o/B. Moddulagdo da expressao
de genes IFN-a/f no SNC de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul),
FGA/NA a5c (vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver calculo dos valores no item
3.10 de Materiais e Métodos.

Adicionalmente, pode-se observar que os niveis da expressdo dos genes
quantificados por gqPCR e microarranjo, apresentaram um mesmo padréo de
modulag¢ao independentemente da técnica utilizada. No entanto, para alguns genes,
observaram-se diferencas significativas nos valores de modulagdo entre as duas
técnicas (Figuras 4.23 e A2.7). Uma possivel explicagdo para este fato seria a
diferenca de sensibilidade das técnicas. Park & Stegall (2007), demonstraram que
genes expressos em baixos niveis, como as citocinas, devem ser quantificados por
técnicas mais sensiveis, como o qPCR. Além disso, o0 qPCR tem sido considerada a
técnica padrdo para quantificacdo da expressdo génica, devido a sua alta
especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo, quando comparada a
outras técnicas (WANG et al., 2006).
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Figura 4.23: Comparagdo da modulacdo da expressdo génica obtida pelas técnicas de
microarranjo e qPCR. A modulagdo da expressdo dos genes Stat1, Irf1, Oas1b, Usp18 e
Ccl5, no SNC murino infectado com as cepas FGA/89 e FGA/NA a5c (comparada aos
animais infectados com mock) foi quantificada por microarranjo e gPCR. No Anexo 2, Figura
A2.7, encontram-se as comparagdes de mais 20 genes presentes na tabela 4.2.
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4.3.2 Andlise da expressao génica diferencial induzida pela cepa
neurovirulenta (FGA/NA a5c) versus a cepa parental (FGA/89).

Apesar de nao ter sido realizada a hibridagcdo direta entre as amostras
FGA/89 e FGA/NA abc, foi possivel através de andlises in silico (Materiais e
Métodos, item 3.9.2) observar a modulacao diferencial de 13 genes na infecgdo com
a cepa neurovirulenta FGA/NA a5¢c em comparagdo com a cepa parental FGA/89
(Tabela 4.3). Nas analises in silico, o critério de selegao utilizado foi a modulagéo
duas vezes maior na infeccdo com cepa FGA/NA a5c comparada a cepa FGA/89.

Além disso, dos genes representados na tabela 4.2, 82 apresentam-se
modulados mais de duas vezes (média dos quatro dias) na infeccdo com a cepa
FGA/NA a5c versus a infecgcdo com FGA/89: Irf7, Irf1, Psmb8, Psmb9, Tap1, Tap2,
Lilrb4, H2-Ea, Cd74, H2-Q8, H2-Q5, H2-T9, H2-T10, H2-T22, H2-T23, Gbp1, Gbp2,
Gbp4, Gbpb5, Gbp6, BC057170, Mpazl, Oas1b, Oaslg, Oasl1, Oas2, Sp110, Ifih1,
Dhx58, Ddx58, Pyhin1, Ifi205, Bcl2aic, Lgals9, Lgals3bp, Siglec1, Cd274, Igtp, Mx1,
Mx2, Gvin, ligp2, ligp1, Ifi204, 1sg20, Ccl5, Ccl12, Cxcl10, H2bf/Cfb, C2, CTr,
Serpina3g, Zc3havi, Rsad2, Ifi44, Ifi27, Ifi47, Ifi202b, Ly6a, Herc5, Usp18, Ms4a6b,
Tor3a, Cybb, Parp14, Parp12, BC013672, 4930599N23Rik, Mikl, Zbp1, Sifn2, Epsti1,
D14Ertd668e, Phf11, 0610037M15Rik, 9830115L13Rik, A630077B13Rik, Gp49a,
Drld, H2-T17, Rnf213.

Além destes, outros 13 genes passaram pelo critério de selecao, e
mostraram-se modulados mais de 2 vezes e 30% de FDR (Figura A2.5) apenas na
infeccao com a cepa FGA/NA a5c. No entanto, ndo se pode dizer que estes genes
nao se encontram modulados na infeccdo com a cepa parental (FGA/89), apenas
que, ao contrario do observado na infeccdo com a cepa neurovirulenta nao
preencheram os critérios de selegcdo. Adicionalmente, outros dois genes (Ccl4 e
Cxcl9) foram considerados diferencialmente expressos na infeccdo com a cepa
FGA/NA a5c em comparagédo com a cepa parental, por terem apresentado uma forte
modulacdo de sua expressdo no 8° dpi, apesar de ndo atenderem ao critério de
selecdo de 2 vezes mais modulados e 30% de FDR (Figura A2.6).

A avaliacdo por qPCR de 5 destes genes, que codificam para quimiocinas,
como a Ccl5, Ccl4, Cxcl10, Ccl1i2 e Cxcl11, por qPCR (Figura 4.24) demonstra
claramente que os animais infectados com a cepa FGA/89 também modulam a
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expressao destes genes, especialmente no 8° dpi, no entanto, abaixo do critério de
selecdo de duas vezes mais expresso. Para uma andlise mais precisa, todos os 13
genes selecionados como diferencialmente expressos na infeccdo com a cepa
FGA/NA a5c (mais o Ccl4 e o Cxcl9) serdao quantificados por gPCR.
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Figura 4.24: Quantificagdo da modulacao dos genes de quimiocinas do tipo C-C e C-X-C no
SNC murino. Modulagao da expressao de genes de quimiocnas (Cc/4, Ccl5, Ccl12, Cxcl11,
Cxcl13) no SNC de camundongos suicos infectados com as cepas FGA/89 (azul), FGA/NA
a5c (vermelho) e mock (amarelo) em 5, 6, 7 e 8 dpi. Ver calculo dos valores no item 3.10 de
Materiais e Métodos.



Tabela 4.3: Genes modulados na infecgdo com a cepa FGA/NA a5¢c em comparagédo com a cepa FGA/89.
FGA/NA a5c x FGA/89

Funcao
Geral

Resposta Apresentagao de
Imune antigeno via

Quimiocinas

Ligacdo a GTP

Atividade de

endopeptidase

Metabolismo

Atividade de
desidrogenase

NC

* NC: Nao classificados

Funcao
Especifica

MHC |
Receptor

Citocinas/

peptidase

Inibidor de

Ligacéo a
proteina
Atividade
catalitica

NC

Processo
Bioldgico
Ligacéo a
proteina

Ligagcdo a RNA
dupla-fita
Quimiotaxia

Atividade
GTPase

NC
NC

Mobilidade
celular
Metabolismo de
colesterol
Transporte de
elétrons
NC

Simbolo
do Gene
H2-D1
TIr3
#Ccl4
#Cxcl9

Cxcl11
Cxcl13

Tgtp
Gzma
Clec4a3
Serpina3f
Sell
Ch25h
Xdh
9530028C

05
Slin4

Entrez
GenelD
14964
142980
20303
17329
56066
55985
21822
14938
73149
238393
20343
12642
22436
330256

20558

Descricao

H2-D1, histocompatibility 2, D
region locus 1

TIr3, toll-like receptor 3
Chemokine (C-C motif) ligand 4
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
Chemokine (C-X-C motif) ligand 11
Chemokine (C-X-C motif) ligand 13
T-cell specific GTPase
granzyme A
C-type lectin domain family 4,
member a3
Serine (or cysteine) peptidase
inhibitor, clade A, member 3F
selectin, lymphocyte
cholesterol 25-hydroxylase
xanthine dehidrogenase

Proteina hipotética

Schalfen4

5 dpi
9.4

1.5
1.0
1.2
2.2

-2.3

6 dpi
10.6
3.6
3.4
1.1
2.8
5.9
5.4
7.1
3.7
4,7
1.3
2.0
1.8
4.4

2.2

7 dpi
4.8
2.3
3.5
24
2.5
2.3
5.6
2.8
1.9
2,9
1.9
1.6
1.4
1.9

2.0

8 dpi
7.9
3.9
71
45
4.4
55
5.9
6.3
58
9,9
7.7
6.2
6.6
7.6

4.7

94

# Genes que nao atendenram o critério de selegdo, porém, foram considerados diferencialmente expressos em virtude da forte modulagéo de sua expresséo no 8° dpi.

1. Classificagdo functional dos genes foi realizada utilizando-se os bancos de dados Entrez Gene (www,ncbi.nih.gov) e Gene Ontology (www,geneontology,org).
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5. Discussao

5.1 Caracterizacao Bioldgica das Cepas Virais

Os relatos iniciais de encefalite pelo virus da dengue datam de 1969, quando
Myers et al. e Sarkar et al., descreveram os primeiros casos de encefalite em pacientes
com dengue. Posteriormente, varios outros autores descreveram casos de desordens
neurolégicas associadas a infecgcao pelo virus da dengue, inclusive no Brasil
(SUMARMO et al.,, 1978; PATEY et al.,, 1993; MIAGOSTOVICH et al., 1997).
Recentemente, os casos de encefalite associados ao virus da dengue tém aumentado.
Existem dois possiveis mecanismos que podem ser responsaveis pela doenca
neurolégica desencadeada pelo virus da dengue, o primeiro indireto, decorrente de um
dano sistémico, e 0 segundo, pela acédo direta do virus no SNC, causando encefalite
(RAMOS et al., 1998). O virus da dengue possivelmente atravessa a barreira
hematoencefédlica e infecta as células nervosas causando sintomas de encefalite.
Chaturvedi et al. (1991) utilizando um modelo murino demonstraram a habilidade do
virus da dengue em cruzar a barreira hematoencefalica, provavelmente pela secrecao
da uma citocina denominada fator citotéxico (CF), produzida durante a infeccao.
Recentemente foi demonstrado que uma parcela significativa de pacientes com
manifestacdes neurolégicas da dengue apresenta virus circulante no liquor e ndo no
soro. Este resultado indica que o virus pode cruzar ativamente a barreira
hematoencefélica e replicar no SNC de humanos (DOMINGUES et al., 2007).

