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Resumo

Influéncia do colesterol no ciclo de infec¢cdo ememutencéo da estrutura
dos arbovirus Mayaro e Dengue

Ivanildo Pedro de Sousa Junior
Orientador: Andre Marco de Oliveira Gomes
Co-Orientador: Jerson Lima da Silva
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Progranmds-
Graduacdo em Quimica Biologica, Instituto de Biogoua Médica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, coante dos requisitos
necessarios a obtencéo do Titulo de Doutor em QaiBibldgica.

Alfavirus e flavivirus sé@o virus envelopados quean na célula hospedeira por
endecitose mediada por receptor. Os lipidios dwumrn para o processo de
fusao viral e replicacdo pela sua estrutura quinligi@nta, composicao e particao
em microdominios especificos na membrana plasmé#gsim, nos avaliamos a
necessidade por lipidios especificos para o procdssfuséo viral utilizando
modelo lipossomal (DPX/ANTS) que nos permite avadianistura de conteudo
aquoso. O virus da Dengue sorotipo 2 (DENV-2) funeficientemente com
lipossomos compostos de fosfolipidios e colesianas de receptores sugerindo
gue a interacdo inicial com o receptor ndo sejai@rypara a fusdo. De outro
modo, a auséncia de colesterol neste sistema ldogaemistura de contetudo
aquoso, enquanto a auséncia de esfingomielina r@&ireoun o mesmo efeito.
Além disso, n0s examinamos o papel do colesteesdegmte no envelope virus
Mayaro e Dengue através da deplecdo pela fheitlodextrina. O pré-
tratamento do virion com esta droga depletou efiemente o colesterol do
envelope e reduziu a infecciosidade de ambos as.vir microscopia eletrénica
de contrastacdo negativa e as analises das imaQ#das pela microscopia de
forca atbmica revelaram que a retirada do coldsteycenvelope viral afeta a
morfologia viral, principalmente pela permeabilida¢c do envelope viral,
sugerindo que este lipidio tem um papel importante manutencdo da
integridade da particula viral. Andlise da fluodssta do Laurdan nos permitiu
investigar os efeitos do tratamento com mgiticlodextrina e da infec¢do sobre
o0 empacotamento lipidico no envelope viral e na brama celular.Além disso,
parece que a infeccdo com estes arbovirus podemlan@dsintese de colesterol.
Juntos, nossos resultados sugerem que o coleptesgnte no envelope do virus
do Dengue e do virus Mayaro esta relacionado a teagao do alto grau de
organizacdo nesta membrana, sendo um componemtguest critico para a
integridade da particula viral e infecciosidadeue @ infeccdo por estes virus
pode mudar as propriedades da membrana celular.
Palavras-chave:Flavivirus, alfavirus, colesterol, Laurdan, membrabengue,
Mayaro, metilB-ciclodextrina.

Rio de Janeiro
*Junho/2009*
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Abstract

Influence of the cholesterol in the infection cyaled maintenance of the
structure of the Mayaro and Dengue arboviruses

Ivanildo Pedro de Sousa Junior
Orientador: Andre Marco de Oliveira Gomes
Co-Orientador: Jerson Lima da Silva

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-

Graduacdo em Quimica Biologica, Instituto de Biogoa Médica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, cpanbe dos requisitos
necessarios a obtencao do Titulo de Doutor em QaiBibldgica.

Alphaviruses and flaviviruses are enveloped visug®t enter host cells
through receptor-mediated endocytosis. Lipids couate to the viral fusion
process and replacation by their distinct chemgtalicture, composition and
partitioning into specific microdomains in the ptes membrane. In this way, we
evaluated the requirement for specific lipids teakifusion using a liposomal
model system (ANTS/DPX) that allows the investigatiof aqueous content
mixing. Dengue virus serotype 2 fused efficientlithmweceptor-free liposomes
consisting of phospholipids and cholesterol, sutiggshat receptor interaction
is not crucial for fusion. On the other hand, alegeof cholesterol in this model
blocked agueous content mixing, while lack of sgbimyelin showed no effect.
Furthermore, we have examined the role of Mayab @engue virus envelope
cholesterol, via methy#-cyclodextrin depletion. The pretreatment of vison
with methylf-cyclodextrin efficiently depleted envelope choéest and
significantly reduced the both virus infectivity. eijative-staining electron
microscopy and atomic force microscopy analysiseatsd that envelope
cholesterol depletion markedly affected the virusrphology, by means of
permeabilization of the viral membrane, suggestivad this lipid plays a role in
the maintenance of virus particle integrity. Anady®f laurdan fluorescence
allowed us to investigate the effect of treatmeithwnethyl$-cyclodextrin and
the infection on the lipid packing of virus envedopnd cellular membrane.
Moreover, seems that infection with these arbovrars modulate the cholesterol
synthesis. Altogether, Our results suggest thathwdesterol present in Mayaro
and Dengue virus envelope is related to the maames of a high organization
degree in this membrane, being a critical struttcoanponent for virus particle

integrity and infectivity and that the infectionrfthese viruses can change the

membrane properties.

Key-word: Flavivirus, alphavirus, cholesterol, Laurdan, membrane, Dengue,

Mayaro, methylB-cyclodextrin.
Rio de Janeiro
*Junho/2009*
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1. INTRODUCAO GERAL

A existéncia dos virus foi inferida inicialmente pelas doencas por eles
causadas (Bos, 2000). Embora manifestagbes como raiva, poliomielite
paralitica, sarampo e variola tenham sido relatados na antiguidade, virus como
agentes infecciosos foram definidos apenas nos ultimos 100 anos (Bos, 2000).
A sua descoberta foi inicialmente possivel pela revolucdo na Microbiologia
conduzida por Louis Pauster e a refinacdo dos conceitos por Robert Kock e
Joseph Lister na udltima metade do século XIX. Estes e outros cientistas
descobriram que organismos microscopicos produziam doengas € a presenca
do micrébio seria definida por varios critérios. No entanto, um subconjunto de
doengas escapou dos critérios estabelecidos para os testes € uma nova série de
organismos foi descoberta: os virus (Oldstone & Levine, 2000).

Embora vérias teorias sobre a origem dos virus tenham sido propostas,
os estudos de genoma comparativo sugerem uma origem ancestral dos virus
em um longo periodo de coevolucdo com as células (Holland & Domingo,
1998). Os mesmos eventos evolutivos tais como mutagdes € recombinagdes
que contribuem para nosso estabelecimento como espécie também sao
responsaveis por causarem doencgas e pela evolugdo dos virus ao longo dos

anos (Domingo, 2003). A descoberta recente de um virus que infecta



arqueobactérias e a resolucdo da estrutura deste virus (Rice e cols., 2004)
sugerem que alguns virus possam ter de fato um ancestral comum que precede
a divisdo dentro dos trés dominios da vida (eubactéria, arqueobactéria e
eucariotos) ha mais de trés bilhdes de anos atrds. Além disso, o recente
acumulo de informagdes acerca das estruturas virais tem feito surgir propostas
de uma classificacdo dos virus baseada em um ancestral comum unificado
(Bamford e cols., 2005). Estudos consistentes entre bacteri6fagos (ordem
Caudovirales) e o virus da Herpes (familia Herpesviridae) e entre
bacteridéfagos (familia Cystoviridae) e reovirus (familia Reoviridae) sugerem
uma mesma origem comum para virus que compartilham a mesma arquitetura
capsidica, mas infectam hospedeiros dos diferentes dominios da vida
(Krupovi¢ & Bamford, 2008). No entanto, atualmente € considerado que virus
que infectam hospedeiros evolutivamente distantes, por exemplo, bactérias e
humanos, possuem origens diferentes (Fauquet e cols., 2005).

Os virus apresentam uma grande variedade de tamanhos e formas e o
seu material genético pode ser DNA ou RNA, ocorrendo em fita simples ou
dupla, segmentada ou nao (Figuras 1A e 1B). Para muitos tipos de virus
contendo genoma de RNA de fita simples, este pode atuar diretamente como

uma molécula de RNA mensageiro durante a infec¢do. Estas moléculas sdo



chamadas positivas ou fita senso. As

negativas ou anti-senso.
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Figura 1: Morfologia e
genoma viral (A) Exemplos de

morfologia viral. Como
evidenciado, oS virus
apresentam uma  variedade

muito grande de tamanhos e
formas. (B) Esquema dos varios
tipos de genoma viral. Os virus
de pequeno didmetro contém
apenas poucos genes € podem
apresentar DNA ou RNA como
genoma. Os virus maiores
apresentam milhares de genes e
o genoma € DNA dupla-fita
(Extraido do livro Molecular
Biology of the Cell, 2002).

As particulas virais possuem basicamente dois tipos de proteinas, as

estruturais e as ndo-estruturais. As glicoproteinas, proteinas estruturais,

formam espiculas ancoradas a membrana, aparecendo como projecdes dos

envelopes virais. As proteinas ndo-estruturais estdo ligadas a maquinaria de



replicacdo viral. Em sua maioria, sdo enzimas envolvidas na transcricdo do
acido nucléico viral.

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatdrios e sdo os seres
biolégicos mais abundantes na face da Terra (10°" - 10°* virions na biosfera)
(Bergh e cols., 1989), que apresentam um componente genético (4cido
nucléico) conjugado a um revestimento protéico, o capsideo, composto por um
nimero definido de unidades protéicas, mantidas por liga¢cdes ndo-covalentes.
Alguns virus possuem o seu capsideo envolto por uma membrana lipoprotéica
que ¢é adquirida durante a saida do virus, por brotamento, de algum
compartimento membranoso da célula hospedeira (virus envelopados). Outros
deixam a célula infectada como consequéncia do rompimento (lise) da
membrana plasmdtica (virus ndo-envelopados) ou por exocitose (Poranen e
cols., 2002).

Durante muitos anos, a Virologia esteve direcionada para o estudo e
identificacdo dos virus causadores de doencas em animais e plantas. Estes
estudos, em geral, baseavam-se na patologia das doencas e determinacao dos
agentes causadores. Nas ultimas décadas, porém, muitos estudos tém buscado
a compreensdo dos processos de sinalizacdo que levam a replicacdo viral, bem

como a correlacdo entre virus, células e a resposta imune do hospedeiro

(Ploegh, 1998; Griffin, 2001; Greber, 2002).



Existe uma variedade muito grande de virus cujas origens e
diversidades estdo sendo hoje elucidadas (Sharp, 2002). Pelo menos 20 das 60
familias classificadas infectam humanos. Alguns virus tornaram-se resistentes
as diferentes formas de combate utilizadas; outros, por serem bastante
flexiveis quanto a sua replicacdo, necessitam de intenso estudo para o seu
combate, como o HIV.

Assim sendo, acredita-se que no futuro o entendimento das interagdes
virus-célula e dos mecanismos de entrada viral em diferentes tipos celulares
serdo de extrema importancia para o desenvolvimento de firmacos antivirais,
o tratamento de doencgas, a producdo de vacinas eficazes, bem como o
desenvolvimento de vetores para a terapia gé€nica. Além disso, os virus
atualmente tornaram-se instrumentos tteis para estudos genéticos, de biologia
celular, biologia estrutural e bioquimica, permitindo o entendimento de muitos

parametros bésicos do desenvolvimento e da vida.

1.1 Interacao inicial virus-célula

O avanco da infec¢do viral depende da transferéncia do virion ou do

material genético do virus e de proteinas acessorias do citosol ou do nucleo de

células infectadas para compartimentos correspondentes de células nao



infectadas, ou seja, ndo havendo liberagao da particula viral para o espago
extracelular (infeccdo célula-célula). Esta forma de infecgdo € utilizada por
alguns virus que modulam o metabolismo celular como forma de evasao do
sistema imune e facilitar a disseminacdo da doencga (Sattentau, 2008).

Quando a infeccdo ocorre via particula viral e ndo, como em alguns
casos, pela fusdo direta de uma célula infectada e outra normal, uma sequéncia
de eventos ocorre. Dependendo do virus, estes eventos incluem a montagem
do virus na célula infectada, a liberacdo das particulas virais de células
infectadas para o espaco extracelular, a fixagdo do virus a estruturas presentes
na membrana da célula hospedeira, a internalizacdo por endocitose ou fusao
direta com a membrana da célula hospedeira, finalizando com a liberacdo do
genoma viral. Assim, os eventos iniciais da infec¢cdo viral costumam ser
divididos em trés estagios: fixacao, entrada e liberacao do material genético.