Déspres et al. (1998), utilizaram um modelo murino com o intuito de estudar os
marcadores moleculares envolvidos na aquisicdo do fendétipo de neuroviruléncia do
virus da dengue. Os autores geraram duas variantes neurovirulentas, FGA/NA did e
FGA/NA a5c, através de seis passagens sucessivas e seriadas de um DENV-
1(FGA/89) em cérebro de camundongos suigcos recém-nascidos e células AP61 de
Aedes pseudocutellaris. Os determinantes genéticos potencialmente responsaveis pela

neuroviruléncia foram mapeados na proteina de envelope (E) e dominio helicase da
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proteina NS3 para a cepa FGA/NA did (DUARTE DOS SANTOS et al., 2000). O
provavel mecanismo sugerido como responsavel pela neuroviruléncia do virus FGA/NA
di1d seria a intensa apoptose observada em neurbnios corticais e do hipocampo,
quando comparado a infeccdo com a cepa FGA/89. Experimentos em células de
neuroblastoma murino (N2A) confirmaram esta hipétese. No entanto, a infeccao de
células N2A com a cepa parental (FGA/89), e a neurovirulenta (FGA/NA a5c), nao se
mostrou diferente (em quantidade de células infectadas), o que corrobora nossos
resultados de infec¢cdo em culturas primarias de células NP e MPC (Figura A2.1 e A2.2;
DESPRES et al., 1998).

No entanto, os experimentos de cinética de infeccdo em camundongos suicos
realizados in vivo, demonstraram que nos animais infectados com a cepa neurovirulenta
FGA/NA a5c ha replicacdo e producgéo de particulas virais infectivas em taxas maiores
do que nos animais infectados com a cepa parental FGA/89 (3,7 e 19,2 vezes,
respectivamente; Figura 4.1B e C). Além disso, animais infectados com a cepa FGA/NA
a5c mostram sinais de encefalite por volta do dia 10 pés-infeccdo e sucumbem a
infeccdo no dia 13,1 £ 2,2 (média + desvio padrdo) pos-infeccao. Estes resultados estao
de acordo com os obtidos previamente por Déspres et al. (1998). No entanto, ao
contrario do observado por estes autores, foi possivel observar tanto replicacao quanto
producdo de particulas virais infectivas nos animais infectados com a cepa FGA/89.
Este resultado discordante se deve, provavelmente, a diferencas no limite de deteccao
das técnicas empregadas em ambos os estudos para medir a replicagdo e a progénie
viral.

Apesar de haver replicagdo viral nos animais infectados com a cepa FGA/89,
nenhum sinal de encefalite foi observado até o final do experimento (21 dpi). Os
animais infectados com a cepa FGA/89 mostraram uma importante reducdo na
replicacdo e na producao de particulas virais infectivas no 15° dpi. A partir do 30° dpi, a
replicacdo viral e a produgéo de particulas virais infectantes n&o foi mais detectada no
SNC murino, sugerindo um papel da resposta imune inata em controlar a infecg¢ao
(NAVARRO-SANCHEZ, DESPRES e CEDILLO-BARRON, 2005). A habilidade da cepa
neuroadaptada FGA/NA a5c¢c em replicar em altas taxas, e produzir elevados niveis de
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particulas virais infecciosas, pode causar danos irreversiveis nas células do SNC,
particularmente neurdnios, o que explicaria a neuroviruléncia da cepa FGA/NA a5c.

Para avaliar esta hip6tese, foram realizadas analises histolégicas do SNC dos
animais infectados. Os dados demonstraram que os animais infectados com a cepa
FGA/NA ab5c sofrem um extenso dano no SNC, caracterizado por encefalite e
leptomeningite (Figura 4.6). Solomon et al. (2000) demonstraram que a encefalite é a
manifestacao clinica mais freqlientemente encontrada em pacientes com manifestacoes
neuroldgicas induzidas pelo virus da dengue. Ao contrario, animais infectados com as
cepas FGA/89 e BR/01-MR nao apresentaram sinais clinicos e histolégicos de
encefalite, apesar de apresentarem leptomeningite. Chotmongkol e Sawanyawisuth
(2004) demonstraram esta apresentacdo em um paciente infectado com dengue.
Nossos dados sugerem que as cepas neuroadaptadas apresentam uma maior
habilidade replicativa no SNC, causando um extensivo processo inflamatério no cértex
neuronal e hipocampo. Ao contrario, cepas nao-neurovirulentas, replicam com menor
eficiéncia (FGA/89) ou mesmo nao replicam (BR/01-MR), ndo desencadeando sinais de
doenca, apesar de serem capazes de induzir a formacao de leptomeningite.

Um outro ponto de interesse é a susceptibilidade ou ndo dos neurbnios a
infecgcao pelo virus da dengue. O virus da dengue possui um grande numero de células-
alvo, que sustentam com maior ou menor eficiéncia sua replicacdo. Foi demonstrado
que varios tipos de células humanas séo susceptiveis a infeccao pelo virus da dengue
como células dendriticas (DCs), mondcitos/macréfagos, células B e T, hepatdcitos,
células endoteliais e células neuronais (ANDERSON, 2003). No entanto, Clyde, Kyle e
Harris (2006) sugerem que dados mais conclusivos sdao necessarios para demonstrar
se hepatdcitos, células endoteliais, linfécitos e neurbnios sdo realmente alvos da
infeccao pelo virus da dengue. Nossos resultados demonstram que neurdnios murinos
(NP e N2A) suportam com eficiéncia a replicagdo do virus da dengue.

As analises imunohistoquimicas sugerem que 0S neurdnios murinos sao as
Unicas células-alvo da infeccdo no SNC de camundongos. Estas analises
demonstraram ainda, que os neurbnios do cortex temporal e do hipocampo sao os mais
afetados pela infeccdo (Figura 4.7 e 4.8), o que esta de acordo com os resultados
previamente obtidos por Déspres et al. (1998) para a cepa neuroadaptada FGA/NA d1d.
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Imbert et al. (1994) demonstraram, através de ensaios de imunomarcacgao dupla, que
apenas neurdnios sao infectados pelo virus da dengue sorotipo 2. Adicionalmente estes
autores demonstraram que cepas neurovirulentas de DENV-2, como a cepa NGC,
replicam com uma eficiéncia até 100 x maior que cepas nao neurovirulentas. Apesar de
nao terem sido observadas células gliais infectadas nas andlises de imunohistoquimica,
experimentos in vitro, utilizando-se uma linhagem de células de glioma de ratos, como a
C6, demonstraram que estas células também sdo alvos da infeccdo pelo virus da
dengue (Figura 4.4).

Em nosso estudo nao foi possivel demonstrar diferengas significativas na
replicacdo e progénie viral quando culturas de células NP e MPC foram infectadas com
as cepas FGA/89, BR/01-MR e FGA/NA a5c. Despres et al. (1998) demonstraram que
as taxas de infecgdo de células N2A, com a cepa parental (FGA/89) e neurovirulenta
(FGA/NA did), nao diferiam. No entanto, a apoptose induzida nas células N2A
infectadas com a cepa FGA/NA d1d era nitidamente mais intensa que a induzida pela
cepa FGA/89. A maior taxa de apoptose observada nestas células, segundo Déspres et
al. (1998) deve-se a maior sintese protéica, em especial da proteina E, induzida pela
cepa neurovirulenta. Estes dados estdo de acordo com o0 observado em nossos
experimentos, onde foi possivel se observar um sinal de imunofluorescéncia mais
intenso nas células NP infectadas com a cepa FGA/NA a5c, do que com as cepas
FGA/89 e BR-01/MR (Figura 4.2).

De forma diversa, os dados dos experimentos in vivo, deixam claro que a cepa
FGA/NA a5c infecta um numero maior de células, do que a cepa FGA/89 (Figura 4.7 e
4.8), 0 que corrobora os resultados de replicacéo e progénie viral no SNC (Figura 4.1B
e C), bem como, os dados in vivo, previamente obtidos por Déspres et al. (1998).

5.2 Caracterizacao Molecular das Cepas Virais

Varios autores demonstraram que uma Unica alteragdo de aminoacidos no

genoma de flavivirus pode ser responsavel por induzir diferengas fenotipicas
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importantes. Lui et al. (2006) caracterizaram uma Unica alteragdo de aminoacido na
proteina NS2A do WNV, que faz com que a proteina perca a habilidade de inibir a via
de sinalizagdo de IFN-a/B, reduzindo deste modo a viruléncia do virus em modelo
murino. Mandl et al. (2000) mostraram que a mutagénese sitio-dirigida em um anico
aminoacido na proteina E (Thrsio/Lys) do virus da encefalite transmitida por carrapato
(Tick Borne Encephalitis, TBE) pode atenuar o fenétipo viral. No entanto, mutagées
compensatérias em posicdes proximas podem restaurar o fendtipo virulento inicial.
Outro exemplo é o aumento da infectividade em mosquitos vetores, dos virus da
encefalite eqlina venezuelana (VEEV), desencadeado por uma Unica mutagdo na
proteina E do VEEV (BRAULT et al., 2004). Estes dados indicam que mutacds Unicas
no genoma de flavivirus podem ser responsaveis por diferencas de fenétipo, afetando a
replicacdo viral, a resposta do hospedeiro e a competéncia vetorial.

O sequienciamento nucleotidico completo do genoma da cepa neurovirulenta
FGA/NA a5c revelou que esta compartilha duas mutacées com a cepa FGA/NA did
(também neurovirulenta), uma na proteina E, e outra na NS3. A mutagdo compartilhada
na proteina E € a substituicdo Metqgs/Val, que mapeia na interface dos dominios | e Il da
proteina E, em uma regido que provavelmente age como uma dobradica durante as
alteracées conformacionais, que a proteina realiza durante o processo de fusao
(DUARTE DOS SANTOS et al., 2000; REY et al., 1995). Além disso, uma mutacao nao-
conservativa na posicdo 276 da proteina E (Thr/Pro) foi detectada apenas na cepa
FGA/NA a5c, localizada na kI B-hairpin (bolsa de ligagdo, do inglés, ligand-binding
pockel), podendo estar implicada no aumento da hidrofobicidade. Mutagdes que afetam
a bolsa de ligacao (residuos 268-280 da cepa S1 do DENV-2) alteram o limiar de pH
necessario para a fusdo, um passo critico no ciclo replicativo do virus da dengue
(MODIS et al., 2003).