A principio, para causar infec¢io, o virus precisa ser capaz de ligar-se a
superficie de uma célula hospedeira. Esta ligacdo é mediada por proteinas de
fixacdo que se localizam na superficie viral e sdo chamadas de VAPs (virus
attachment protein - Proteinas de Fixacdo Viral) (Klasse e cols., 1998). No
entanto, estas VAPs interagem de maneiras diferentes com os receptores da
célula hospedeira. Assim, os virus foram divididos em dois grandes grupos

quanto a ligacdo deles com as moléculas receptoras: aqueles com alta



afinidade a seus receptores (Ex: rinovirus, poliovirus e HIV) e aqueles com
baixa afinidade (Ex: polioma, SV40 e influenza) (Dimitrov, 1997). As
interacOes com alta afinidade possuem dupla fungdo: além da fixacao, elas
também induzem mudangas conformacionais necessdrias para os estigios
subseqiientes da entrada viral, enquanto a interagdo com baixa afinidade
necessita do pH 4cido para induzir a entrada do virus na célula hospedeira.
Baseado também nestes critérios de afinidade, os virus desenvolveram
uma variedade de estratégias pelas quais eles reconhecem e se ligam as suas
células hospedeiras. Eles podem usar proteinas, lipideos ou carboidratos como
receptores. No entanto, ndo hd um modelo claro de utilizagdo de uma
determinada molécula na superficie celular por um virus especifico ou familia
de virus, visto que alguns virus, cuja via de entrada depende do baixo pH,
podem se ligar a receptores cuja entrada ndo ocorre por endocitose (Koike e
cols., 1992). Recentemente, descobriu-se a dependéncia de voltagem (AX) ou
do potencial elétrico da membrana plasmdtica na internalizacdo do
bacteriofago ¢6 (Poranen e cols., 1999; Poranen e cols., 2002). Os virus
também podem se ligar a célula através de moléculas derivadas da célula
hospedeira que sdo incorporadas no envelope viral, tais como moléculas de

adesao (Cantin e cols., 2005).



Evidéncias recentes sugerem que pequenas modificacdes no genoma
viral podem induzir uma mudang¢a no uso do receptor para a entrada do virus
no mesmo tipo celular, onde um receptor pode ser utilizado por vérios virus e
um virus pode utilizar vérios receptores (Baranowski e cols., 2001). Um bom
exemplo ¢ o FMDV, onde passagens seriadas em células de mamiferos
induziram modificagdes no genoma viral tornando-o mais flexivel a utilizagao
de receptores (Baranowski e cols., 2000). Efeito semelhante também foi
observado com o HSV-1 (Jensen & Norrild, 2000). A especificidade de
receptores pelos virus tem varias implicagdes na patogénese viral e avango no
hospedeiro, além de ser um dos pardmetros que pode definir o tropismo viral,
mas nao o tnico (Evans & Almond, 1998).

O processo de entrada dos virus em sua célula hospedeira geralmente é
um evento que necessita de multiplas ligacdes ao seu receptor (Seisenberg e
cols., 2001), assim sendo, a densidade do receptor pode interferir na infec¢ao
viral. Além disso, estudos recentes indicam que os virus podem diferir no seu
processo de entrada na célula hospedeira ainda que utilizem a mesma
molécula para a reacdo de fusdo (receptor) (Dimitrov, 2000). Finalmente, a via
de entrada dos virus nas cé€lulas vai mais além que a “simples” expressao de
receptores. Para tal, a conformacao do receptor, a sua densidade e a afinidade

viral também influenciam neste processo (Doms, 2000).



1.2 Mecanismos de entrada viral nas células hospedeiras

A adsorc@o do virus a superficie celular e a interagdo com receptores
especificos inicia uma série de eventos que levam a fusdo e a penetragdo. Para
virus cujo processo de fusdo ocorre na superficie celular, a liga¢do ao receptor
promove uma série de rearranjos moleculares que podem levar a fusdo da
membrana do virus com a membrana da célula hospedeira. Para virus nos
quais o processo de fusdo ocorre intracelularmente, a ligacdo resulta na
captacgdo de particulas virais dentro de vesiculas endociticas.

Os virus dispdem de muitas estratégias para penetrar na célula
hospedeira (Smith & Helenius, 2004). A endocitose mediada por vesiculas
cobertas de clatrina ocorre na maioria das células e € uma das principais rotas
utilizadas por virus envelopados e nao-envelopados (Pérez & Carrasco, 1994;
DeTulleo & Kirchhausen, 1998; Sieczkarski & Whittaker, 2002b). A
acidificacdo da vesicula endocitica coberta por clatrina, que possui um
diametro de aproximadamente 100 nm (Marsh & Helenius, 1989), ¢é
promovida por H-ATPases que se localizam na membrana destas organelas.
Esta acidificacdo € importante para promover a mudanca conformacional
necessdria para induzir o processo de fusdo de alguns tipos de virus. O

endossomo € o primeiro compartimento acido da via endocitica mediada por



clatrina (Fuchs e cols., 1987). No endossomo inicial, o pH € aproximadamente
6,2 e diminui para 5,0 no endossomo tardio (Tanasugarn e cols., 1984). Além
da acidificacdo do endossoma e do potencial elétrico transmembrana, fatores
adicionais tais como gradiente de pH, atuam no processo de entrada dos virus
nas células (Perez & Carrasco, 1994; Carrasco, 1995).

O processo de entrada dependente do baixo pH oferece varias
vantagens. Primeiro, salvo aqueles virus que passam pelo trato digestivo,
apenas uma vez o virus encontrard um ambiente acidico, que serd quando ele
estiver dentro de uma célula vidvel, assegurando que a fusdo ndo ocorra
prematuramente. Segundo, lisossomos e endossomos liberam o material
transportado, no caso virus, geralmente proximo ao centro celular, que € o
destino imediato de muitos tipos de virus (esta via também pode ser utilizada
por virus ndo-envelopados). Terceiro, a acidificacio provavelmente € um
processo sincronico. Assim, todas as proteinas de fusdo viral, ligadas ou ndo
ao receptor, estdo sendo acidificadas a0 mesmo tempo, aumentando a
probabilidade de um nimero suficiente de proteinas virais passarem pelas
mudancas conformacionais necessdrias para a fusdo ocorrer (Marsh &
Helenius, 1989).

Nos estudos de internaliza¢ao viral mediada por clatrina, demonstrou-se

que o citomegalovirus humano entra em células epiteliais por endocitose, mas
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funde diretamente com a membrana plasmética de fibroblastos (Bodaghi e
cols., 1999). Tal fato pode sugerir que a via de internalizagdo a ser utilizada
pelos virus poderia ser dependente do tipo celular. Estudos com o virus
Influenza (Sieczkarski & Whittaker, 2002a) e retrovirus (Mothes e cols.,
2000) também revelam esta dependéncia.

Alguns virus, como os pertencentes ao grupo dos poxvirus, também
podem entrar na célula hospedeira por um tipo de endocitose nao especifica,
como a fagocitose. Em geral, a fagocitose estd envolvida na captacdo de
particulas de aproximadamente 200 nm (Marsh & Helenius, 1989), tais como
leveduras e bactérias. A entrada na célula por macropinocitose, formagao de
grandes vesiculas em determinadas regides da membrana plasmaética, ndo esta
bem definida. No entanto, a atividade macropinocitica pode predispor
monocitos e células dendriticas (Cameron e cols., 1994) e macréfagos
(Marechal e cols., 2001) a infec¢do por alguns virus como HIV.

Além dos mecanismos acima citados, diversos virus utilizam uma via na
qual existe a participagao de “plataformas lipidicas” e caveolas. O termo “lipid
rafts” ou canoas lipidicas foi baseado em estudos bioquimicos com células
epiteliais no qual se sugeriu que ‘rafts” consistiriam de colesterol e
esfingolipidios no folheto exoplasmatico da bicamada lipidica e colesterol e

fosfolipidios com 4&cidos graxos saturados no folheto endoplasmatico

11



(Fridriksson e cols., 1999). Elas sdo circundadas por dominios de membrana
mais fluidos que sdo abundantes em &4cidos graxos insaturados (Schroeder e
cols., 1994). Estes microdominios de membranas desempenham indmeros
papéis na homeostase celular incluindo: transcitoses, potocitoses endocitoses,
exocitoses, internalizacdo de toxinas, bactérias e protozodrios, transporte de
colesterol, homeostase dos niveis de célcio e transducdo de sinal (Anderson e
cols., 1992; Simons & Ikonen, 1997; Brown & London, 1998, 2000; Isshiki &
Anderson, 1999; Simons & Toomre, 2000; Zajchowski & Robbins, 2002;
Razani e cols., 2002; Maies e cols., 2003; Salaiin e cols., 2004). No caso
especifico dos virus, estes se utilizam de microdominios lipidicos de
membrana no processo de entrada, da desmontagem da particula viral, na
replicacdo e durante o processo de saida da célula (Nayak & Barman, 2002;

Chazal & Gerlier, 2003).

1.3 Qual o melhor caminho para estudar a dinimica do processo viral

dentro da célula?

Nos ultimos anos o avango das técnicas de microscopia de fluorescéncia
nos possibilitou realizar andlises ndo apenas qualitativas, mas também

quantitativas. A microscopia de fluorescéncia tem sido usada para visualizar,
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localizar e rastrear particulas em uma grande variedade de sistemas biolégicos
(Goulian & Simon, 2000; Kues e cols., 2001). As técnicas de medidas de uma
unica molécula (single-molecule) (SM) tém revolucionado as pesquisas
bioldgicas, por fornecer informag¢des nunca obtidas de processos moleculares
elementares. Em particular, medidas de fluorescéncia ao nivel de SM
passaram por um crescimento expressivo nas ultimas duas décadas (Joo e
cols., 2008) e diversos campos da pesquisa bioldgica foram beneficiados, e
entre eles, a Virologia. Assim, tornou-se possivel a visualizagcdo e o
rastreamento de particulas virais ou componentes virais conjugados a um
marcador fluorescente em células vivas e em tempo real através do
microcopio de fluorescéncia.

A entrada, o trafego e os mecanismos de saida de vérios virus animais
estdo sendo elucidados utilizando este método (Brandenburg e cols., 2007). A
eficiente fusdo e o ripido transporte e difusdo do adenovirus dentro da célula
viva foi demonstrado através do rastreamento da particula viral (Seinseberg e
cols., 2001). Recentemente, foi demonstrado o mecanismo de endocitose do
virus Influenza cujo envelope estava marcado com multiplos marcadores
fluorescentes (Lakadamyali e cols., 2003, 2006). O rastreamento em tempo
real da particula viral identificou varias vias endociticas distintas e possibilitou

a caracterizacdo quantitativa do processo endossomal. Finalmente, dois
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recentes estudos elucidaram um pouco mais a interagdo do virus da Dengue
com sua célula hospedeira através do rastreamento da particula conjugada a
um marcador fluorescente. Em um deles foi demonstrada a dependéncia do
baixo pH para o processo de fusdo viral, além de uma eficiéncia de fusdo
relativamente baixa, onde menos de 1/4 das particulas ligadas a superficie da
célula demonstraram capacidade fusogénica (van der Schaar e cols., 2007).
Recentemente, foi demonstrado que o virus € internalizado a partir de
invaginacoes cobertas por clatrina pré-existentes na superficie da célula e a
fusdo ocorreria em endossomos tardios (van der Schaar e cols., 2008).

Apesar do notavel avango, a infecc@o viral € um processo complexo: os
virus podem explorar numerosas vias das células que infectam, cada via
consistindo de inimeros passos € cada passo tem uma interagdo especifica
entre os constituintes viral e celular. Com o surgimento do quinoma humano
(conjunto de gens do genoma humano que codificam quinases) descobriu-se
um conjunto destas enzimas que regulam a entrada do VSV e do SV40
(Pelkamns e cols., 2005): 92 quinases regulam a entrada do VSV, 80 regulam
a entrada do SV40 e 36 estdo envolvidas na entrada de ambos. Além disso,
muitas das enzimas que estdo relacionadas a entrada de ambos t€m efeitos

opostos na entrada destes virus. Estendendo esta abordagem a outros virus e a
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um conjunto muito maior de genes relacionados a infec¢do viral, vislumbra-se

o tamanho do problema que temos.

1.4 O envolvimento do colesterol durante o ciclo replicativo viral

Desde a sua descoberta e isolamento em 1789, no auge da Revolugdo
Francesa, o colesterol tem sido extensivamente estudado. Com seu intrincado
e complexo sistema de biossintese e de metabolismo, inicialmente atraiu a
atencdo de quimicos e sua caracteristica estrutural e fisica tem fascinado
biofisicos. Como um importante componente de membrana em eucariotos
superiores, o colesterol ajuda a produzir uma barreira semi-permeével entre
compartimentos celulares e ajuda na manuteng¢ao da fluidez da membrana. O
colesterol também modula as fun¢des de proteinas de membrana, o trafego
intracelular e participa em varios processos de sinaliza¢io transmembrana, tais
como dos receptores acoplados a proteina G (Cherezov e cols., 2007).

A obten¢do de colesterol por parte das células de mamiferos ocorre,
principalmente, por duas vias. O colesterol pode ser sintetizado a partir do
acetil-CoA pela via do mevalonato (Goldstein & Brown, 1990), que também
leva a producao de vérios isoprendides, incluindo lipidios farnesil e geranil-

geranil que sdo covalentemente ligados ao C-terminal de algumas proteinas
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(Zhang & Casey, 1996). As células também podem adquirir colesterol através
da endocitose de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Goldstein e cols.,
1985). O receptor de LDL se liga a lipoproteina e esta € internalizada e
degradada em lisossomos e o colesterol presente € liberado dentro da célula.
(Goldstein e cols., 1985).

O colesterol se distribui de maneira heterogénea entre as membranas
celulares. Na membrana plasmética ele representa 20-25% das moléculas
lipidicas. O colesterol também € abundante em compartimentos endociticos
que atuam na reciclagem e em parte do complexo de Golgi (Maxfield &
Tabas, 2005). Ao contrério, o reticulo endoplasmatico apresenta um baixo
conteddo de colesterol (menos de 1% do colesterol celular total) (Ikonen,
2008).

Além disso, o colesterol € importante na patogénese cardiaca, nas
doengas cérebro-vasculares, nas diversas formas de deméncias, diabetes,
cancer e em vdarias doencas monogénicas raras (Ikonen, 2006; Maxfield &
Tabas, 2005).

Recentemente um numero crescente de estudos tem relacionado o papel
e importancia do colesterol presente na membrana plasmética ou endossomal

ou em ambos e no envelope da particula viral no sucesso de algumas infeccoes

virais. A infecciosidade do virus influenza (Sun & Whittaker, 2003) e do virus
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da Herpes humana (HHV6) (Huang e cols., 2006) é afetada pela deplecao de
colesterol de suas membranas. O virus Vaccinia, o Varicela-zoster, o virus da
“Pseudoraiva” (PRV) e alguns arenavirus mostraram uma depedéncia de
colesterol da membrana plasmadtica para sua eficiente internalizacdao na célula
hospedeira (Chung e cols, 2005; Hambleton e cols., 2007; Desplanques e
cols., 2008; Vela e cols., 2007). A dependéncia de colesterol tanto na
membrana celular quanto na viral foi mostrado para o virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), para o virus da Herpes simplex (HSV) e
para o virus da Hepatite C (Bender e cols., 2003; Campbell e cols., 2001,
2002; Graham e cols., 2003; Guyader e cols., 2002; Viard e cols., 2002,
Aizaki e cols., 2008). Além disso, o virus do Oeste do Nilo (WNV) necessita
de colesterol na membrana alvo para o processo de internalizacdo (Medigeshi
e cols., 2008). A presenca de colesterol no envelope do virus da Hepatite B
(HBV) ndo se mostrou necessdria para a ligacdo do virus a sua célula
hospedeira, mas € indispensdvel para o processo de entrada e pode ser um
fator importante no processo de fusdo viral (Bremer e cols., 2008). O inverso
foi observado com o “Canine Distemper Virus” (CDV), onde o colesterol
presente no envelope viral foi necessario para uma infeccdo eficiente,
enquanto nao houve alteracdes na infecciosidade quando foi retirado o

colesterol celular (Imhoff e cols., 2007). Algumas vezes, o colesterol presente

17



na membrana celular diminui a infecciosidade de alguns virus, como o
observado para o virus da Raiva, onde a diminuicdo do contetido de colesterol
celular promoveu um aumento na infecciosidade deste virus (Hotta e cols.,
2008). De uma maneira geral, o colesterol atua em vérias etapas do processo
infeccioso de inimeros géneros virais, destacando-se 0s eventos iniciais que
levam a internalizacdo da particula, tais como os eventos de fusdo (Teissier &
Pécheur, 2007).

Devido a importancia deste lipidio para algumas familias e géneros
virais, ndo € de se surpreender que alguns virus modulem o metabolismo de
colesterol para aumentar as chances de uma infec¢do mais eficiente. O HIV,
por exemplo, aumenta ndo s6 a expressdao de algumas enzimas da via do
mevalonato, como também aumenta a biossintese de colesterol (Zheng e cols.,
2003). Recentemente, demonstrou-se que o WNV € capaz de aumentar a
expressao de uma das enzimas da via do mevalonato (Mackenzie e cols.,

2007).

1.4.1 Fases lipidicas da membrana

As membranas das células de mamiferos possuem varios papéis

funcionais que precisam ocorrer simultaneamente. A membrana oferece uma
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barreira permedvel que permite a existéncia de um gradiente de concentracoes
de ions e solutos entre os lados da membrana ajudando na manuten¢do do
potencial elétrico transmembrana e na funcdo de vdarias organelas
especializadas. Além disso, a membrana funciona como um suporte para
varias proteinas e ainda precisa ser fluida o bastante para permitir a difusdo
destas proteinas. Ela tem que ser bastante flexivel para dobrar, como por
exemplo, durante o brotamento de vesiculas ou fusdo de membranas durante o
trafego intracelular. Muitas membranas biologicas apresentam uma
heterogeneidade lateral, formando regides que atuam como verdadeiras
plataformas de sinaliza¢do (Simons & Vaz, 2004).

Para melhor controlar estas fungdes, o papel de outros lipidios e o grau
de ordem ou empacotamento da membrana sao fundamentais. Assim, as
membranas bioldgicas se apresentam em fases onde a predominancia de um
ou outro tipo de fase dependerd da estrutura e da composicdo lipidica da
membrana, de interagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina. Misturas ricas em
esfingomielina, por exemplo tendem a adotar um comportamento de fase
sOlida ou gel (Figura 2B).

Os esterdis naturalmente nao formam fases lipidicas, mas junto com

outros lipidios da bicamada podem formar fases liquido-ordenadas (Figura
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2C). Esta fase apresenta um grau de organizacdo tdo alto quanto da fase
sOlida, mas uma mobilidade translacional muito maior.

Em fases lipidicas ordenadas (L,), os dtomos da cadeia acil estdo
altamente empacotados e relativamente alongados (Figura 2C). A fase lipidica
desordenada (Lg) € caracterizada pela rapida difusdo no plano da membrana e
apresenta um grau de ordem muito baixo no centro hidrofébico da bicamada
(Figura 2A). Lipidios com 4cidos graxos insaturados aumentam a propensao
da bicamada apresentar regioes desordenadas. Os dtomos nesta fase ndo estio
firmemente unidos, facilitando a passagem de moléculas de 4gua e outras
pequenas moléculas pela bicamada.

Desta forma, membranas altamente ordenadas podem fornecer uma
melhor barreira de permeabilidade do que uma membrana mais desordenada,
uma vez que moléculas polares podem melhor se intercalar entre os lipidios
desordenados. No entanto, lipidios altamente ordenados (fase gel - Lg) (Figura
2B) ndo permitiriam a rdpida difusdo de proteinas de membrana e poderiam
dificultar a formacado de vesiculas. De fato, lipidios na fase gel quase ndo sao
observados em membranas de células de mamiferos, que exibem uma
dindmica muito grande de fases liquidas. Nas membranas bioldgicas h4,
frequentemente, uma mistura de fases liquido-ordenadas e liquido-

desordenadas.
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Figura 2: Fases lipidicas: Lipidios em um arranjo liquido cristalino ou desordenado (A),
em uma fase sélida ou gel (B) e na fase liquido-ordenada semelhante aos microdominios de
membrana ou ‘“rafts” na presenca de colesterol (azul) (C). S — Parametro de ordem de
segmentos das cadeias acil; D¢ — coeficiente de difusdo translacional (Extraido de Van Meer
e cols., 2008).

Os diferentes tipos de organizacdo lipidica t€ém importantes efeitos
sobre as proteinas de membrana. Muitas proteinas de membrana preferem se
associar com um tipo particular de organizac¢do lipidica, levando a separacao
fisica delas na bicamada com coexisténcia de fases lipidicas (Simons &

Ikonen, 1997; Sprong e cols., 2001). Para proteinas com lipidios ou ancoras de
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acidos graxos, esta preferéncia serd primordialmente determinada pela cadeia
acil. Por exemplo, proteinas ancoradas a gliocosilfosfatidilinositol (GPI)
apresentam uma preferéncia por dominios ordenados devido a ancora
fosfoinosinositidica que apresesenta uma cadeia acil saturada (Schroeder e
cols., 1998). Do mesmo modo, muitas proteinas miristoiladas ou palmitoiladas
associam-se com dominios ordenados no folheto citoplasmatico (Resh, 2004).
Ancoras de membranas preniladas tém preferéncias por dominios
desordenados devido a insaturacdo do grupamento isoprenil (Wang e cols.,

2001; Melkonian e cols., 1999).

1.4.2 O efeito do colesterol sobre a organizacao lipidica da membrana

A estrutura do colesterol € muito diferente de outros lipidios de
membrana, consistindo de uma série de anéis fundidos que torna parte da
molécula extremamente rigida (Figura 3A). Na extremidade desse anel esta
um grupo hidroxil e no outro extremo hd uma cauda de hidrocarbonetos.
Assim, o colesterol, como outros lipidios de membrana, apresenta uma parte
hidrofilica e outra hidrofobica determinando o seu posicionamento na
bicamada lipidica. Quando o grupo hidroxil estd préximo ao carbonil éster dos

fosfolipidios, a parte rigida do colesterol esta situada ao lado das cadeias de
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acidos graxos dos fosfolipidios vizinhos, ajudando a ordenar a cauda
hidrofébica (Figura 3B). Desta forma, o colesterol ajuda a aumentar a ordem
em membranas através do efeito do seu rigido anel e a sua capacidade de
preencher os espacos intersticiais. Nao € de surpreender que um dos principais
componentes de dominios liquido-ordenados seja o colesterol.

Devido a sua pequena “cabeca-polar” que necessita de uma protecao
adicional de lipidios adjacentes (Huang & Feigenson, 1999) e, por vezes,
através de complexos unidos por pontes de hidrogénio com lipidios, tais
como, esfingomielina (McConnell & Radhakrishnan, 2003), o colesterol pode
interagir preferencialmente com certos lipidios. A parte polar do colesterol é
muito menor do que a de outros lipidios, facilitando assim o flip-flop entre os

folhetos da membrana.
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Figura 3: Estrutura do colesterol e sua inser¢cio na membrana: (A) Estrutura planar do
colesterol: em verde o grupo hidroxil e em rosa os anéis aromdticos. (B) Associagdo do
colesterol com fosfolipidios da membrana e estabilizacdo da cauda hidrofébica (Extraido de
Maxfield & Tabas, 2005).
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1.5 Os Arbovirus: Alfavirus e Flavivirus

Muitas das pandemias que ocorrem hoje sdo causadas por virus RNA e
muitos destes virus pertencem a um grupo especial chamado de arbovirus.
Estes virus sdo chamados de arbovirus, pois seu ciclo de vida envolve tanto
hospedeiros vertebrados (geralmente aves e mamiferos selvagens, além de
anfibios, répteis e peixes) quanto invertebrados (mosquitos ou outros insetos
hematéfagos que servem como vetores). Muitas das infec¢des causadas por
arbovirus sdo assintomdticas ou com sintomas que se assemelham aos da
gripe. No Brasil, existe um nimero grande de arboviroses que sdo mantidas
em uma grande variedade de ciclos zoonoticos (Figueiredo, 2007). Dentre as
inimeras arboviroses destacaremos as provocadas pelos membros dos géneros

Alfavirus e Flavivirus.

1.5.1 Os alfavirus

A familia Togaviridae é dividida em dois gé€neros: os Alfavirus e os
Rubivirus (Strauss & Strauss, 1994). O género Alfavirus possui 27 membros
conhecidos, 11 dos quais tém demonstrado causar doengas em humanos e,

destes 11, 8 deles podem causar epidemias (White & Fenner, 1994). No
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entanto, o nimero de mortalidades decorrentes de infeccdo por alfavirus é
muito baixa e frequentemente as infeccdes por alfavirus em humanos
permanecem como casos subclinicos. Os alfavirus apresentam uma
distribui¢do mundial, alcancando quase todos os continentes, exceto a
Antértida.