Mutacdes na proteina de envelope podem aumentar a patogenicidade, bem como
a neuroviruléncia, das infeccoes pelo virus da dengue, alterando a afinidade de ligagao
do virus ao(s) receptore(s) da célula hospedeira, ou ainda as propriedades fusogénicas
do virus (HASEGAWA et al., 1992; JIANG et al., 1993; McMINN, WEIR e DALGARNO,
1996). A glicoproteina E é um importante antigeno do DENV, sendo responsavel por

definir o tropismo-viral. Desta forma, o conhecimento dos marcadores moleculares na
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proteina E que alteram a viruléncia (ou neuroviruléncia) do DENV é de fundamental
relevancia para compreensao da patogenia da dengue (REY, 2003).

As mutacgdes previamente identificadas na proteina E da cepa FGA/NA d1d nas
posicdes 365 e 405, nao foram encontradas na cepa FGA/NA a5c, o que sugere que
talvez possam nao ser importantes no processo de neuroadaptacdo do DENV-1. No
entanto, tem sido demonstrado que a regido de alfa hélice H17™, localizada entre os
aminoacidos 400-412 da proteina E parece ser importante no fendtipo de
neuroviruléncia. Esta regido de alfa hélice é essencial para a conversdo da forma
soluvel de dimeros da proteina E para homotrimeros, além de ser importante na
exposicao transiente do peptideo de fusao, facilitando a interacdo com a proteina-alvo
da membrana (MODIS et al., 2004; STIASNY et al., 2005). Relatos prévios demonstram
que mutagdes nesta regidao, parecem gerar um fendtipo de neuroviruléncia nos
diferentes sorotipos do DENV, por exemplo, a mutacdo Phespo/lle no DENV-2, Pheyoq/lle
no DENV-4, Pheyos/lle no DENV-1, e Gluspi/Lys e Thrags/lle no DENV-3 (BRAY et al.,
1998; KAWANO et al.,, 1993; DUARTE DOS SANTOS et al.,, 2000; LEE, WEIR e
DALGARNO, 1997). O fato de nado termos encontrado mutacées nesta regido na cepa
FGA/NA a5c, vai contra os dados referenciados acima, no entanto, a mutacao na bolsa
de ligacéo (Metigs/Val) poderia de, algum modo, compensar a auséncia da mutagcéo na
regido de alfa hélica H1""°,

A proteina NS3 é uma proteina multifuncional com atividade: de serina-protease
(porcdo amino terminal), helicase, nucleosideo 5’- trifosfatase (NTPase) e RNA 5'-
trifosfatase (RTPase). Estas atividades sdo de fundamental importancia na replicacao e
capping do RNA viral (BENARROCH et al., 2004). O fato da mutagdo ndo-conservativa
Leusss/Ser ter sido observada em ambas as cepas neurovirulentas FGA/NA did e
FGA/NA ab5c, sugere fortemente sua participacdo na aquisicdo do fenétipo de
neuroviruléncia em camundongos. A mutacdo mapeia no dominio |l da porcao helicase
da proteina NS3, no topo da estrutura de B-hairpin, e desta forma, pode alterar a
atividade do complexo de replicacdo (CR), conforme sugerido por Duarte dos Santos et
al. (2000). A conexao entre os dois dominios via a estrutura de B-hairpin pode ser
importante para a atividade NTPase/helicase da NS3, que parece mudar de
conformacao apoés hidrélise de ATP para realizar o desenovelamento do RNA viral.
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As mutacbes localizadas na porcao carboxi-terminal do dominio helicase da
proteina NS3, podem também alterar a atividade de RTPase, a qual parece estar
acoplada a atividade helicase, além de ser dependente do motivo conservado Walker B
(BENARROCH et al., 2004). A mutagdo no dominio helicase da NS3 parece aumentar a
habilidade replicativa da cepa neurovirulenta FGA/NA a5c. Os resultados da figura 4.1B
e C, mostram uma maior replicacdo e producédo de particulas infecciosas (3.7 e 19.2
vezes, respectivamente) da cepa FGA/NA a5c quando comparado a cepa parental
(FGA/89). A intensa replicacdo e producdo de particulas virais infectivas podem
desencadear o processo de apoptose em células neuronais murinas, levando a um
quadro de encefalite e morte dos animais (DESPRES et al., 1998; JELACHICH &
LIPTON, 1996).

Os virus de genoma RNA existem sob a forma de quasispecies, o que significa
dizer que uma cepa viral é, na verdade, uma complexa mistura de genomas. Este
conceito parece ser essencial para a compreensao da adaptacao e sobrevivéncia viral,
em ambientes com as mais variadas pressdes seletivas (VIGNUZZI et al., 2006). As
altas taxas de erro observadas para as RNA polimerases virais (10° a 10°
®/nucleotideos/ciclo de replicacdo), e a potencial pressdo seletiva para a replicagdo do
virus da dengue em diferentes substratos celulares, como o SNC murino, sao
provavelmente, os mecanismos responsaveis pelo o aparecimento de populagdes virais
neuroadaptadas (CROTTY, CAMERON e ANDINO, 2001; DOMINGO & HOLLAND,
1997).

Uma vez que os relatos de complicagdes neuroldgicas, em casos de infecgcdo com
virus da dengue, tém sido cada vez mais frequentes, este modelo murino de
neuroviruléncia de DENV-1 pode ser uma alternativa para o estudo da patogénese e do
tratamento da infeccdo pelo DENV-1 no SNC. A identificacdo de marcadores
moleculares em cepas de DENV responsaveis por causarem doenca neurologica
poderia ser utilizada para prever a emergéncia de formas mais severas da doenca,
auxiliar no manejo clinico destes pacientes (BRAULT et al., 2004), e eventualmente,
identificar alvos para o delineamento de estratégias antivirais especificas. Visando
validar o envolvimento destas e de outras mutagcdes possivelmente relacionadas com o

fen6tipo de neuroviruléncia, outras cepas de DENV-1 estdo sendo neuroadaptadas
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(STROTMANN, 2008). Adicionalmente, as mutagdes identificadas estdo sendo
analisadas através das tecnologias de replicons e de clones infecciosos de DENV-1,
recentemente desenvolvidas em nosso laboratério (SUZUKI et al., 2007).

5.3 Experimentos de Expressao Génica

A evolucao clinica de uma infeccao é resultado da competicdo entre a resposta
do hospedeiro e a habilidade do microorganismo em multiplicar-se, no caso, o virus da
dengue, e infectar novas células. A capacidade do virus em escapar da resposta imune
do hospedeiro € crucial para o desenvolvimento da doenga em um hospedeiro
susceptivel. Apdés a deteccdo da infeccao viral inicia-se nas células uma rapida e
multipla resposta antiviral mediada por IFN, visando prevenir a disseminacao do virus
(PASIEKA et al., 2006).

A célula detecta a infeccao através de receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs, do inglés, Pattern Recognition Receptors), os quais, reconhecem uma grande
quantidade de moléculas padrao associadas a patégenos (PAMPs, do inglés,
Pathogen-Associated Molecular Patterns), presentes nos virus e em outros
microorganismos patogénicos. O principal PAMP presente nos virus € a molécula de
RNA dupla-fita, bem como, algumas estruturas secundarias formadas por RNA simples-
fita no extremo 5 do genoma de alguns virus (HALLER, KOCHS e WEBER, 2007).
Proteinas celulares, como os receptores do tipo Toll (TLRs), em especial o TIr3, agem
como sensores e reconhecem RNA dupla-fita, (que sdo formados durante a replicagao
de muitos virus, incluindo o da dengue) ativando a producao de IFN e estabelecendo
um estado antiviral no sitio da infeccao (SHAW & PALESE, 2005; Figura 5.1).

Com o objetivo de conhecer o perfil transcricional do SNC murino apoés a
infeccdo com o DENV-1 e melhor compreender as interagdes entre o virus da dengue e
camundongos, foram realizados experimentos de microarranjo de DNA. Para tanto,
foram utilizados cepas de DENV-1 com diferentes padrdes de neuroviruléncia: parental
(FGA/89) e neurovirulenta (FGA/NA ab5c). As principais vias moduladas durante a
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infeccdo do SNC murino com o DENV-1 foram as vias de sinalizacido de IFN,

processamento e apresentacado de antigeno e ativagdo do complemento (Figura 4.12,

Tabela 4.2 e 4.4).
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Figura 5.1: Representacdo esquematica do mecanismo de sinalizagcdo da via de IFN tipo I.
Inducédo da resposta de IFN tipo I. Os PAMPs sao reconhecidos intracelularmente por PRRs,
ativando fatores de transcricdo, como NF-kB (nuclear factor kB), IRF-3 (IFN regulatory factor 3)
e AP-1 (Activator protein 1). A acao conjunta destes fatores se faz necesséria para que ocorra a
ativacao do promotor de IFN-B. O fator IRF-3 é fosforilado pelas quinases TBK-1 (TANK-binding
kinase 1) ou IKKe (lkappaB kinase-epsilon), que sao previamente ativadas por RIG-1 (retinoic
acid-inducible gene-1) ou MDA-5 (melanoma differentiation associated gene-5). NF-kB € ativado
via PKR (protein kinase R), bem como por IPS-1 (IFN- B promoter stimulator 1). O fator
regulador de IFN 7 (Irf7), posteriormente aumenta a transcri¢do do IFN, apesar de ser também
importante na ativacgao inicial da transcricao de IFN-B. O IFN-a e — produzidos sé@o secretados
e ligam-se aos seus receptores especificos na superficie de uma célula vizinha. A ligacao do
IFN tipo | aos seus receptores induz a expressdao de um grande numero de ISGs (Mx, Isg20,
OAS) através da via de sinalizacao da JAK/STAT. O Irf7 posteriormente amplifica a resposta de
IFN através da expressao de inumeros subtipos de IFN-a. Modificado de HALLER, KOCHS e

WEBER, 2007.

As andlises do transcriptoma do SNC murino, apés a infeccdo com as cepas
parental e neurovirulenta, revelaram uma forte inducdo da resposta imune antiviral
inata, especialmente de genes relacionados a via de IFN tipo I. Os resultados obtidos
estdo de acordo com os descritos recentemente por, Sariol et al. (2007) em PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) de macacos Rhesus (Macaca mulatta) infectados

com DENV-1. Adicionalmente, andlise da expressao génica de células endoteliais de
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cordao umbilical humano (HUVECSs), infectadas com DENV-2, também demonstraram
uma importante ativacao de genes da via de IFN (WARKE et al., 2003).

5.3.1 Genes Estimulados por Interferon (ISGs)

Uma importante familia de 1ISGs superexpressa no SNC dos animais infectados
com as diferentes cepas de DENV-1, sdo os genes 2-5"- oligoadenylated system (2’-
50AS), que ativam a RNase L, induzindo a degradagdo de RNA, e reduzindo a
eficiéncia da replicacdo viral. Foi demonstrado que os genes da familia 2’-5OAS
conferem resisténcia a infeccao por flavivirus, como o virus da hepatite C (HCV)
(KNAPP et al., 2003), WNV (KAJASTE-RUDNITSKI et al., 2006; VENTER et al., 2005)
e DENV (WARKE et al., 2003).

O fendétipo de resisténcia para doenca induzida por flavivirus em camundongos é
controlado por um alelo autossémico dominante (FIV/), que foi identificado como o gene
2’-5’'0OAS 1b ou Oas1b. Camundongos susceptiveis a infeccdo apresentam um cdodon
de parada prematuro na seqiéncia do gene Oas1b, produzindo uma proteina 30%
menor na regido carboxi-terminal, quando comparada com a proteina produzida por
animais resistentes (PERELYGIN et al., 2002). Scherbik et al. (2007) demonstraram
que a correcdo do codon de parada prematura, por técnicas de biologia molecular,
recuperando a porcdo carboxi-terminal completa da proteina, torna os animais
resistentes a infeccdo com a cepa vacinal de febre amarela, YF17D.

Recentemente, Malathi et al. (2007) demonstraram uma nova funcdo dos genes
da familia 2’-5°OAS na resposta imune inata contra virus. Foi evidenciado que a
ativacao da RNase L, via 2’-5" OAS, leva a degradacao de moléculas de RNA préprias
da célula, além do RNA viral. As pequenas moléculas de RNA formadas acabam por
induzir a via de sinalizagdo por IFN-B, exacerbando a resposta antiviral inata. O
mecanismo pelo qual ocorre esta ativacdo é dependente de MDA-5 e RIG-1, além da
proteina de interacdo IPS-1. Desta forma, além da funcéo direta na resposta contra
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virus (degradacdo do RNA viral), o sistema OAS/RNase L desempenha também, um
importante papel na via de sinalizacao por IFN-B, exacerbando sua producao (MALATHI
et al., 2007).

Outro grupo de ISGs com atividade antiviral superexpressa no SNC dos animais
infectados sdo os membros da familia de proteinas de resisténcia a mixovirus (Mx).
Estas proteinas pertencem a uma familia de GTPases induzidas por IFN tipo I, que
exercem seus efeitos antivirais interferindo na traducédo das proteinas virais, ou ainda
blogueando o trafego do nucleocapsideo viral durante a montagem das novas
particulas virais (WARKE et al., 2003; KOCHS & HALLER, 1999). A delecédo do gene
Mx1 (Mx1-/-) em camundongos torna-os susceptiveis a infecgdo com o virus influenza
H5N1, e com o virus influenza causador da pandemia de 1918, enquanto que altos
niveis de resisténcia foram observados em animais do tipo selvagem, isto &, portadores
do gene Mx1 (Mx1+/+) (TUMPEY et al., 2007).

Warke e colaboradores (2003) demonstraram que os genes Mx1, Mx2 e MxA
estdo superexpressos em células endoteliais do corddao umbilical humano (HUVEC)
infectadas com DENV-2. Adicionalmente, células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de macacos Rhesus infectadas com DENV-1 também apresentam um aumento
na expressao dos genes Mx71 e Mx2 (SARIOL et al., 2007). Em nossas analises,
camundongos suicos infectados com ambas as cepas do DENV-1 superexpressaram o
gene Mx1 e Mx2 (Tabelas 4.2 e 4.3, Figura 4.15), e em maiores niveis nos animais
infectados com a cepa FGA/NA a5c.

Recentemente, um estudo sobre o perfil de expressao génica do sangue total de
pacientes com SCD e com FHD, demonstrou a reducao na expressao de 24 ISGs com
atividade antiviral e de imunoregulacéo, nos pacientes com SCD. Dentre os genes com
expressao reduzida encontrou-se o Mx71 e o ISG15 (ver adiante). A expressao reduzida
de ISGs pode ser causada por fatores genéticos do hospedeiro, ou ainda por fatores
virais, como por exemplo, a capacidade de inibir a via de sinalizacdo por IFN que
algumas proteinas virais apresentam, como a NS4B (SIMMONS et al., 2007; MUNOZ-
JORDAN, et al., 2005). Este foi o primeiro trabalho que sugere um padrao de resposta
génica associada a maior risco de doenca grave por DENV, e em especial uma
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importante contribuicdo da resposta imune inata na determinacdo do grau de
severidade da infeccao pelo virus da dengue.

Outro ISG modulado em nossos experimentos de infeccdo com as cepas de
DENV-1 com diferentes padrées de viruléncia foi o fator de iniciacdo de traducao
eucaridtica 2-alfa quinase 2 (Eif2ak2, do inglés, Eucarotic translation initiation factor 2-
alpha kinase 2), previamente designado como PrKR (do inglés, Kinase protein
dependent of double strand RNA) (Tabela 4.2). Este gene é capaz de bloquear a
traducao, bloqueando os sitios de ligagdo do RNA viral aos ribossomos (DIAMOND &
HARRIS, 2001). Sariol et al. (2007) demonstraram a modulacdo na expressao deste
gene em PBMCs de macacos Rhesus infectados com DENV-1. Alternativamente, foi
demonstrado que o IFN é capaz de inibir a infeccao pelo DENV, prevenindo a traducao
do RNA viral através de mecanismos independentes de PrKR (DIAMOND & HARRIS,
2001).

Apesar da modulacdo dos genes de IFN-a e -3 ndo ter sido detectada em
nossos experimentos de microarranjos, os resultados de gPCR, confirmaram a
expressao do gene de IFN— e, em menor escala do IFN-a, no SNC de camundongos
infectados com ambas as cepas de DENV-1 (Figura 4.22). O fato de nao termos
observado a modulacdo dos genes para IFN-a e —3 nos microarranjos se deve
provavelmente ao modelo utilizado no estudo: andlise de tecido e ndo de culturas
celulares, 0 que acaba reduzindo a sensibilidade da técnica de microarranjo. A escolha
deste modelo tem como base o fato de que as mudancas no perfil de expressao de
mRNA em resposta a virus que infectam populagdes celulares nao renovaveis, como 0s
neurdnios, € melhor estudada no hospedeiro intacto, do que em culturas celulares, uma
vez que o micro-ambiente natural da infecgdo € melhor preservado (VENTER et al.,
2005).

Outro ponto importante que pode explicar a baixa expressao no gene do IFN-q, é
que sua modulacao ocorre nos primeiros momentos da infeccdo, o que poderia explicar
o resultado negativo observado nos experimentos de microarranjo, bem como, seu
baixo valor no gPCR. Adicionalmente, baixos niveis de IFN-a e -3 sdo capazes de
induzir uma forte estimulacdo de ISGs com atividade antiviral (BOURNE et al., 2007;
JOHNSTON et al., 2001; SARIOL et al., 2007). Em paralelo com nossos achados,
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outros autores observaram a expressao de ISGs, em células hepaticas de chimpanzés
infectadas com HCV e PBMC de macacos Rhesus infectados com DENV-1, sem no
entanto, detectar mRNA para IFN-a e —3 (SARIOL et al., 2007; BIGGER et al., 2004).
Um outro fato que pode contribuir para explicar a ndo deteccdo da expressao de genes
de INF tipo | é que recentemente foi verificado que a sonda para INF-B presente nos
microarranjos utilizados apresentava problemas (Dr. Paul Fawcett, comunicacao
pessoal).

5.3.2 Processamento e Apresentacao de Antigenos

O processamento de antigenos e sua apresentacao a linfocitos T via moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), é um processo de extrema
importdncia na geracdo de resposta imune adaptativa. Nossos experimentos
demonstraram a modulacdo de genes responsaveis pelo processamento de antigenos
no imunoproteossomo (Psmb8 e Psmb9), transporte de antigenos ao reticulo
endoplasmatico (Tap1 e Tap2) e na apresentagao dos antigenos na superficie celular
por MHC classe | e Il (Tabela 4.2 e Figura 4.17 e 4.18). Proteinas de baixo peso
molecular induzidas por IFN-y e codificadas por genes do MHC (Psmb8 e Psmb9, ou
seus homodlogos humanos LMP2, LMP7 e LMP10), participam na formagédo do
imunoproteassomo. Este sistema de degradacdo de proteinas apresenta diferentes
especificidades de substrato, comparado ao proteossomo, estando mais envolvido no
processamento de antigenos para apresentagcao via MHC (VAN DEN EYNDE &
MOREL, 2001; GROETTRUP et al.,, 1996). A formagdo do imunoproteassomo foi
observada em neurbnios em algumas desordens degenerativas, como na doenca de
Huntington (DIAZ-HERNANDEZ et al., 2003), Esclerose Lateral Amilotrépica (CHERONI
et al., 2005) e na doenca de Alzheimer (MISHTO et al., 2006).

A expressdo de moléculas de MHC classe | € baixa no SNC intacto, e apresenta-
se confinada aos vasos sanguineos (GEHRMANN et al., 1991 e 1993; VASS &

LASSMANN, 1990). As moléculas do MHC classe Il sdo frequentemente encontradas
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em macréfagos meningeais e do plexo coridide, e em células perivasculares
(GEHRMANN, MONOCO e KREUTZBERG, 1991; GEHRMANN et al., 1993;
GEHRMANN, MATSUMOTO e KREUTZBERG, 1995; GRAEBER, STREIT e
KREUTZBERG, 1989; GRAEBER et al., 1992; HICKEY & KIMURA, 1998; HICKEY et
al., 1992; VASS & LASSMANN, 1990). Adicionalmente, as moléculas de MHC classe Il
parecem ser constitutivamente expressas em uma sub-populacdo de células da
microglia residente (STREIT, GRAEBER e KREUTZBERG, 1989).