Os alfavirus do velho mundo incluindo Sindbis (SINV), o virus da
Floresta de Semlink (SFV), o virus Chikungunia (CHIKV), o virus O’nyong-
nyong e o virus do Rio Ross (RRV) sdo responsaveis por milhares de casos
em todo o mundo. Recentemente, uma epidemia de mais de 1 milhdo de casos
de Chikungunya, incluindo manifestacdes de febre hemorrdgica, ocorreu em
alguns pafses da costa do Oceano Indico. Esta epidemia tem um ndmero
significativo de casos de viajantes europeus a ponto do virus ter se tornado
endémico na Itdlia (Panning e cols., 2008; Nicoletti e cols., 2008). A fase
aguda da doenca é caracterizada por febre, dor de cabeca, dor nos olhos,
mialgia generalizada, artralgia, diarréia, vOmito, dentre outros sintomas
(Pinheiro e cols., 1981; Tesh e cols., 1999). Artralgia/artrite podem persistir
por mais alguns anos.

Os alfavirus do novo mundo incluem importantes patégenos humanos,
tais como: o virus da Encefalite Equina Ocidental (WEEV), Oriental (EEEV)

e Venezuelana (VEEV). A sintomatologia das infecoes ocasionadas por estes
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virus € muito semelhante as do velho mundo, mas como o proprio nome
sugere, eles podem causar uma encefalite aguda em humanos e animais
domésticos. Dos relacionados acima, o EEEV € muito virulento em humanos,
causando a mortalidade em 50-70% dos casos sintométicos. Apesar desta alta
mortalidade e do seu possivel uso como arma bioldgica ndo existem vacinas
licenciadas contra qualquer alfavirus.

Estudos recentes sugerem algumas diferencas durante a infec¢ao dos
alfavirus do novo e do velho mundo. Por exemplo, a inibi¢io do processo
transcricional da célula hospedeira € realizada por diferentes proteinas virais.
Os alfavirus do novo mundo desenvolveram um mecanismo alternativo de
inibicdo da transcricdio que € principalmente detderminado pela proteina
capsidica, enquanto os do velho mundo desenvolveram outra estratégia de
inibicdo através da proteina ndo estrutural P2 (nsP2) (Garmashova e cols.,
2007).

A interacdo virus-hospedeiro pode ser altamente especifica e muitas
vezes uma Unica espécie de mosquito € utilizada como o vetor principal.
Dentro do seu hospedeiro, os alfavirus se replicam em uma grande variedade
de células, incluindo neurdnios e células da glia, células musculares lisas e
estriadas, células de origem linféide e células sinoviais, dentre outras,

podendo utilizar o mesmo receptor ou nao (Strauss & Strauss, 1994).
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Recentemente, descobriu-se que o virus Sindbis pode se replicar no enddsteo e

peridsteo de ossos longos (Heise e cols., 2000).

1.5.2 Estrutura, biossintese e ciclo replicativo dos alfavirus

Os alfavirus possuem aproximadamente 70 nm de didmetro (Strauss &
Strauss, 1994; Paredes e cols., 1993) e consistem de um capsideo com simetria
icosaédrica que possui cerca de 40 nm de diametro, contendo 240 cépias da
proteina capsidica C (aproximadamente 30 kDa). O capsideo € envolto por um
envelope lipidico oriundo da membrana plasmatica da célula hospedeira
(Figura 4). A proteina capsidica dos alfavirus apresenta algumas
especializacdes que auxiliam na manutencdo da estrutura viral através de
interagcdes com o RNA (Skoging & Liljestrom, 1998). Além disso, quando
sintetizada, ela funciona como uma protease para clivar a si mesma da

poliproteina viral precursora nascente, C-p62-6K-E1 no caso do SFV e C-

PE2-6K-E1, no caso do Sindbis.
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Figura 4: Reconstrucao tridimensional da estrutura do virus Sindbis por micrografias
crioeletronicas: Esquerda: Visdo superficial do virion, mostrando o arranjo das
glicoproteinas virais. Direita: Corte em se¢do do virion mostrando as glicoproteinas em
amarelo e o capsideo em azul. S, proteinas da espicula; M, bicamada lipidica; C,
nucleocapsideo; R, RNA (Extraido de Paredes e cols., 1993).

As proteinas de espiculas dos alfavirus sdo inseridas na bicamada
lipidica, e juntas elas formam o envelope viral (Strauss & Strauss, 1994). Os
virus contém 80 espiculas, cada uma consistindo de duas ou trés subunidades,
duas glicoproteinas transmembrana tipo I, EI e E2 (cada uma com
aproximadamente 50 kDa), que estdo associadas ndo-covalentemente, mas
estaveis, e em algumas espécies de alfavirus, uma proteina periférica chamada
E3 (10 kDa). As glicoproteinas E2 e E3 sdo sintetizadas como um precursor,
chamado p62 em SFV e PE2 em SINV. A clivagem destes precursores é
efetuada por proteases da célula hospedeira, sendo que em células de

vertebrados o evento caracteriza-se por ser tardio, ou seja, ocorrendo apds as
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proteinas alcancarem a rede Golgi-trans (TGN), mas antes da chegada a
superficie da célula, e em células de invertebrados por ser um evento inicial e
continuo (Naim & Koblet, 1990) ou tardio na produc¢do de particulas (Heidner
e cols., 1996).

A glicoproteina E1 contém um dominio hidrofébico localizado entre o
residuo 75 e 97 (peptideo de fusdo), que é conservado entre os alfavirus e
facilita as reacdes de fusdo da membrana celular com a membrana do virus
(Garoff e cols., 1980; Dubuisson & Rice, 1993). E1 e E2 sofrem glicosila¢des
com oligossacarideos ricos em manose (Sefton, 1977) no limen do reticulo
endoplasmaético (Garoff e cols., 1978; Bonatti e cols., 1979), e sdo entdo
processadas na rede Golgi-trans, onde as cadeias de carboidratos sao
transformadas e o complexo é transportado para a membrana plasmatica
(Schlesinger & Schlesinger, 1986). No entanto, o nimero de cadeias de
oligossacaridios pode variar entre os alfavirus.

A glicoproteina E2 tem uma funcdo de reconhecimento e ligagdo aos
receptores celulares (Dubuisson & Rice, 1993) e de viruléncia. E2 participa
ainda na estabilizacdo do capsideo viral através da formacdo de pontes de
enxofre e interacOes aromdticas (Skoging e cols., 1996) com a proteina
capsidica. Além disso, o processo de montagem e brotamento envolve a

interacdo de aminodacidos hidrofébicos no dominio citoplasmético de E2 com
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a superficie do nucleocapsidio, resultando na liberagdo do virus maduro da
superficie celular (Owen & Kuhn, 1997). Recentemente, demonstrou-se que
mutagdes no endodominio da glicoproteina E2 no virus Sindbis bloquearam a
montagem do virus (Hernandez e cols., 2000).

A glicoproteina E3 estad presente somente nas espiculas do SFV e RRV
(virus do Rio Ross) e em mutantes atenuados do SINV (Paredes e cols., 1998).
Existe também um pequeno peptideo hidrofébico localizado entre PE2 e El,
chamado de proteina 6K. Este polipeptidio auxilia, mas ndao € essencial, na
montagem do virus, e € incorporado dentro da particula viral nascente em
menores quantidades em relagdo as glicoproteinas (Strauss & Strauss, 1994).
Além disso, esta proteina mostra similaridades com outras viroporinas,
proteinas virais formadoras de poros que alteram a permeabilidade da
membrana celular (Carrasco, 1995). A remoc¢do completa da sequéncia
responsavel pela codificagdo da proteina 6K do genoma viral ndo mostrou
efeito sobre a replicacdo, expressdo génica ou transporte de glicoproteinas,
mas houve uma redugdo na liberagdo do virus (Liljestrém e cols., 1991). No
entanto, recentemente demonstrou-se uma diminuicdo na capacidade
fusogénica de SFV cuja proteina 6K foi depletada, e que tal proteina parece

ser um componente estrutural necessdrio para a particula viral (MclInerney e

cols., 2004).
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Estruturalmente, cada espicula é composta por um trimero de trés
heterotrimeros (E1/E2/E3); ou heterodimeros (E1/E2);. Assim, para construir
80 espiculas sdo necessarias 240 copias de cada subunidade (Strauss &
Strauss, 1994; Kielian, 1995). Estudos recentes de cristalografia e de
criomicroscopia eletrOnica mostraram que o enovelamento da glicoproteina E1
de SFV assemelha-se ao verificado para proteina E de flavivirus (Lescar e
cols., 2001).

A principio, os alfavirus sdo introduzidos na célula através de
endocitose mediada por clatrina (Helenius e cols., 1980) (Figura 5). Quando
estas vesiculas maturam em endossomos, o baixo pH em seu interior induz
mudancgas conformacionais nas glicoproteinas do envelope. Estas alteracoes
incluem a dissocia¢do do heterodimero original formado pelas glicoproteinas

E1-E2 e a conseqiiente formac¢do de homotrimeros compostos por E1.
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Figura 5: Ciclo de infeccio dos alfavirus: O inicio do ciclo é mostrado a partir da
esquerda com a fixacdo do virion ao receptor celular. Em seguida, ocorre a fusdao do
envelope viral, a desmontagem do nucleocapsideo e liberacio do RNA viral. As proteinas
usadas na replicagdo sdo traduzidas e processadas (abaixo esquerda). Estas proteinas
capacitam a replicacdo do RNA gendmico (ao centro) e tradu¢do RNA mensageiro
subgendmico em proteinas estruturais. A montagem citoplasmética do RNA gendmico e do
capsideo produz o nucleocapsideo que se associa com as glicoproteinas processadas
(direita) na membrana plasmadtica resultando no brotamento da particula (Extraido de Kuhn
e cols., 2007).
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Os receptores utilizados pelos alfavirus para entrar na célula hospedeira
sao bastante variados, € pouco se sabe sobre eles. De um modo geral, os
alfavirus utilizam, como receptores, proteinas tais como moléculas de MHC
nas células de vertebrados (Helenius e cols., 1978) e um receptor com alta
afinidade por laminina, tanto em células de vertebrados (Wang e cols., 1992)
quanto em células de mosquitos (Strauss & Strauss, 1994). Recentemente,
demonstrou-se que SINV e outros alfavirus utilizam heparan sulfato (HS)
como receptor de fixacgdo, refletindo uma consequéncia da adaptagdo a cultura
de célula. O HS serviria como uma molécula aglutinadora de particulas virais
(Klimstra e cols., 1998). Demonstrou-se também que lectinas do tipo C
poderiam atuar como receptores de fixacdo para alfavirus (Klimstra e cols.,
2003).

A replicacdo viral ocorre no citoplasma. O RNA genOmico € traduzido
em uma poliproteina, p1234, que é clivada autoproteoliticamente, pela acdo da
nsP2 (proteina viral), gerando as proteinas ndo-estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e
nsP4 (Ding & Schlesinger, 1989). Estas proteinas nao-estruturais sao
responsaveis pela replicacdo do RNA gendmico (Schlesinger & Schlesinger,
1996). O dominio estrutural € traduzido como uma poliproteina (C-p62-6K-E1
ou C-PE2-6K-E1) do RNAm subgendomico, o RNAm 26S, que € processado

para produzir as proteinas do envelope, a proteina capsidica e dois pequenos
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polipeptideos, E3 e 6K (Strauss & Strauss, 1994). A regidao amino-terminal
desta poliproteina contém uma serina protease que cliva proteoliticamente a
proteina capsidica da poliproteina (Skoging & Liljestrom, 1998). A clivagem
ocorre no citossol da célula hospedeira, expondo uma sequéncia sinal que
permite o transporte da poliproteina para o limen do reticulo endoplasmético
rugoso (RER) (Garoff e cols.,, 1990). No RER, os carboidratos sao
covalentemente fixados e a proteina é clivada, originando a p62 ou PE2, 6K e
El (Liljestrom & Garoff, 1991). O enovelamento das proteinas na sua
conformagdo nativa ocorre no RER, e as cadeias laterais de carboidratos de
p62 ou PE2 e El tém um importante papel neste enovelamento, prevenindo a
agregacdo e aumentando a solubilidade das proteinas (Hsieh e cols., 1983).
Quando enoveladas corretamente, p62 ou PE2 e El, interagem para formar um
heterodimero (Barth e cols., 1995) e sdo transportadas para o complexo de
Golgi. Antes da chegada a membrana plasmaética, p62 € clivada por uma
protease da célula hospedeira (furina) gerando E2 e E3 (Mayne e cols., 1984).
A p62 nao clivada funciona como um chaperone, protegendo as proteinas do
envelope viral de sofrerem uma desestabilizacdo em contato com o limen
levemente 4cido da rede de Golgi trans que poderia induzir uma mudancga
conformacional nas espiculas virais. Os heterodimeros p62-E1 ou PE2-E1 sao

mais estaveis e resistentes ao baixo pH do que o heterodimero E2-El
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(Wahlberg e cols.,, 1989). Os heterodimeros aparecem na membrana
plasmatica antes de sofrerem oligomerizacdo a trimeros (Ekstrom e cols.,

1994). Nao se sabe onde esta oligomerizacao ocorre.

1.5.3 O virus Mayaro

O virus Mayaro é um arbovirus pertencente ao género Alphavirus e a
familia Togaviridae. Este virus foi primeiramente descoberto em Trinidad, em
1954 (Anderson e cols.,, 1957). Alguns anos depois foi responsdvel por
epidemias no Brasil e na Bolivia (Pinheiro e cols., 1981). As taxas de infeccao
variam de 10% a 60% e, geralmente, hda um excesso de homens em uma
propor¢ao de 2:1 sobre mulheres. Embora a taxa de mortalidade seja bastante
baixa, a infec¢do ocasionada pelo Mayaro é um grande problema de saude
publica no meio rural, com o aumento da incidéncia de casos humanos na
bacia Amazonica (Vasconcelos e cols., 2001). A infeccdo pelo virus Mayaro
em humanos apresenta sintomas como fotofobia, erup¢des cutineas, artrite,
febre, calafrios, dores de cabeca e mialgia, assim como artralgia dos pulsos,
tornozelos, dedos dos pés e em outras articulagdes. Além disso, a leucopenia é

bastante comum. O virus Mayaro tem sido isolado de mosquitos do género
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Haemagogus em numerosas ocasidoes, sendo que em poucos casos foram
também obtidos de mosquitos de outro género.

Considerando que virus Mayaro possa ser transmitido pelo mosquito
Aedes, este virus poderia se mover pelas cidades através de pdssaros e
viajantes. Recentemente, descobriu-se que trés pescadores estavam com febre
do Mayaro no estado de Sdo Paulo em casos importados do Mato Grosso do
Sul (Coimbra e cols., 2007).

As andlises da sequéncia de nucleotideos e da sequéncia de aminoacidos
da proteina E1 revelaram que o virus Mayaro, apesar de ser um virus do novo
mundo, estd evolutivamente relacionado com o virus Una (também do novo
mundo), que juntamente com o Mayaro formam os dois unicos virus da
América do Sul com caracteristicas antigé€nicas de virus do velho mundo
(Lavergne e cols., 2006).

Um estudo realizado por Mezencio e Rebello (1993) aponta como sendo
trés as proteinas estruturais do virus Mayaro: pl (54 kDa), p2 (50 kDa) e p3
(34 kDa). Por analogia com outros alfavirus, as proteinas estruturais pl e p2
correspondem as glicoproteinas de envelope El1 e E2, e a proteina p3,

corresponde a nucleoproteina C.
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1.5.4 O envolvimento de colesterol no ciclo de infecciao dos alfavirus em

suas células hospedeiras

Os alfavirus sdo dependentes da presenca de lipidios especificos na
membrana da célula hospedeira para que o processo de fusdo possa ocorrer.
Dentre estes lipidios, destaca-se o colesterol. A inser¢do na membrana do
peptideo de fusdo do SFV e do SINV € grandemente favorecida pela presenca
de colesterol na membrana alvo (Ahn e cols., 2002; Kielian & Helenius, 1984;
Smit e cols., 1999). Estudos in vitro demonstraram que a fusdo dependente do
baixo pH para ambos os virus € favorecida pela presenca de colesterol na
membrana liposomal (Kielian & Helenius, 1984; Smit e cols., 1999). In vivo,
verificou-se que a fusdo e infeccdo do SFV e SINV era de 3 a 5 ordens de
magnitude maior nas células normais em comparacdo com as células
depletadas de colesterol (Phalen & Kielian, 1991; Lu e cols., 1999;
Vanshishtha e cols., 1998). Esta dependéncia de colesterol é reduzida em
mutantes srf do SFV, selecionadas para crescimento em células depletados de
colesterol (Vanshishtha e cols., 1998). Virus propagados em laboratério ou
obtidos em campo mostraram a mesma dependéncia de colesterol para o
processo de fusdo e de infeccdo (Umashankar e cols., 2008). Além disso, o

ectodominio de E1 do SFV mostrou associar-se fortemente com dominios de
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membrana ricos em colesterol (Ahn e cols.,, 2002). No6s também
demonstramos que o virus Mayaro pode interagir eficientemente com
microdominios de membrana ricos em colesterol isolados de células vivas

(Sousa Jr. e cols., 2009).

1.5.5 Os Flavivirus

A familia Flaviviridae compreende um conjunto de virus de grande
importancia médica responsdveis por causar surtos epidémicos e mortes em
humanos e animais. A familia consiste de trés géneros: Flavivirus,
Hepacivirus e Pestivirus. Dentre estes, destacamos o género Flavivirus que
possui mais de 70 membros incluindo o virus da Dengue (DENV), da
Encefalite Japonesa (JEV), da Encefalite transmitida por carrapato (TBEV), o
virus do Oeste do Nilo (WNV) e o virus da Febre Amarela (YFV). Dentro
deste género, assim como acontece com os alfavirus, os virus podem ser
subdivididos em complexos antigénicos de acordo com critérios sorolégicos
(Lindenbach & Rice, 2001).

Atualmente, s6 existem vacinas disponiveis para os flavivirus JEV,
YFV e TBEV. No entanto, as doengas epidémicas causadas por estes virus

continuam sendo um sério problema de satde publica em muitos paises
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desenvolvidos. Testes estdo sendo realizados com algumas “candidatas a
vacina” para 0 WNV (Martin e cols., 2007; Monath e cols., 2006). Drogas que
impec¢am a replicacdo destes virus ainda estdo em um estdgio muito inicial de
desenvolvimento (Ghosh & Basu, 2008; Ray & Shi, 2006). Esfor¢os estdo
sendo feitos para o desenvolvimento de uma vacina tetravalente contra os
quatro sorotipos do virus da Dengue, principalmente com virus atenuados,
virus inativados ou com subunidades virais (Whitehead e cols., 2007).

O nome “flavivirus” € derivado da palavra do latin flavus que significa
amarelo, devido a ictericia provocava pelo virus da febre amarela. Os
sintomas das pessoas acometidas por membros deste género vao desde uma
leve febre e mal-estar a encefalites fatais e febres hemorragicas. Além do virus
da Dengue, que tem causado grandes surtos epidémicos, o WNV ja surgiu em
regioes temperadas da Europa e da América do Norte com surtos epidémicos
nos Estados Unidos causando centenas de mortes em humanos e milhares de
animais (CDC, 2004). Em 2001, foram relatados mais de 50.000 casos de
JEV. A organizacdo mundial de satide estima em 200.000 o niimero de casos
de febre amarela em todo o mundo com 30.000 mortes, aproximadamente.
Assim, percebe-se a necessidade de novas abordagens que busquem o melhor

entendimento e previnam a patogénese e a replicacao viral.
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1.5.6 Estrutura, biossintese e ciclo replicativo dos flavivirus

As particulas dos flavivirus geralmente sdo regulares e esféricas com
um didmetro de 500 A. O genoma viral (RNA) é empacotado e protegido pela
proteina capsidica (C) envolta por uma bicamada lipidica oriunda da célula
hospederia. Nesta bicamada, encontram-se inseridas as 180 cOpias da proteina
do envelope (E) (Mukhopadhyay e cols., 2005). A proteina E estd inicialmente
complexada com uma outra proteina, a proteina precursora da proteina de
membrana (prM) durante a montagem da particula viral no reticulo
endoplasmaético formando particulas imaturas.

Semelhante a outros virus RNA polaridade positiva, os flavivirus se
replicam no citoplasma de suas células hospedeiras (Figura 6). Um receptor
especifico para o processo de internalizacdo destes virus ainda nao foi
identificado. Semelhante aos alfavirus, algumas evidéncias apontam para a
participacdo de moléculas de heparan sulfato (Kroschewski e cols. 2003)
Além disso, destaca-se ainda o papel dos receptores de LDL (Agnello e cols.,
1999) e dos reptores de manose no processo de internalizacdo (Miller e cols.,
2008). O processo de internalizacio ocorre por endocitose mediada por
receptor em vesiculas cobertas por clatrina (van der Schaar e cols., 2007;

Acosta e cols., 2008).
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Figura 6: Ciclo replicativo dos flavivirus: (A) Os virus se ligam a moléculas de fixaco e
a receptores na superficie da célula e sao internalizados por endocitose. (B) No baixo pH do
endossoma, as glicoproteinas virais promovem a fusdo entre as membranas viral e celular,
seguida pela desmontagem da particula e liberacdo do RNA viral no citoplasma. (C) O
RNA viral é traduzido em uma poliproteina que € processada por proteases virais e
celulares. (D) As proteinas ndo-estruturais virais atuam na replicacdo do genoma. (E) A
montagem do virus ocorre na membrana do reticulo endoplasmético (ER) onde a proteina
capsidica e o RNA viral sd@ao envoltos pela membrana do reticulo e glicoproteinas que
formam a particula imatura. (F) As particulas virais imaturas sdo transportadas através de
vesiculas secretorias. No baixo pH da rede Golgi trans (TGN) ocorre a clivagem da
proteina prM catalisada por uma furina celular que levarda a maturagdo da particula. (G) As
particulas maduras sdo liberadas no citoplasma. Os nimeros referem-se ao valor do pH dos
respectivos compartimentos (Extraido de Perera e cols., 2008).
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Apo6s a internalizacdo, o baixo pH das vesiculas endociticas induz uma
mudanca conformacional nas glicoproteinas do envelope viral facilitando a
exposicado de um pequeno peptideo hidrofébico (peptideo de fusdo) que
promoverd a fusio da membrana viral com a membrana endossomal
facilitando a liberacdo do RNA viral (Bressanelli e cols., 2004; Modis e cols.,
2004). Apo6s a liberagdao deste RNA (~11 kb) no citossol da célula hospedeira,
este é rapidamente traduzido como uma unica poliproteina que é processada
por proteases celulares e virais em trés proteinas estruturais (C, prM e E) e
sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A/2B, NS3, NS4A/4B e NS5)
(Lindenbach & Rice, 2001). As proteinas ndo-estruturais atuam ativamente na
replicacdo do RNA viral formando complexos de replicacdo associados com
membranas celulares (Mackenzie e cols., 2001). O RNA recém sintetizado e a
proteina capsidica sdo envolvidos pelas proteinas do envelope prM e E para a
formacdo das particulas virais imaturas que brotam a partir do reticulo
endoplasmatico. Estas particulas imaturas sdo transportadas para a rede de
Golgi trans onde elas passam um processo de maturagdo através da agdo de
uma serino protease celular, furina, que medeia a clivagem de prM a M
resultando na homodimerizagdo da proteina E (Stiasny & Heinz, 2006). O
peptideo clivado da prM (pr) é mantido no virion e a sua liberagdo ocorre

apenas apos o virion ter sido secretado para fora da célula e exposto ao pH
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neutro, protegendo a proteina E de uma fusido prematura (Li e cols., 2008; Yu
e cols., 2008). A maturacdao também é acompanhada por uma reorganizagao
das proteinas do envelope (Mukhopadhyay e cols., 2003; Yu e cols., 2008;
Zhang e cols., 2003; Kuhn e cols., 2002). Em seguida, estas particulas brotam
da célula por exocitose. Assim como os alfavirus, devido as diferengas no
ambiente celular e a natureza ndo litica da infec¢ao, a entrada, a replicacdo e o
brotamento da particula podem ser diferentes nas células de vertebrados e de
invertebrados.

A proteina do envelope E em sua forma dimérica madura € o grande
componente na superficie do virion. Nesta forma, ela € a responsdvel pela
fixacdo da particula na superficie da célula, pela fusido e entrada da particula
no interior da célula hospedeira (Perera e cols., 2008). Recentes estudos t€ém
mostrado o potencial desta proteina como alvo para acdo de agentes anti-virais

(Perera e cols., 2008).
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1.5.7 O virus da Dengue

A primeira descri¢do clinica de uma sindrome parecida com a dengue
foi feita em 992 A.C. na China, embora o primeiro caso epidémico bem
documentado tenha ocorrido em 1779-1780 (Gubler, 1997). A etiologia viral
foi sugerida hd mais de um século atras (Ashburn & Craig, 1907), mas devido
aos avangos técnicos durante a segunda guerra mundial, americanos (Sabin &
Schlesinger, 1945) e japoneses (Hotta, 1952) conseguiram isolar o virus da
Dengue.