O SNC foi sempre considerado um sitio imuno-privilegiado, onde o espectro e a
magnitude das respostas imunes devem ser estritamente regulados, visando limitar
danos. Os dados que mostram a modulagcdo da via de apresentacdo de antigenos
(MHC | e Il) no SNC de camundongos infectados com DENV-1, podem ser explicadas
por trés hipoteses principais: a expressdo ocorrendo em neurdnios infectados;
expressao por células “acessérias”, como a micréglia, oligodendrocitos e células
endoteliais, induzida por citocinas (IFN |) secretadas por neurénios infectados; ou ainda,
por células periféricas que infiltram no SNC em processo inflamatorio.

Classicamente, neurbnios ndo participam do processamento e apresentacao de
antigenos, e sao geralmente incapazes de expressar moléculas de MHC em sua
superficie (GOGATE et al., 1996; JOLY & OLDSTONE, 1992). No entanto, foi
recentemente demonstrado que durante infec¢cées agudas com o virus da hepatite
murina (MHV), moléculas de MHC classe | s&o expressas in vivo, por neurdnios,
oligodendrécitos, micréglia e células endoteliais, e que moléculas de MHC classe Il sao
expressas apenas por células microgliais. Estes dados indicam que neurdnios tém o
potencial de apresentar antigenos as células T, e desta forma, serem eliminados
através da interacdo com linfécitos T CD8" antigeno-especificos (REDWINE,
BUCHMEIER e EVANS, 2001).

Foi recentemente demonstrado que a expressao de genes LMP, que formam o
imunoproteosomo, pode ser induzida em neurénios murinos apds a estimulagdo com
IFN-y (YANG, TUGAL e REISS, 2006). Adicionalmente, o IFN tipo | (IFN-a/B) é também
capaz de induzir a formacao do imunoproteosomo em células de hepatoma humano
transfectadas com o RNA de HCV, e no figado de chimpanzés infectados com HCV,

muito antes da detecg¢ado do IFN tipo Il (IFN-y; SHIN et al., 2006). Além disso, algumas
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citocinas, como o IFN-y e o TNF-a podem induzir a expressdao de moléculas de MHC
classe Il na superficie de astrécitos (VASS & LASSMANN, 1990), sugerindo que
citocinas produzidas por células infectadas, podem desencadear a transcricao de genes
em células “acessérias”, como microglia, oligodendrécitos, entre outras.

Finalmente, foi demonstrado, através de andlises histoldgicas, que os animais
infectados com as cepas FGA/89, e mais acentuadamente, com a cepa FGA/NA a5bc,
apresentaram infiltrado inflamatério importante. Este infiltrado constituido
aparentemente por linfécitos e macrofagos de origem periférica, podem ser o0s
responsaveis pela expressdao de genes do MHC no SNC dos animais infectados. Os
animais infectados com a cepa FGA/89 apresentaram uma leptomeningite
linfohistiocitica, sem encefalite, ao contrario dos animais infectados com a cepa
neurovirulenta FGA/NA ab5c, que apresentam encefalite com infiltrado inflamatério
importante (BORDIGNON et al., 2007). Deste modo, a maior expressdao dos genes
MHC nos animais infectados com a variante FGA/NA a5c poderia ser explicada pela
maior presencga de células inflamatérias periféricas. Na encefalomielite murina, induzida
apos a infeccdo com o virus Theiler, a maior parte das células que expressam MHC
classe Il nos pontos de lesdo da medula espinhal, sdo macréfagos periféricos que
infiltram o SNC inflamado (POPE et al., 1998).

Para definir quais as células do SNC, expressam as moléculas envolvidas no
processamento e apresentacdo de antigenos, sdo necessarios estudos mais
aprofundados, como ensaios de co-localizagdo com anticorpos, imunomarcagao para
andlise por citometria de fluxo, entre outros. No entanto, os experimentos de
microarranjo deixam claro, que existe a ativacdo da via de processamento e
apresentacao de antigeno no SNC de camundongos suicos infectados com ambas as
cepas de DENV-1.
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5.3.3 Sistema Complemento

O sistema complemento (SC) é uma familia de mais de 30 proteinas e
receptores de superficie celular, que reconhecem PAMPs, ligantes proprios alterados,
ou ainda complexos imunes (CARROLL, 2004). O SC é um importante mecanismo de
defesa imune inata, eliminando patégenos diretamente, através da formacao de poros,
ou indiretamente, pela opsonizacdo e recrutamento de macréfagos. O SC é
especialmente importante no cérebro, em virtude do limitado acesso dos componentes
do sistema imune adaptativo (linfocitos T) a este tecido, devido a presenca da barreira
hemato-encefalica (SPETH et al., 2002).

Praticamente todas as células presentes no SNC sao capazes de sintetizar
proteinas do sistema complemento. A ativacdo do sistema complemento no SNC
contribui para o desenvolvimento de um estado inflamatério localizado, que em doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, esta correlacionada com as
disfungbes cognitivas (RUS et al., 2006). No entanto, recentemente, tem sido sugerido
que alguns componentes do sistema complemento poderiam ter efeitos
neuroprotetores, através da eliminagcdo de depdsitos amiléides, e de neurdnios
degenerados, presentes em processos inflamatérios do SNC. Desta forma, o sistema
complemento reduz a inflamacédo induzida pela presenca destes depédsitos e de
neurdnios degenerados no SNC, podendo ter um efeito também neuroprotetor (RUS et
al., 2006).

Speth et al. (2002) demonstraram a expressao de C3 em astrocitos e neurdnios
infectados com o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), sugerindo que o
sistema complemento pode ser relevante na deméncia induzida pelo HIV. Niveis
elevados das proteinas C3 e C4 foram encontrados no liquor de pacientes soropositivos
para HIV-1 com desordens neuroldgicas, o que reforga a hipétese da participacdo do
SC em processos neurodegenerativos (JONGEN et al., 2000).

A participacao do SC na patogénese da dengue foi proposta a mais de 30 anos,
em 1973, quando foi sugerido que a ativacao do sistema complemento poderia ser um
evento chave no desenvolvimento da FHD/SCD (BOKISH et al.,, 1973). O sistema
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complemento pode ser ativado pela proteina NS1 (soluvel ou associada a membranas
celulares) do virus da dengue e potencializado por anticorpos contra a proteina NS1,
ocasionando a formacao local e sistémica de anafilatoxinas (C3a e C5a) e do complexo
de ataque a membrana SC5b-9, ou MAC. Os niveis plasmaticos de NS1 e do complexo
SC5b-9 de 163 pacientes com dengue mostraram correlacdo com a severidade da
doencga. Foram detectados elevados niveis de NS1, anafilatoxina C5a e complexo de
ataque a membrana SC5b-9, em pacientes com SCD, comparado aos pacientes com
formas mais brandas da doenca. Deste modo, a ativacdo do sistema complemento na
infeccdo pelo DENV pode contribuir para a patogénese do extravasamento vascular
observado na FHD (AVIRUTNAN et al., 2006). Contrariamente, foi recentemente
demonstrado que a proteina do complemento C1q pode restringir o efeito dos
anticorpos potencializadores da infeccdo (ADE), por anticorpos anti-dengue. O efeito,
no entanto, parece ser restrito para as sub-classes de anticorpos do tipo IgG que se
ligam avidamente a proteina C1q, reduzindo deste modo a magnitude do fenémeno de
ADE, tendo um papel protetor na infeccao pelo virus da dengue (MEHLHOP et al.,
2007).

Mehlhop & Daimond, (2006) demonstraram um papel importante da ativacdo do
sistema complemento na protegcao e estimulacdo da resposta imune adaptativa durante
a infeccao pelo WNV. Camundongos deficientes em proteinas do complemento, como
C1q, C4 e fator B ou D, apresentaram maiores taxas de mortalidade quando desafiados
por WNV, sugerindo que todas as vias de ativacdo do complemento (classica,
alternativa e de lectinas) funcionam conjuntamente para limitar a infec¢cao pelo WNV.
Deficiéncias na via alternativa de ativacao do complemento, ocasionam uma demora na
eliminagdo do WNV, além de gerar uma resposta diminuida de células T. Deficiéncias
nas vias classica e de lectinas estdo associadas a reducédo da infeccdo no baco e a
falhas nas respostas de células B e T contra o WNV.

Os dados dos experimentos de microarranjo mostraram a modulacdo da
expressao de genes da via de complemento (C1q, C1r, C2, C4 e fator Bf; Tabela 4.2,
Figura 4.20) no SNC de camundongos suicos infectados com ambas as cepas de
DENV-1 (parental e neuroadaptada). Os niveis de modulacido foram maiores nos
animais infectados com a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c. Finalmente, o papel
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protetor (reducdo da carga viral) ou deletério (lise celular), da ativacdo do sistema
complemente no SNC murino infectado pelo DENV-1, precisa ainda ser melhor definido.

5.3.4 Via de Ubiquitinacao

Os experimentos de microarranjo demonstraram a expressdo de genes
envolvidos na via de ubiquitinagdo. No entanto, uma analise mais cuidadosa,
demonstrou que na verdade a maior parte dos genes modulados nesta via fazem parte
de um processo celular conhecido como protein ISGylation, uma via funcionalmente
semelhante a de ubiquitinacdo classica. Recentemente, a via de protein ISGylation foi
descrita como sendo importante nos mecanismos de resposta imune inata contra
infeccbes virais, especialmente contra os virus da Influenza tipo B (YUAN & KRUG,
2001), virus da coriomeningite linfocitaria (LCMV) da estomatite vesicular (VSV)
(RITCHIE et al., 2004), virus Sindbis (LENSCHOW et al., 2005) e HIV-1 (OKUMURA et
al.,, 2006). Adicionalmente, esta via desempenha um papel fundamental para o
desenvolvimento fetal, sendo que animais knockout para o gene Usp18, apresentam
morte fetal relacionada ao desequilibrio da protein ISGylation nos sitios de implantacéo
dos fetos no utero (REMPEL et al., 2007).