Os virus da Dengue (sorotipos 1-4) sdo os mais importantes patégenos
arbovirais humanos. No mundo todo, anualmente, 1 em cada 100 pessoas sao
infectadas por um destes quatro sorotipos. Estima-se que acontecam dez
milhdes de casos de dengue anualmente, incluindo os 500.000 casos de grande
ameaca a vida como os associados a febre hemorrigica (DHF) e a sindrome de
choque (DSS) (WHO, 2000). Surtos epidémicos de DHF/DSS surgiram ha 50
anos no sudeste asiatico (Hammom e cols., 1960), mas s6 foram observados
nas Américas em 1981 (Kouri e cols., 1989) e no sul da Asia em 1989 (Messer
e cols., 2002). Desde a década de 50, a incidéncia de casos de dengue ja
aumentou 50 vezes com mais de 100 paises afetados (WHO, 2000). A

DHEF/DSS esta entre as 10 principais causas de internacdo de criancas no
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sudeste asiatico (WHO, 1997) e o nuimero de casos nas Américas cresce
enormemente (PAHO, 1994). Nao € de se surpreender que a dengue seja hoje
um grande problema de saude publica com grande impacto politico,

econdmico e social (Gubler & Meltzer, 1999).

1.5.8 O envolvimento de colesterol no ciclo de infeccio dos flavivirus em

suas células hospedeiras

Muito pouco é conhecido acerca do papel do colesterol no ciclo
replicativo dos flavivirus, diferentemente do vasto conhecimento que se tem
em relacdo aos alfavirus. O colesterol promove a interacdo induzida pelo
baixo pH do ectodominio da proteina de fusdo do TBE (Stiasny e cols., 2003).
No entanto, em ensaios de mistura de lipidios, a particula viral ndo se mostrou
dependente de colesterol na membrana alvo nos eventos iniciais da fusao
(Corver e cols., 2000; Stiasny e cols., 2003). De outro modo, a fusdao do WNV
com lipossomos € mais eficiente quando o colesterol estd presente na
membrana (Gollins & Porterfield, 1986) e o seu processo de internalizacao
parece ser dependente de microdominios de membrana (Medigeshi e cols.,
2008). Além disso, o WNV foi capaz de promover uma reorganiza¢ao do

colesterol presente na membrana plasmadtica para regides perinucleares e
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induziu alteragdes no conteudo de uma das enzimas chaves no metabolismo de
colesterol, 3-hidroxi-metilglutaril-CoA redutase (HMGCR) (Mackenzie e
cols., 2007). Estudos iniciais demonstraram que o pré-tratamento das células
com methil-B-ciclodextrina (MBCD) inibe a produg¢do do virus da Dengue
(Reyes-Del Vale e cols., 2005). No entanto, a infeccao e a fusdo do Dengue e
do YFV mostraram-se independentes de colesterol e a proteina de fusdo do
virus da Dengue (proteina E) ndo ligou eficientemente ao colesterol,
diferentemente da proteina de alfavirus (proteina E1) (Umashankar e cols.,
2008). Por fim, recentemente descobriu-se que o conteido de colesterol
poderia modular a entrada, a liberacdo do RNA e a replicacdo de flavivirus em

suas células hospedeiras (Lee e cols., 2008).
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2 OBJETIVOS

O colesterol € um dos principais lipidios de membrana e € um dos
principais moduladores de fase das membranas celulares. Além disso,
variagdes na sua concentragdo estdo relacionadas a indmeros procesos de
sinalizacdo intracelular. Os parasitas, de uma maneira geral, atuam muitas
vezes modulando a concentragdo deste lipidio e o utilizam como porta de
entrada na célula hospedeira.

Assim, esta tese teve como objetivos principais entender a interagdo e a
importancia deste lipidio no ciclo de infec¢do de dois importantes virus:
Mayaro e Dengue. Entender a sua importancia na manutengdo da estrutura
viral, na organizacao de fases lipidicas nas células hospedeiras e os efeitos
da infeccdo sobre o seu metabolismo.

Como objetivos especificos:

1. Avaliar o papel do colesterol do envelope na manutengdo da estrutura
viral;

2. Avaliar a importancia do colesterol no ciclo replicativo viral;

3. Avaliar o efeito da infec¢do na manutencdo da ordem de membranas nas
cé€lulas infectadas;

4. O efeito da infec¢do viral na sintese de novo de colesterol.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células e virus

Células BHK-21 obtidas da ATCC (American Type Cell Culture) e
células Vero gentilmente cedidas pelo prof. Moacir Rebelo (Instituto de
Microbiologia Professor Paulo e Gobes — UFRJ) foram crescidas em
monocamadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, utilizando meio de cultura
DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”, Sigma Chemical Co.)
complementado com soro fetal bovino 10% (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
vitaminas 0,4%, aminodcidos nao essenciais 1% e triptose 3% (Difco, Detroit,
MI). As células de mosquito (C6/36) foram matidas a 28°C com o uso de meio
de cultura Leibovitz (L-15) (Gibco) complementado com 2 mM de L-
glutamina e triptose 3% e com soro fetal bovino 10% (Cultilab). O virus
Mayaro (VR-1277) foi obtido a partir da ATCC (American Type Cell
Culture). O virus da Dengue (44/2), sorotipo 2, foi cedido gentilmente pela
doutora Luciane P. Gaspar (Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos —

FIOCRUZ).
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3.2 Propagacao e Purificacao do virus Mayaro

O virus Mayaro foi propagado em células BHK-21 durante 48 h a 37°C.
O virus foi purificado como descrito anteriormente (Mezencio & Rebello,
1993) com algumas modificacdes. Apds a propagagdo, o sobrenadante foi
coletado e clarificado dos restos celulares a 8000 RPM por 20 minutos a 4°C
em um rotor RPR 12-2 (Sorval). Em seguida, o sobrenadante foi colocado
sobre um colchdo de sacarose 30% e centrifugado em um rotor 45 Ti a 32000
RPM por 1:40 h a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em tampao TNE (Tris
10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM) e aplicado em um gradiente
descontinuo de sacarose, 5-50%, e centrifugado a 30000 RPM por 1:30 h a
4°C em um rotor SW 41 (Beckman). O gradiente foi coletado em fracdes de 1
mL e a fracdo correspondente a viral foi identificada a partir da leitura em um
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. As fracoes
puras foram mantidas a 4°C até a realiza¢do dos experimentos. A concentragao
de proteina foi determinada pela metodologia descrita por Lowry e
colaboradores em 1951. O grau de purificacdo das amostras foi observado

através de um gel de poliacrilamida 12,5%.
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3.3 Propagacao e Purificacao do virus da Dengue

O virus da Dengue 2 (DENV-2) foi propagado e purificado conforme
previamente descrito por Kuhn e cols., 2002. As células VERO foram
crescidas em garrafas tipo “roler” e, apds a obtencdao de uma monocamada
90% confluente, as células foram infectadas com uma baixa multiplicidade de
infec¢ao (~0.1) e mantidas a 37°C. Apés sete dias de infeccdo, o meio com
virus foi coletado e clarificado por centrifugacdo a 12.000 g, por 30 minutos a
4°C.

Depois do virus estar clarificado, adiciona-se PEG (40% de PEG em
tampdo TNE, pH 7,6, composto de NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM e Tris 20
mM), com o objetivo de precipitar proteinas. Apds 3 horas, a solucdo é
centrifugada a 10.700 g durante 50 minutos a 4°C. O precipitado
ressuspendido em tampao TNE € adicionado a um gradiente de densidade
de tartarato de potassio e glicerol (10-40% de tartarato de potdssio e 7,5-
30% de glicerol) e centrifugado a 130.000 g, durante 2 horas a 4°C. A
concentracdo de proteinas virais foi determinada a partir do ensaio de

Lowry (Lowry e cols., 1951).
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3.4 Deplecao de colesterol

A retirada de colesterol foi realizada utilizando uma droga chamada de
Metil-B-ciclodextrina (MBCD). A deplecao do colesterol do envelope viral
foi realizada através da incubac¢do de 100 ug de proteinas virais/mL com as
concentragdes indicadas de MBCD por 30 minutos a 37°C. Apds a
incubagdo, a MBCD foi removida através da centrifugacao utilizando um
filtro Microcon (Milipore, Billerica, MA, EUA) de 100 kDa. Nos
experimentos onde as células foram incubadas com MPBCD, estas foram
lavadas 3 vezes com tampao fosfato para a retirada da MBCD residual. A
toxicidade da MBCD para células Vero foi avaliada por meio de ensaio de
reducdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2,5difeniltetraz6lio). O
MTT ¢€ reduzido por células vidveis, por meio da atividagde das
desidrogenases mitocondriais, em um composto denominado Formazan,
que pode ser quantificado por medidas espectrofotométricas. Assim,
monocamadas celulares em placas de 96 pogos foram incubadas com
diferentes concentragdes de MPCD a 37°C por 30 minutos, sendo
subsequentemente adicionado ao meio MTT a uma concentragdo final de

~250 png/mL. Ap6s 4 horas de incubacao a 37°C, os cristais de Formazan
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gerados foram solubilizados em uma solucdo de lise (DMF 50% e SDS
20%, pH 4,8) e a viabilidade celular determinada analisando-se a

absorbancia das amostras em 570 nm.

3.5 Avaliac¢io do conteiido de colesterol

O conteudo de colesterol foi avaliado utilizando o kit comercial Amplex
Red (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Para medicao do contetido de colesterol do envelope viral, o
virus (100 pg/mL) foi concentrado utilizando um filtro Microcon (Milipore)
de 100 kDa, ressuspendido no tampao de reacdo Amplex Red e analisado
em um leitor de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) ajustado para o modo fluorescen, utilizando o comprimento de

onda de excitacdo de 544 nm e de emissdo de 590 nm.

3.6 Determinacao do titulo das amostras virais

O titulo viral foi determinado através de um ensaio de plaque utilizando
células Vero. Monocamadas confluentes de cé€lulas Vero crescidas em placas

de 6 pocos foram infectadas com diluigdes seriadas do virus Mayaro e
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incubadas por 60 minutos a 37°C em atmosfera de CO,. Apés este periodo, os
virus nao adsorvidos foram removidos e um meio semi sélido foi adicionado
(carboximetilcelulose 1,6%, em DMEM). Em seguida, as placas foram
mantidas a 37°C em atmosfera de CO, por 48 h. Apds este periodo, retirou-se
o meio semi-sélido e as células foram fixadas com 1% de cristal violeta para a
contagem dos plaques. A determinagcdo do titulo do virus da Dengue foi
realizado de forma semelhante com algumas alteracdes. Apds a semi
confluéncia das células Vero, o ensaio de plaque foi realizado com diluicoes
seriadas do virus. Apds a retirada dos virus ndo adsorvidos, as placas foram
mantidas a 37°C em atmosfera de CO, por 7 dias. Em seguida, procedeu-se a

fixacdo e contagem dos plaques.

3.7 Microscopia eletronica de contrastacao negativa

As amostras virais foram preparadas para a microscopia eletronica de
contrastacdo negativa colocando-as sobre uma grade previamente revestida
(300 mesh). Apos 1 minuto de contato da amostra com a grade, esta era
contrastada durante 2 segundos com 2% de acetato de uranila. Apos o periodo
de secagem, as grades foram visualizadas em microscépio eletronico Morgani

operado em 100 kV. Em seguida, realizamos o processamento digital das
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imagens adquiridas com o Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc., Mountain

View, Calif.).

3.8 Microscopia de forca atomica

As amostras virais foram preparadas para a micrococpia de forca
atomica colocando-as sobre uma superficie de mica, deixando-as adsorverem
por 5 minutos e fixando-as com 0,5% glutaraldeido por 20 minutos. Apdos o
periodo de secagem sob atmosfera de nitrogé€nio, a superficie da mica foi
analisada em um microscopio de forca atbmica MFP-3D Asylum microscope
(Santa Barbara, California, USA), utilizando um cantilever AC240TS
(Olympus, Tokyo, Japao) em modo de contato intermitente com uma
constante nominal de 2N/m. Imagens foram adquiridas em ar com 512 x 512
pixels de resolu¢ao com uma taxa de leitura de 0,60 Hz. O processamento das
imagens foi realizado pelo aplanamento da imagem (line-wise flatten only).
No6s assumimos que a particula viral visualizada com esta técnica tinha a
forma de uma elipséide. Portanto, o volume da particula foi determinado
através do volume da elipse, V = 4(mabc)/3, onde a, b e ¢ sdo os semi-eixos da

elipsodide.
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3.9 Analise do extravasamento de RNA das amostras virais tratadas com

MBCD

Virus Mayaro purificado (100 pug/mL) foi tratado com 25 mM de
MBCD como descrito anteriormente ou mantido em condicdes semelhantes,
mas sem o tratamento com a droga. Em seguida, as amostras virais foram
centrifugadas com sistema Microcon para PCR, ressuspendidas em tampao TE
(Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) e incubadas durante 5 minutos a 4°C
com Ribogreen (Molecular Probes) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Decorrido este tempo, as amostras foram analisadas no espectrofluorimetro

utilizando o comprimento de onda de excitagdo de 480 nm e a emissdo foi

adquirida de 500 nm a 600 nm.

3.10 Analise do contetido de RNA viral das células tratadas com MBCD

A quantificagdo do RNA viral foi realizada utilizando-se a técnica de
RT-PCR em tempo real. Os ensaios foram realizados utilizando-se 10° células
aderidas em placa de 6 pocos e infectadas com 10° particulas virais infecciosas
(MOI: 1). Realizamos a extracdo do RNA total das células. As amostras foram
homogeneizadas em 500 pL de Trizol (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, EUA).

As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 g, a 4°C, o
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sobrenadante foi retirado e passado para um novo tubo. Esse tubo foi deixado
a temperatura ambiente por 5 minutos, e posteriormente 100 plL de
cloroféormio foram acrescentados aos sobrenadantes. Apdés 3 minutos a
temperatura ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas por 15
minutos a 12.000 g, a 4°C. A fase aquosa (superior) foi retirada, o mesmo
volume de isopropanol foi acrescentado a mesma e as amostras foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os tubos
foram centrifugados por mais 15 minutos a 12.000 g, a 4°C, o isopropanol foi
entdo desprezado e, aos precipitados que surgiram, foram acrescentados entre
20-40 pL de 4dgua. O RNA total, aproximadamente 1 pg, foi entdo tratado com
DNase I (Invitrogen Co.) por 15 minutos em temperatura ambiente, da
seguinte forma: 1 pg do RNA; 1 uL da DNase I (1 U/uL); 1 uLL do tampao
DNase I (10X); 7 uL. H;O DEPC (volume final de 9 pL). Ap6s os 30 minutos,
foi acrescentado 2 pL. de EDTA (25 mM) e as amostras incubadas a 65 °C por
10 minutos para desnaturar a DNase 1.

Para a sintese da primeira fita de cDNA, foram utilizados 11 pL do
produto obtido previamente, acrescentando 1 pl. de ANTPs 10 mM e 1 pL de
iniciadores senso e anti-senso especificos para o RNA da GAPDH e do
Dengue, sendo 0,5 pg/uL de cada iniciador. As amostras foram entdo

incubadas por 5 minutos a 65°C, incubadas em gelo por 1 minuto e uma
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mistura de reagdo contendo 2 pl. do tampao da enzima 10X, 4 uLL de MgCl,
25 mM e 2 pl. de DTT 0,1 M foi adicionada em cada tubo. As amostras foram
novamente incubadas, dessa vez a 42 °C por 2 minutos. Nessa etapa, 1 pL da
enzima SuperScript II® Transcriptase Reversa foi adicionada e, as amostras
incubadas a 42 °C por 50 minutos e depois a 70 °C por 15 minutos. Ao final
dos 15 minutos, foram entao colocadas no gelo por 1 minuto e 1 uLL da enzima
RNase H (2U/uL) foi adicionado, quando incubou-se a 37 °C por 30 minutos.
Esse protocolo € o sugerido pelo fabricante do kit SuperScriptII® First-Strand
Synthesis System (Invitrogen Corporation). No final da rea¢do, as amostras
foram guardadas no freezer (- 20 °C).

Com o cDNA sintetizado, foram montadas as reacdes de PCR (reacdo
de polimerase em cadeia) com o protocolo sugerido no kit (SuperScriptII®
First-Strand Synthesis System , Invitrogen): 2,5 uLL de tampao da enzima TAQ
10X, 0,5 pL. de dNTP 10 mM, 0,5 pL. de TAQ (5 U/uL), 2 pL. de MgCl, 25
mM, 2 pL. de cDNA, 1 pL do iniciador e 1 pL do iniciador anti-senso. Como
controle positivo interno, foram montadas reacdes com um par de iniciadores
de GAPDH e, como negativo, reacdes que ndao continham o cDNA. Os
iniciadores usados no PCR semi-quantitativo foram desenhados com base nas
seqiiéncias de GAPDH (5-CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3'5'-

GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG-3") e do virus da Dengue (DI 5'-
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TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3, TS2 5'-
CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3"). O programa utilizado para a reagdo
de PCR seguiu as seguintes condi¢des: 94 °C por 2 minutos; 40 ciclos a 94 °C
por 30 segundos (desnaturacéo); 60 °C (pareamento) por 30 segundos; 68 °C
por 30 segundos (alongamento) e para finalizar 68 °C por 2 min, sendo tudo
realizado no termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied
Biosystems).

Ao final do PCR, um gel de agarose 2% contendo brometo de etideo (2
mg/mL) foi corrido em tampao TAE 1X (TRIS-acetato 40 mM, EDTA 1
mM), utilizando-se 10 pL. dos produtos de PCR e 2 pL de tampdo de amostra
(glicerol 50%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol 0,25% (p/v) e xilenocianol
0,25% (p/v). O padrao utilizado foi o Ladder 100 bp (Invitrogen).

O PCR em tempo real foi feito utilizando as primeiras fitas testadas
conforme descrito, da seguinte forma: 12,5 ul. de SYBR green PCR Master
Mix (Applied Biosystems); 5 pL. de cDNA diluido 100 X; 0,4 uL do iniciador
senso; 0,4 pl. do iniciador anti-senso e 6,7 pulL de dgua, num total de 25 pL
finais de reacdo. Triplicatas do controle negativo, o qual ndo continha cDNA,
do controle interno com oligonucleotideos iniciadores de GAPDH e do virus

da Dengue foram feitas. O programa seguido foi 95°C por 10 min; 45 ciclos a
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95°C por 15 seg.; 60°C por 1 min, sendo o mesmo realizado no termociclador
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

A expressdo relativa do DENV ¢€ calculada usando o GAPDH como
normalizador. Os valores obtidos foram utilizados para construcao de graficos

utilizando o programa Prism 4.0.

3.11 Analise da fase lipidica do envelope viral e das células infectadas

O nivel de empacotamento do envelope viral e das células infectadas foi
avaliado através da fluorescéncia do Laurdan (2-dimetilamino-6-lauroil
naftaleno) (Molecular Probes). O Laurdan é um marcador comumente usado
para estudar a fluidez de membranas devido ao seu grande momento de dipolo
no estado excitado, resultando na sua capacidade de nos revelar o grau de
penetracdo da dgua dentro da bicamada lipidica (Sanchez &Gratton, 2005).
Outros estudos ja demonstraram a correlacdo entre o grau de penetracdo da
dgua na bicamada com o empacotamento lipidico e a fluidez da membrana
(Parasassi e cols., 1991; Parasassi & Gratton, 1995; Bagatolli e cols., 2003).
Esta sonda lipofilica se insere paralelamente as caudas hidrofébicas dos
fosfolipidios em membranas, exibindo um desvio no seu espectro de emissao

para o azul com o aumento da condensacdo das mesmas, causado por uma
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alteracdo do momento dipolar da sonda como consequéncia da exclusdo de
moléculas de dguada bicamada lipidica (Gaus e cols., 2006). Desta forma,
variagdes no conteido de dgua da membrana promovem mudancas no
espectro de emissao do Laurdan.

Assim, as amostras virais (100 pg/mL) foram incubadas com 20 uM de
Laurdan por 20 minutos a 4°C e analisadas no espectrofluorimetro modelo
ISSPC (ISS Inc., Champaign, IL). As amostras foram excitadas em 360 nm e a
emissdo de fluorescéncia foi adquirida de 380 nm a 600 nm. O ensaio foi
realizado a 37°C sob agitagdao constante. O valor de polarizacdo generalizada
(GP) foi calculado em fungdo da intensidade emissdo de fluorescéncia em
440nm e 490nm, baseado na equacao abaixo:

GPeorr = (Liaa0) — G X Tuaog)) / (Iaaoy + G X Tiaoo)),
onde,

G= (GPtheo + GPtheo X GPexp -1- GPexp) / (GPtheo) X GPexp - GPtheo + GPexp - 1)’

onde, o GPy,, corresponde ao valor de GP conhecido em uma solu¢do padrao
de Laurdan em DMSO a 22°C (0,207) e GP, corresponde ao valor de GP
determinado experimentalmente (Gaus e cols., 2006).

A quantificacdo da organizacdo da membrana € expressa por valores de
polarizacido generalizada (GP) definidos como razdes de intensidades de dois

canais de emissao. Os valores de GP variam de —1 (membranas mais fluidas) a
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+1 (membranas mais condensadas). O Laurdan se distribui igualmente em
membranas fluidas ou condensadas e ndo se associa com &cidos graxos ou
grupos polares de fosfolipidios especificos (Bagatolli e cols., 2003); os valores
de GP refletem, portanto, a estrutura geral da membrana e nao uma
composic¢ao lipidica ou protéica especifica (Harris e cols., 2002). Os limites de
valores de GP para diferentes fases lipidicas ja foram estimados utilizando-se
lipossomos com composi¢des similares aquelas da membrana e ja foram
ratificados em experimentos utilizando células de mamiferos (Gaus e cols.,
2003). Em tais lipossomos, valores de GP menores que —0,05 e maiores que
0,55 sdo representativos de membranas nas fases fluida e gel, respectivamente,
enquanto que valores entre —0,05 e 0,25 e entre 0,25 e 0,55 correspondem a
dominios liquido-desordenados (ndo-rafts) e dominios liquido-ordenados
(rafts), respectivamente (Dietrich e cols., 2001). A figura 7 resume melhor

estes valores com as suas respectivas fases de membrana:

GP: -1,00 «—> 005 «—> 025 <«— (055 <«—> 1,00

FASE!: F Lp Lo G

Figura 7: Respectivos valores de GP e suas fases de membrana correspondentes: F -
fase fluida, Lp — fase liquido-desordenada, Lo — fase liquido-ordenada e G — fase gel.
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Os experimentos utilizando células infectadas foram realizados no
microscopio ZEISS LSM 510 META (ZEISS, Alemamanha). Células Vero
foram crescidas em laminulas de vidro até atingirem a semi confluéncia. As
células vivas foram lavadas e marcadas com 20 uM de Laurdan por 20
minutos a 37°C. Para a aquisi¢do das imagens de fluorescéncia do Laurdan
usamos excitacdo com dois fotons (two-photon excitation) em 780 nm com o
laser de titanio-safira (Mai Tai, Spectra Physics). As imagens das células vivas
marcadas e infectadas foram adquiridas com objetiva de imersao em o6leo de
aumento de 40x. As intensidades das imagens de Laurdan foram capturadas
simultaneamente em dois canais utilizando o detector META com a emissdo
variando de 400-460 nm e 470-530 para os dois canais, respectivamente. A
sensibilidade relativa dos dois canais foi determinada com 20 uM de Laurdan
em DMSO para cada experimento, a partir do qual foi calculado o fator G.
Devido ao efeito da temperatura sobre a mudanca de fase da membrana, as
imagens foram capturadas com controle da temperatura em 37°C.

As andlises das imagens foram feitas convertendo-as para 8 bits, usando
o programa IMAGE J. O valor de GP foi calculado para cada pixel utilizando
as imagens de intensidade do Laurdan nos dois canais (I400.460 € I470.530) com 0
auxilio do programa SimFcs, cedido gentilmente pelo professor Enrico

Gratton (University of California at Irvine). As imagens de GP (imagens de 8
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bits) foram pseudocoloridas utilizando este mesmo programa. Os valores de
“background” foram definidos como valores abaixo de 7% da intensidade
maxima (Gaus e cols., 2003).