A proteina ISG15, que possui uma seqiéncia de aminoacidos consideravelmente
homdéloga a ubiquitina é conjugada a proteinas-alvo. Para tanto, participam da via uma
enzima ativadora de ubiquitina, conhecida como UBE1L (YUAN & KRUG, 2001), uma
enzima conjugadora, a UBE2L6 (KIM et al., 2006) e uma enzima “desconjugadora” de
ubiquitina (DUB), como a Usp18, também conhecida como UBP43 (MALAKHOQV et al.,
2002). Ao contrario do que ocorre na via classica de ubiquitinacdo, a conjugacao da
proteina ISG15 a proteinas-alvo ndo as direciona para degradacdo. Todas as enzimas
e proteinas supracitadas mostraram-se moduladas no SNC de camundongos infectados
com ambas as cepas de DENV-1 (Figura 4.21).

Ritchie et al. (2004) demonstraram que animais deficientes em Usp18 (Usp18”)
eram mais resistentes a infeccao letal com os virus LCMV e VSV. A sobrevivéncia dos
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animais Usp18” infectados com LCMV esta relacionada a uma severa inibicdo da
replicacao viral e da expressao dos antigenos virais no SNC. Além disso, a expressao
reduzida dos antigenos virais do LCMV no SNC dos animais, ndo se mostrou
dependente de linfécitos T CD8", sugerindo o envolvimento da imunidade inata como
principal responsavel pelo efeito antiviral. Adicionalmente, observou-se um grande
aumento na taxa de protein ISGylation no animais Usp18”, processo semelhante a
ubiquitinacdo de proteinas alvos. A proteina tipo-ubiquitina 1SG15 encontra-se
altamente induzida apds estimulacao por IFN e durante infecgdes virais e bacterianas.
Poucos sdo os alvos da protein ISGylation até o momento conhecidos, como JAK1,
STAT1, SERPIN2a, PLCy1 e ERK1/2. Uma vez que JAK1 e STAT1 estado diretamente
envolvidas na transdugéo de sinal da via de IFN e de outras citocinas (IFN-y, IL-6 e IL-
12), a modificagao por ISG15 destas proteinas poderia ter um papel importante na via
de sinalizacdo por IFN (RITCHIE et al., 2004). Até o0 momento, ndo se conhece 0
significado bioldgico desta modificacao nas proteinas alvo.

Malakhova et al. (2006) demonstraram que a proteina de “desconjugacao”,
Usp18 (UBP43) é capaz de se ligar ao receptor IFNAR2, no mesmo dominio (Box1 e
Box2) em que este interage com a quinase do tipo Janus (JAK1). Desta forma, a
proteina Usp18 bloqueia toda a via subseqliente de ativacdo de IFN, reduzindo sua
expressao e conseqguientemente, sua resisténcia a infecgdes virais. Assim sendo, a
Usp18 funciona como uma reguladora negativa da via de IFN, sendo importante no
controle das respostas mediadas por IFN, e auxiliando na manutencao da homeostasia.

Estes resultados apontam para uma aplicacéo terapéutica importante da enzima
de “desconjugacao” Usp18, uma vez que sua inibicdo pode ocasionar um aumento na
resposta mediada por IFN, aumentando a protecédo inata contra doengas infecciosas,
conforme ja demonstrado por Ritchie et al., (2004).

Além disso, esta via exerce um papel fundamental na funcao cerebral. Animais
knockout para o gene Usp18, apresentam elevados niveis de proteinas conjugadas
com ISG15 no cérebro, ocasionando necrose na regido ependimaria, e o rompimento
da barreira hematoencefalica. O rompimento desta barreira resulta em desordens
neurolégicas severas, 0 que caracteriza a importancia desta via na manutencédo da

homeostase e correta fungéo cerebral (RITCHIE et al., 2002).
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Recentemente, um outro mecanismo de atividade antiviral desta via foi proposto.
Okumura et al. (2006) demonstraram que células infectadas com HIV-1, na presenca de
plasmideos que expressam a proteina ISG15, apresentam uma reducao na replicacao
viral, comparada as células infectadas sem o plasmideo. Adicionalmente, a replicacao é
completamente bloqueada, se além da expressdo de ISG15 houver também a
expressdao da enzima ativadora UBE1L. Contrariamente, a expressao da enzima de
desconjugacao Usp18 recupera parcialmente a produgao de particulas virais infectantes
do HIV-1. Os autores demonstraram ainda que o possivel mecanismo antiviral desta
proteina seria a inibicao da interacdo entre as proteinas Gag e Tsg101, essenciais para
o brotamento do HIV-1 da célula infectada.

Os genes desta via estdo também modulados na infeccdo com os virus da
hepatite C e da dengue, em chimpanzés e macacos Rhesus, e em camundongos
infectados com WNV, todos pertencentes a familia Flaviviridae (SARIOL et al., 2007;
BIGGER et al., 2004). Recentemente, Warke et al. (2008) mostraram a superexpressao
do gene Usp18 em células HUVECs, mondcitos e células B humanas infectadas com
DENV-2. Nossos resultados estdo desta forma, de acordo com o descrito na literatura,
que demonstram a modulagdo positiva da expressdo deste gene em resposta a
infecgdes virais. No entanto, a importancia desta via na infeccao pelo virus da dengue

precisara ser caracterizada em ensaios funcionais.

5.4 Diferencas na modulacao da expressao génica entre os animais infectados
com a cepa parental (FGA/89) e neurovirulenta (FGA/NA a5c).

A falta de laminas de microarranjo disponiveis para realizar hibridagdes entre as
amostras infectadas com as cepas parental e neurovirulenta, dificultou a identificagao
de genes diferencialmente expressos nesta situacdo. Além disso, 0 modelo utilizado, de
analise de tecido ao invés de culturas celulares, apesar de ser mais proximo das
condicdes naturais de infeccdo, € menos sensivel, e conseglentemente, apenas

grandes diferencas na expressao génica acabam por ser detectadas.
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No entanto, além dos 148 genes previamente selecionados (infectados versus
mock), pudemos detectar mais 15 genes, como diferencialmente expressos durante a
infeccdo com a cepa neurovirulenta em comparagao a parental. Destes, 13 passaram
pelo critério de selecao (duas vezes de aumento e 30% de FDR), e outros 2 (Ccl4 e
Cxcl9), apesar de nao terem passado no critério de selecdo foram considerados
diferencialmente expressos, por terem apresentado uma alta modulacdo no 8° dpi, na
infeccdo com a cepa FGA/NA a5c (Figura A2.5 e A2.6). Foi possivel constatar que dos
148 genes selecionados como modulados na infeccdo com ambas as cepas, apenas 3
encontravam-se mais expressos durante a infeccdo com a cepa FGA/89 versus
FGA/NA abc (Ifit3, Ms4a4c e D12Ertd647¢e). Os demais 145 genes apresentaram uma
maior magnitude de modulacao na infecgdo com a cepa neurovirulenta, FGA/NA a5c.

Apesar destas diferencas, chama a atencdo a modulacao diferencial de quatro
genes de quimiocinas apenas na infeccdo com a cepa FGA/NA ab5c (Ccl4, Cxcl9,
Cxcl11 e Cxcl13), além dos 3 genes de quimiocinas, modulados na infeccdo com
ambas as cepas (FGA/89 e FGA/NA a5c), Ccl5, Cxcl10 e Ccl12. Estas quimiocinas
podem desempenhar um papel importante na patogenia da encefalite pelo virus da
dengue. As quimiocinas sdo moléculas de pequeno peso molecular com atividade
quimioatrativa. Podem ser divididas em quatro grupos, com base na posicdao do
aminoacido cisteina na sua por¢do amino-terminal: C-X-C sao quimioatrativas para
linfécitos T ativados; C-C atraem uma grande variedade de células, como
mondcitos/macréfagos, eosindéfilos, células dendriticas, basbfilos e linfécitos T; o tipo C
€ quimioatrativa para células NK e T; e a do tipo C-X3-C, atrai células T, NK e
neutroéfilos (KARPUS, 2001; HUANG et al., 2000).

Trifilo et al. (2004) demonstraram um efeito protetor da expressdo da quimiocina
Cxcl10 no SNC murino infectado com o MHV (coronavirus). Este efeito protetor esta
relacionado ao recrutamento de células NK, resultando na redugao do titulo viral no
SNC dependente de IFN-y. Adicionalmente, foi demonstrado um efeito protetor desta
quimiocina na infeccao pelo virus WNV. Neurbnios infectados pelo WNV secretam
Cxcl10, que recruta células T CD8", via receptor CXCR3 (presente em linfécitos T),
reduzindo a carga viral no SNC infectado. Estes resultados demonstram ainda que os

neurdnios podem participar ativamente na inducao da resposta imune inata (KLEIN et
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al., 2005). Além disso, Liu et al. (2000) demonstraram que a quimiocina Cxcl10 funciona
como uma molécula sentinela no SNC e que a mesma é essencial para o
desenvolvimento de uma resposta Th1 contra infec¢des virais no SNC. A inibicdo de
sua funcao utilizando anticorpos anti-Cxcl10 causou uma redugdo maior que 70% na
infiltracdo de células T CD4" e CD8", e dos niveis de IFN-y. Foi demonstrado
recentemente que a quimiocina Cxcl10 é também capaz de inibir a ligagdo do DENV na
membrana da célula-alvo, reduzindo a infectividade. Este efeito parece ser devido a
competicao pela ligacdo aos receptores de heparan sulfato, entre o virus e a quimiocina
Cxcl10 (CHEN et al., 2006).

Inversamente, apesar de seus efeitos protetores, a quimiocina Cxcl10 tem sido
também implicada na patogenia de doencas neurodegenerativas, como a esclerose
multipla, doenga de Alzheimer e deméncia associada ao HIV. Foi demonstrado que a
quimiocina Cxcl10 tem um papel deletério em modelo murino de esclerose multipla,
induzido pelo virus MHV. O tratamento dos animais doentes com anticorpos anti-Cxcl10
reduziu o infiltrado de linfécitos T CD4" e de macroéfagos, a expressédo de IFN-y e da
quimiocina Ccl5, inibindo a progressdo da desmielinizacdo, aumentanto a re-
mielinizacdo e melhorando a funcdo neurolégica de forma significativa (LIU,
KEIRSTEAD e LANE, 2001). Além disso, a quimiocina Cxcl10 pode induzir apoptose
em neurdnios fetais humanos, devido ao desequilibrio na homeostasia do calcio
intracelular (SUI et al., 2006).

Outra quimiocina que participa da patogenia das doencas neurodegenerativas é
a Ccl5, também conhecida como RANTES. A administragdo de anticorpos anti-Ccl5
reduziu o infiltrado de células T, em especial as antigeno-especificas, no SNC murino,
em um modelo de esclerose multipla induzida pela infeccdo com o MHV. Este fato fez
com que o0s animais apresentassem uma melhora significativa da funcao neuroldgica,
associada a reducdo da desmielinizacdo e do acumulo de macréfagos e células T no
SNC (GLASS et al., 2004). No entanto, a quimiocina Ccl5 também desempenha um
papel protetor em infecgbes virais. Foi demonstrado que animais deficientes para o
receptor CCR5, ao qual se liga a quimiocina Ccl5, apresentam uma maior
susceptibilidade a infeccdo pelo virus Herpes Simplex-2 (HSV-2). Esta maior
susceptibilidade esta relacionada a reducdo da migracdo de células NK ao sitio de
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infeccdo, possibilitando uma maior replicacao viral no tecido vaginal, acarretando na
disseminagao do virus para o SNC murino (THAPA, KUZIEL e CARR, 2007).

Uma outra quimiocina que participa da patogénese de doencas
neurodegenerativas é a Cxcl13, envolvida na organizagdo estrutural dos tecidos
linféides secundarios. Foi demonstrado que a inibicdo de sua expressao, utilizando
animais knockout para Cxcl13, reduz a lesdo da substancia branca e a doengca em
modelo de esclerose multipla. A diminuicdo desta lesdo estd também associada a uma
reducao do infiltrado inflamat6rio no SNC murino (BAGAEVA et al., 2006).

Deste modo, as quimicionas C-C ou C-X-C podem ser importantes na
compreensao da patogenia neuroldgica causada pelo DENV-1. A migracao de células,
como macréfagos/mondcitos, linfécitos T (CD4" e/ou CD8"), células NK, entre outras,
apresentam um papel duplo na patogenia das doencgas neuroldgicas. Se por um lado,
sdo importantes para proteger o tecido nervoso de agentes infecciosos, por outro
podem induzir doenca, pelo atague a componentes proprios do hospedeiro. Este ultimo
evento é comum apos infecgdes virais, através de um mecanismo de mimetismo
antigénico no qual o sistema imune ataca componentes do proprio hospedeiro
(FUJINAMI et al.,, 2006). Desta forma, sdo necessarios estudos funcionais mais
aprofundados sobre o papel destas quimiocinas, antes de caracteriza-las como tendo
um papel benéfico ou deletério na encefalite causada pelo virus dengue sorotipo 1.

5.5 Consideracoes Finais

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a neuroviruléncia
causada pelo virus da dengue-1 é dependente da maior habilidade de replicacdo das
diferentes cepas virais no SNC de camundongos. Esta habilidade parece ser induzida
por mutacdes na proteina de E e na porcdo helicase da NS3. Adicionalmente, o
processo de infeccdo do SNC murino com virus dengue levou a uma importante
ativagao de vias relacionadas a resposta imune, como a via de sinalizagéo do IFN tipo |,
processamento e apresentacao de antigenos e ativacao do complemento. A magnitude
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desta modulagéo correlaciona-se positivamente com a replicagao viral no SNC. Uma
hipotese que pode explicar a neuropatogénese causada pela infeccado de DENV-1 é
que as altas taxas de replicagdo da cepa neurovirulenta induzem uma imunopatologia
no SNC murino, provavelmente devido a expressado exacerbada dos genes da via de
IFN tipo I, bem como, das quimiocinas da familia C-C e C-X-C. Os genes de cada uma
destas vias, constituem possiveis alvos para o desenho racional de estratégias
antivirais, especialmente através da imunomodulagdo da resposta imune inata (Figura
5.2).

éspves et i Mutagoes - E Mutagoes — NS3
FGA/89 .tiif 3 FGA/NA a5c I |
| Maior Maior
+ infectividade replicagédo
Baixa replicacao Alta replicacéao e | |
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Figura 5.2: Hip6tese proposta para explicar a neuroviruléncia pelo virus dengue sorotipo 1. A
maior capacidade replicativa da cepa neurovirulenta FGA/NA a5c, possivelmente conferida
pelas mutagdes na proteina E e NS3, acabam por desencadear uma expressao desregulada de
genes da resposta imune inata. As possiveis vias implicadas na patogenia no SNC murino séo:
a via de sinalizagdo por IFN, processamento e apresentacdo de antigenos, ativacdo do
complemento, via tipo-ubiquitina, além das quimiocinas quimioatrativas. Por outro lado, a cepa
FGA/89, que replica em niveis menores, pode desencadear uma resposta imune inata
protetora. Esta resposta ndo € basicamente diferente da induzida pela cepa FGA/NA a5c,
apenas mais branda, o que explicaria a doenga pela cepa FGA/NA a5¢c como sendo uma
imunopatologia.
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Uma segunda hipétese para explicar a neuroviruléncia do DENV-1, seria devido
a super-expressao dos genes das quimiocinas C-C e C-X-C no SNC destes animais. A
presenca destas quimiocinas quimioatrativas poderia explicar o infiltrado inflamatério
observado no SNC dos animais infectados com a cepa FGA/NA a5c. De alguma forma,
este infiltrado pode desempenhar um papel importante na patogenia da encefalite
observada nestes animais. No entanto, estudos mais aprofundados, visando definir
quais as principais células presentes neste infiltrado, bem como, quais suas fungbes no
SNC infectado com o virus da dengue, S0 necessarios.

O presente estudo resultou na descoberta das principais vias de sinalizagao
induzida na infecgao pelo DENV-1 no SNC murino. Estas vias podem estar implicadas
na protecdo dos animais, ou ainda serem as responsaveis pela patogénese da
encefalite pelo DENV-1. Duas hip6teses foram sugeridas como responsaveis por
explicar a encefalite pelo DENV-1. No entanto, ambas precisam ser testadas em
estudos futuros, para se definir precisamente quais 0s mecanismos responsaveis pela
encefalite induzida pela cepa FGA/NA a5c. A definicao destes mecanismos, certamente
implicard na descoberta de possiveis alvos terapéuticos para o tratamento das
complicagdes neuroldgicas causadas pelo virus da dengue, como por exemplo, 0
blogueio da atividade de quimiocinas utilizando anticorpos anti-Ccl5 e anti-Cxcl13, os
quais, em modelo murino de esclerose mdltipla, apresentaram resultados promissores,
com melhora sintomatica e reducdo do dano neurolégico (GLASS et al.,, 2004;
BAGAEVA et al., 2006).

Os mecanismos imunolégicos de controle de infeccoes e traumas no SNC
central sdo de fundamental importancia para a manutencao da vida. No entanto, estes
mecanismos precisam ser finamente regulados visando n&o induzir dano ao tecido.
Deste modo, a patogenia induzida pelo virus dengue no SNC murino deve-se,
provavelmente, a uma complexa rede de interacdes entre fatores virais e do hospedeiro
e uma pequena perturbacdo destas interacbes pode acarretar o desenvolvimento da
doenca neurolodgica pelo virus dengue.
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6. Conclusoes

e Foram identificadas trés mutacbes aminoacidicas na cepa FGA/NA abc,
comparado a cepa parental (FGA/89) que podem explicar o fendtipo de
neuroviruléncia: duas na proteina E, Metigs/Val € Throz76/Pro, € uma no dominio
helicase da NS3 Leusgs/Ser.

e Os animais infectados com a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c apresentam uma
maxima replicacao viral e producdo de particulas virais infectivas no 9° dpi, um
dia antes dos primeiros sinais de encefalite, e evoluem para 6bito com 13,1 + 2,2
dpi.

e (Os animais infectados com a cepa parental FGA/89 realizam a eliminagao
completa do virus até o 30° dpi.

e A cepa BR-01/MR nao se mostrou capaz de replicar e de produzir particulas
virais infecciosas no SNC, apés a infecgao com 8.000 ffucess.

e Os animais inoculados com a cepa parental FGA/89 e BR-01/MR apresentam
uma leptomeningite linfohistiocitica crénica sem encefalite, enquanto os animais
infectados com a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c, apresentam uma
leptomeningite linfohistiocitica cronica intensa e uma moderada encefalite.

e As principais células-alvo da infeccdo no SNC murino sao neurénios,
especialmente os do coértex intermediario e do hipocampo. Além disso,
resultados da imunohistoquimica corroborraram os dados de carga viral e
progénie no SNC murino, uma vez que se observou infecgdo muito mais intensa
nos animais inoculados com a cepa neuroadaptada do que com a cepa parental.

e Os experimentos de microarranjo de DNA demonstraram que a infecgdo do SNC
murino com cepas de DENV-1 com diferentes graus de neuroviruléncia induzem
a modulagao de 148 genes no SNC murino. Além disso, foi evidenciado que as
vias de sinalizacao de IFN, processamento e apresentacdo de antigenos via
MHC classe | e Il e ativacdo do sistema complemento, sdo as mais moduladas
durante a infecgao.
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A magnitude da modulagdo da expressao de genes nos animais infectados com
a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c foi maior do que durante a infecgcdo com a
cepa FGA/89. Além disso, foram selecionados 15 genes como “diferencialmente”
expressos na infeccao com a cepa neurovirulenta versus a cepa parental.

O resultado de quantificacdo da modulacao da expressao génica, por PCR em
tempo real, confirmou os perfis de expressdao obtidos por microarranjo, no
entanto, claramente observam-se valores discrepantes entre as duas

metodologias, provavelmente devido as limita¢des técnicas dos ensaios.
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7. Perspectivas

e Realizar a caracterizacao funcional do papel da via de sinalizagdo de IFN no
curso da infeccdo com as cepas parental e neuroadaptada em animais
knockouts para o receptor de IFN tipo I.

e Definir, por experimentos de imunolocalizacao, quais as células (neurbnios e/ou
células gliais) que expressam os genes de MHC classe | e Il no SNC murino.

e (Caracterizar o papel da via de processamento e apresentacao de antigeno na
protecdo contra a infeccdo, ou na inducdo de dano ao SNC, mediado por
linfécitos T.

e Avaliar, por gPCR, a modulacdo dos genes superexpressos durante a infeccao
com a cepa neuropatogénica em comparagao com a cepa parental.

e Avaliar o papel do gene Usp18 na inibicdo da via de sinalizagao por IFN, e na
infeccdo com o DENV-1, por RNA de interferéncia.

e Estudar o papel funcional das quimiocinas na neuropatogénese causada por
DENV-1 no SNC murino, utilizando bloqueio com anticorpos, bem como, animais
knockout para o receptor CCR5.

e Realizar experimentos de genémica funcional em culturas primarias de neurénios
murinos, infectados com cepas virais que apresentem diferentes graus de
neuroviruléncia, visando conhecer as respostas dos neurénios a infecgéo pelo

virus da dengue, nos momentos iniciais da infeccao.
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Anexo 1

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

TBE: 89 mM Tris-base, 89 mM Acido bérico, 2 mM EDTA (pH8.0)

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na,HPO4 x 7H,0, 1,5 mM KH,PO4
PBS/glicerol: diluir o glicerol a 10% em PBS1x.

Acetato de amoénio: solugao de acetato de aménio na concentragdo de 750 mM
Tampao de amostra para DNA 10x: 25% Ficoll (tipo 400), 0,25% azul de
bromofenol, 25% xileno cianol FF.

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

Tampao STE: 10mM Tris HCI (pH7.5), 10mM NaCl 5M, 1imM EDTA 0,5M
(pH8.0)

Tampao TNE: 50mM tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1imM EDTA.

Solucao Carboxi Metil Celulose (CMC): 32% de CMC em &agua MQ,
homogenizar até a dissolver.

Solucao Triton: 0,5% de triton X100 em PBS.

Solucao de sacarose 30%: 30% de sacarose em tampao TNE. Preparar livre
RNase.

Solucao de sacarose 60%: 60% de sacarose em tampao TNE. Preparar livre de
RNase.

Solucao de Lise I: 7M de uréia (PM: 60,06), 2M de tiouréia (PM: 76,12), 4% de
Chaps, 40mM sw Tris Base e H>O ultra pura g.s.p. para 40 mL.

Solucao de Hibridacao: 5x SSC, Denhardt’s 4,2x, ssDNA 0,21 mg/mL, SDS
0,42% e formamida 42%.

Solucao de Borato de Sédio: solucao de borato de soédio 1M pH 8.0.

Solucao de Shampoo: 20 X SSC filtrado (conc. final 2x - 60 ml), 10% SDS
(conc. final 0,5% - 8ml), e agua q.s.p. para 400 ml.

Solucao de anidrido succinico: 335 mL de 1-metil-2-pirrolidinona, 5,5g de
anidrido succinico e 15 mL de solugédo de borato de sédio 1M pH 8.0 (conc. final
~0,043M).

Paraformaldeido 3%: solucdo de paraformaldeido 3% em PBS 1x. Pesar com

mascara e dissolver na capela.
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Triton 0,5%: diluir a solugdo de Triton X100 em PBS 1x na concentracdo de
0,5%.

Triptose: dissolver 13 g de Triptose em 100 ml de agua ultrapura, e dissolver
sob agitacdo constante e aquecimento. Filtrar a solucdo em 0.22 um de forma
etéril.

SDS 10%: para 1 litro, dissolver 100 g de SDS em agua ultrapura e filtrar em
0,45 pm.

SSC 20x: para 1 litro, dissolver 175 g de NaCl (P.M. 58.4 — conc. final 3M) e 88 g
de citrato trisédico 2-hidrato,(Nas-citrato; P.M. 294.1 — conc. final 0.3M). Filtrar
em 0,45 pym.
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Anexo 2

Figuras suplementares
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Figura A2.1: Progénie viral no sobrenadante de culturas de células NP e MPC infectadas com
as diferentes cepas virais. Culturas de células NP e MPC foram infectadas com diferentes
multiplicidades de infeccao (MOI, 10, 40 e 100) das cepas virais, FGA/89, FGA/NA a5c e BR-
01/MR. Apés 24h de infeccao a producao de particulas virais infectivas foi testada por titulacdo
em células C636, conforme descrito em Materiais e Métodos. A infecgéo das células NP e MPC
com as diferentes cepas virais ndo apresentou diferenga estatistica na produgao de particulas
virais viaveis, utilizando-se o teste de Fisher, e considerando um valor de p < 0.05, como
estatisticamente significante. As barras representam o desvio padrdo de trés experimentos
independentes para as células MPC e dois experimentos para as células NP.
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Figura A2.2: Quantificacdo do RNA viral em células NP e MPC infectadas com as diferentes
cepas virais por qPCR. Reacado de gRT-PCR para quantificacdao do RNA viral em células NP e
MPC infectadas com diferentes MOI (10, 40, 100), 24 h pds-infeccao. As células foram lisadas e
o RNA extraido utilizando-se o kit QIAmp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), segundo as
recomendacdes do fabricante. O RNA viral foi quantificado segundo descrito em Bordignon et
al., (2007). A infeccdo das células NP e MPC com as diferentes cepas virais ndo apresentou
diferenga estatistica no RNA viral utilizando-se o teste de Fisher, considerando um valor de p <
0.05, como estatisticamente significante. As barras representam o desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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Figura A2.3: Representagdo dos genes modulados na via tipo-ubiquitina. A lista contendo os
149 genes modulados durante a infecgao pelo virus dengue sorotipo-1 (FGA/89 e FGA/NA a5c)
foi analisada com a utilizacdo do software lngenuity® Systems. A via apresentou valor de p =
7,96 x 10°, e apresentou 9 genes modulados em 203. Em cinza estdo representados os genes
desta via, modulados durante a infecgao por DENV-1 no SNC murino.
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Figura A2.4: Quantificagdo da modulacao dos genes Icami1, Cd274 e Serpina3g no SNC de
camundongos suicos infectados com as cepas: FGA/89 (azul), FGA/NA a5c¢ (vermelho) e mock
(amarelo) nos dias 5, 6, 7 e 8 dpi. O gene Icam1 que apresenta fungdo de receptor de
transmembrana e de ligagao a proteinas, esta envolvido na adesao célula-célula e na regulagao
da adeséo celular. O gene Serpina3g tem fungao de inibidor de endopeptidase, participando da
resposta imune e da indugcao de apoptose. O gene Cd274 apresenta atividade de receptor, e
esta envolvida na resposta imune e na proliferacdo celular. Os valores de modulagdo da
expressao dos genes sao definidos pela razao entre o valor do gene X em determinado tempo
(5, 6, 7 e 8 dpi), dividido pelo valor do controle mock (controle negativo), no mesmo tempo.
Normalizagdo com o gene murino Gapdh. Anotagao funcional realizada com o auxilio do

software Ingenuity® Systems.
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Figura A2.5: Modulacdo da expressao dos genes Clec4a3, Serpin3f, 9530028C05, Cxcli1,
Tgtp, Cxcl13, TIr3, H2-D1, Gzma, Xdh, Ch25h, Sell e SIfn4 por microarranjo (valores em Log2).
Os valores sdo expressos como modulagdo do gene nos animais infectados diminuindo-se a
expressao dos genes nos animais nao infectados. Os treze genes supracitados sdo os que
superaram o critério de sele¢édo (2 x vezes mais modulado).
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Figura A2.6: Modulagdo da expressao dos genes Ccl4 e Cxcl9 por microarranjo (valores em
Log2). Os genes acima nado superaram o critério de sele¢cdo de duas vezes mais modulados na
infeccdo em relagdo ao seu controle negativo. No entanto, pode-se observar um importante
aumento na infeccdo com a cepa neurovirulenta FGA/NA a5c no 8 dpi, préximo ao
aparecimento de sinais de doenga. Deste modo, mesmo estes genes nao tendo superado os
critérios de selecao, eles foram considerados modulados na infecgdo com a cepa FGA/NA a5c.
Os valores sdo expressos como modulagdo do gene nos animais infectados diminuindo-se a
expressao dos genes nos animais nao infectados.
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Figura A2.7: Comparacao da modulagdo da expressao génica obtida pelas técnicas de microarranjo
(preto) e gPCR (cinza). A modulagéo da expressao dos genes Irf7, [fit3, Gbp4, Tap2, Psmb8, Mx1,
Tap1, Cxcl10, Ccl12, Icam1, H2-Ea, C1r, H2-Q8, Ube2l6, Cd274, H2bf, Ubell, H2-K1, Serpina3g,
Psmb9, no SNC murino infectado com as cepas FGA/89 e FGA/NA a5c¢ (comparada aos animais
infectados com mock) foi quantificada por microarranjo e qPCR.
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Anexo 3

Artigos publicados entre 2004 e 2008:

BORDIGNON, J.; GRISARD, E.C. & ZANETTI, C.R., 2005. Molecular Detection
and Characterization of Rabies Virus in Brazil: new approaches for epidemiology
and surveillance. Virus Reviews and Research, 1(10):14-22.

RABONI, S.M.; PROBST, C.M.; BORDIGNON, J.; ZEFERINO, A.; DUARTE DOS
SANTOS, C.N., 2005. Hantavirus in Central South America: Phylogenetic
Analyses of S Segment from HPS Cases in Parana, Brazil. Journal of Medical
Virology,

DEBUR, M.C.; BORDIGNON, J.; DUARTE DOS SANTOS, C.N., VIDAL, L.R;
NOGUEIRA, M.B.; ALMEIDA, S.M.; RABONI, S.M., 2007. Acute respiratory
infection by human metapneumovirus in children in southern Brazil. Journal of
Clinical Virology, 39:59-62.

BORDIGNON, J.; STROTTMANN, MOSIMANN, A.L.P.; PROBST, C.M;
STELLA, V.; NORONHA, L.; ZANATA, S.M.; DUARTE DOS SANTOS, C.N.,
2007. Dengue Neurovirulence in Mice: |dentification of Molecular Signatures in
the E and NS3 Helicase Domains. Journal of Medical Virology, 79:1506-1517.
BORDIGNON, J.; PROBST, C.M.; MOSIMANN, A.L.P.; PAVONI, D.P.; STELLA,
V.; BUCK, G.A.; SATPROEDPRAI, N.; FAWCETT, P.; ZANATA, S.M;
NORONHA, L.; KRIEGER, M.A.; DUARTE DOS SANTOS, C.N., 2008.
Expression profile of interferon stimulated genes in central nervous system of

mice infected with dengue virus Type-1. Virology, 377:319-329.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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