A excitacdo por dois fétons € um processo nao linear no qual um
cromodforo absorve simultaneamente dois fotons incidentes. A energia do par
de fotons deveria ser igual a energia necessdria para a excitacdo. Assim, cada
foton fornecerd metade da energia. A probabilidade para este processo ocorrer
€ muito baixa de acordo com o principio da incerteza de Eisenberg (Sanchez
& Gratton, 2005). Para aumentar a probabilidade de absorcdo por dois fétons,
nds podemos aumentar a densidade de excitacdo ou o fluxo de fotons que
chega até a amostra. Isto € conseguido através de uma fonte de laser pulsatil
com intervalos de femto a picosegundos. Além disso, é preciso concentrar 0s
fotons através de uma objetiva de alta abertura numérica que condensara a luz
e a densidade maxima de fétons ocorrerd no seu volume focal onde
encontraremos uma intensidade alta o bastante para a excitacdo por dois
fotons ocorrer. Algumas das grandes vantagens da excitagdo por dois fétons
sdao o reduzido dano fotoquimico da amostra que otimiza o tempo de
observacdo e a diminui¢do do bleaching. Outra grande vantagem se deve ao
fato que o comprimento de onda de excitagdao e de emissao sdo bem diferentes,

afastados, resultando em uma baixa marcagao de fundo (background).
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3.12 Efeito da infeccao viral sobre a sintese de colesterol de novo

Células Vero confluentes foram incubadas com o virus da Dengue
(MOI=1) por 90 minutos ou deixadas em condi¢des semelhantes (controle sem
virus). Decorrido este tempo, a monocamada de células foi lavada a fim de
retirar as particulas néo aderidas e adicionou-se meio contendo 200 pCi de *H-
acetato (Perkin-Elmer, Waltham, MA). Ap6s 72 horas de infeccdo coletamos
as células para extracdo dos lipidios. A extrag¢do lipidica foi realizada de
acordo com o método descrito por Bligh e Dyer, 1959 por 2 horas em tubo
contendo 5 mL de uma solu¢do de cloroférmio-metanol-dgua (2:1:0,8) sob
agitacao com intervalos de 10 minutos. A mistuta foi centrifugada a 1500 g
por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi submetido a
uma segunda extracdo lipidica durante 1 hora. Os sobrenadantes resultantes
das duas extracoes foram misturados com 5 mL de dgua e 5 mL de
cloroférmio. A mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada nas mesmas
condicoes. Apds a centrifugagdo, a fase organica foi removida e seca em
atmosfera de nitrogénio. O conteudo de lipidios totais foi determinado
gravimetricamente. Os lipidios extraidos foram analisados em uma
cromatografia em camada fina (TLC) unidimensional em uma placa de silica

(Merck, Darmstadt, Alemanha) utilizando um coquetel de solventes para
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lipidios neutros (hexano-éter etilico-acido acético, 60:40:1) (Kawooya & Law,
1988). Em seguida identificamos as bandas correspondentes ao colesterol e ao
colesterol esterificado com o auxilio de padrdes lipidicos (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, EUA) que correram em paralelo. Apds a identificagdo dos
lipidios por vapor de iodo, realizamos a determinagdo da radioatividade
através da exposi¢do da TLC a uma tela de captura de radiagdes ionizantes e

subsequente quantificagdo da radioatividade no STORM (GE Healthcare).

3.13 Ensaio de extravasamento de conteido aquoso

Filmes lipidicos foram preparados dissolvendo fosfolipidios selecionados
em diferentes propor¢des em cloroférmio, seguido de sua evaporacao através
de um fluxo de nitrogénio e vacuo durante toda a noite. Vesiculas
multilamelares sd@o entdo obtidas apds ressuspender este filme lipidico no
tampao Tris 10 mM/ NaCl 100 mM, pH 7,4, e passadas em um extrusor para a
obten¢ao de vesiculas unilamelares.

Lipossomos marcados com as sondas fluorescentes DPX/ANTS
(Molecular Probes) foram preparados visando a andlise de extravasamento
(leakage) de conteido aquoso, resultado da lise, fusdo ou permeabilidade

fisiologica. O ANTS € uma sonda normalmente utilizada em combina¢ao com
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o supressor colisional cationico DPX em ensaios de permeabilidade e fusdo de
membranas. A fusdo dos virus com os lipossomos resulta na separagdo
espacial das sondas DPX e ANTS, e o DPX deixa, entdo, de exercer seu papel
de supressor colisional, permitindo a florescéncia da sonda ANTS. As
vesiculas marcadas foram obtidas apds separagao do material ndo encapsulado
por gel filtragdo em uma coluna GPC300 (SynChropack, Micra Scientific,Inc).

Todos os experimentos foram realizados a 37°C sob agitacdo constante e
com uma concentracdo de virus de 100 pg/mL. Os lipossomos eram
compostos de  diferentes proporcoes de  fosfatidilcolina  (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), esfingomielina (SPM) e colesterol (CHO) (Avanti
Polar Lipids). As medicoes foram feitas a partir de 0,7 mL de amostra em
tampao HNE (Hepes 50 mM, NaCl 150 mM e EDTA 0,1 mM, pH 7,5) com
uma concentracao final de fosfolipidios de 1 mM. A interacdo virus-
lipossomos foi induzida a partir da adi¢do de um pequeno volume pré-titulado
de MES 0,1 M e acido acético 0,2 M.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos a partir da excitagdo a 353
nm e leitura da emissao do ANTS em 523 nm. A auséncia de extravasamento
foi obtida a partir da fluorescéncia das vesiculas no tempo zero (0%) e o 100%

de extravasamento foi obtido apds a adi¢do de 1% (v/v) do detergente Triton
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X-100. A porcentagem de permeabilizacdo pode ser calculada a partir da
equacao a seguir:
% Extravasamento = [(F-F,)(F-Fy)] X 100
onde F € a intensidade de fluorescéncia apds a adicdo do virus, F, € a
fluorescéncia inicial da suspensdo de lipossomo e F, € a fluorescéncia apds a

adicao de Triton X-100.
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4 RESULTADOS

PARTE 1

A infeccao pelo virus Mayaro altera a organizacao
lipidica da membrana e o colesterol presente em seu
envelope € essencial para a manutencao de sua atividade

biolégica e estrutural
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4.1 Tratamento do virus Mayaro com MPBCD retira o colesterol do

envelope viral e reduz a infecciosidade

Antes de avaliarmos o papel do colesterol presente no envelope na
infec¢do do virus Mayaro, nés tratamos as amostras virais purificadas com
diferentes concentracdes de MBCD por 30 minutos para a remoc¢dao do
colesterol. Para evitarmos o efeito da MBCD sobre a membrana celular, apds o
tratamento nds removemos a ciclodextrina como descrito em “material e
métodos” antes de colocarmos o virus em contato com as células. Este
procedimento nao modifica o titulo viral. Como verificado na figura 8A, a
exposicilo a MPCD resultou em uma inibicio dose dependente na
infecciosidade do virus Mayaro obtido a partir de BHK-21. A adi¢do de 10
mM promoveu uma diminui¢do de 3 logs no titulo viral. No entanto, quando o
virus foi exposto a uma concentracdo maior de MBCD, 25 mM, a queda na
infecciosidade foi ainda mais pronunciada (7 logs), inibindo quase que
completamente a infec¢ao viral (Figura 8A). Quando realizamos este ensaio
com virus obtidos a partir de células de invertebrados, s6 conseguimos
verificar algum efeito sobre a infecciosidade com 25 mM de MBCD, onde

percebemos apenas uma queda de 1 unidade logaritmica (Figura 8B).
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Titulo Viral {(PFU/mL)
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Controle MBCD 10 mM MBCD 25 mM Controle MBCD 10 mM MBCD 25 mM

Figura 8: Efeito da deplecao de colesterol do envelope viral sobre a infecciosidade do
virus Mayaro. Virus Mayaro purificado a partir de BHK-21 (A) e C6/36 (B) foi tratado
com 10 mM ou 25 Mm de MBCD. Apés o tratamento, o virus foi submetido a uma
centrifugacdo para a retirada da ciclodextrina antes de adicioné-los as células. O titulo viral
foi determinado através de um ensaio de plaque utilizando células Vero e expresso na
forma de unidades formadoras de plaque (UFP) por unidade de volume.

4.2 Avaliacao do conteiido de colesterol do virus Mayaro tratado com

MBCD

Em seguida, nos avaliamos a retirada relativa de colesterol do envelope
viral mediada pelo tratamento com MBCD. O virus Mayaro purificado foi
tratado com as mesmas concentracoes de MBCD utilizadas nos ensaios de
infecciosidade por 30 minutos e o conteudo de colesterol foi determinado com
o auxilio de um kit de dosagem de colesterol. Apds o tratamento, o virus
Mayaro mostrou uma queda significativa de maneira dose-dependente no
conteddo de colesterol com 85% de diminui¢do obtido quando utilizamos 10

mM de MBCD e 95% com 25 mM de MBCD (Figura 9A). Avaliamos também
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Unidades de Absorbéancia f

o conteudo de colesterol dos virus crescidos a partir de células de mosquitos
(C6/36). Por nao sintetizar colesterol, este € obtido apenas da dieta, refletindo
a baixa concetracdo deste lipidio nas células de insetos. Esta baixa
concentracao acaba também se refletindo no contetido de colesterol do virus

Mayaro propagado e purificado a partir destas células (Figura 9B)

00154 A = 0.0020- B
F 2
i WG
> 0.010- 25 0.0015+
= ag
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z
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Controle  MpCD 10 mM MBCD 25 mM Controle  MBCD 10 mM MpCD 25 mM

Figura 9: Determinacdo do contetddo relativo de colesterol do virus tratado com
MBCD. O Virus Mayaro obtido de BHK-21 (A) ou C6/36 (B) foi pré tratado com 10 ou 25
mM de MBCD. Os virus foram submetidos a uma centrifugacio para a retirada da MBCD e
o conteudo de colesterol foi avaliado utilizando um kit de dosagem. O contetido de
colestrol € refletido por unidades de absorbéncia.

4.3 A deplecao de colesterol do envelope viral afeta a sua estrutura

A fim de avaliarmos os efeitos da deplecdo do colesterol sobre a

estrutura viral e tentar explicar a acentuada inibicdo da infecciosidade

promovida pelo tratamento das particulas virais com a MBCD, o virus Mayaro

obtido de células de vertebrados ou de invertebrados foi tratado com MBCD e
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analisado através da microscopia eletronica de contrastacdo negativa (Figuras
10 e 11). Como podemos observar, a retirada do colesterol promoveu uma
alteracao morfoldgica da particula viral, caracterizada pela desestabilizacdo do
envelope viral tratado com 10 mM de MBCD (Figuras 10D, 10E e 10F) e uma
forte permeabilizacdo da membrana viral nos virus tratados com 25 mM de
MBCD (Figuras 10G e 10H), melhor observado na figura 10G pela formagao
de uma grande abertura nesta estrutura. Além disso, as particulas virais
expostas a 25 mM de MBCD parecem estar vazias, como representado pela
auséncia do seu respectivo nucleocapsideo em seu interior (Figura 10G).
Corroborando esta idéia, proximo as particulas permebilizadas, algumas
micrografias obtidas com os virus tratados nesta concentracdo mostravam a
presenca de estruturas semelhantes ao nucleocapsideo, mas desprovidas do
envelope viral. N6s observamos também, a partir destas aberturas, a projecao
de algumas estruturas (possivelmente RNA) dos virus cujo tratamento com

MBCD nao leva a liberagao dos nucleocapsideos virais.
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Figura 10: Efeito do tratamento com MPCD sobre a morfologia viral (BHK21)
avaliado por microscopia eletronica. Virus Mayaro purificado obtido de células BHK-21
foi pré-tratado com 10 (D, E e F) ou 25 mM (G e H) de MBCD ou mantido em condigdes
semelhantes, mas sem o tratamento com a droga (A, B e C) preparados para a contrastaciao
negativa e analisados por microscopia eletronica de transmissdo. A seta no painel G indica
o ponto de abertura no envelope viral, enquanto a seta no painel H indica o ponto de
possivel liberacdo do RNA viral das particulas permeabilizadas. As barras sdo de 100 nm.
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Diferentemente ao observado para os virus obtidos a partir das células
de vertebrados, as imagens realizadas com virus purificados a partir de C6/36
ndo revelaram grandes alteracoes na particula viral, inclusive com
concentragdes (25 mM de MBCD) que provocaram uma grande alteracio

morfoldgica no virus Mayaro obtido de BHK-21 (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do tratamento com MBCD sobre a morfologia viral (C6/36) avaliado
por microscopia eletronica. Virus Mayaro purificado obtido de células C6/36 foi pré-
tratado com 10 (D e F) ou 25 mM (E e G) de MBCD ou mantido em condi¢des
semelhantes, mas sem o tratamento com a droga (A, B e C ) preparados para a contrastacio
negativa e analisados por microscopia eletronica de transmissao.
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Os efeitos da deplecao do colesterol sobre a integridade viral também
foram avaliados pela microscopia de for¢a atomca (AFM) (Figura 12). Uma
vez que € descrito na literatura que o virus Mayaro apesenta uma simetria
icosaédrica e um didmetro de 70 nm (Mezencio & Rebello, 1993), as
particulas visualizadas com esta técnica apresentaram um achatamento
estranho, visto que a sua altura esta reduzida, enquanto o seu comprimento € a
sua largura estdo aumentados (Figura 12A e Tabela 1). A forma adquirida pela
particula remete a uma elipsoide, mas este fato parece ser devido a um artefato
inerente ao processo de imobilizacdo da particula vira na superficie de mica
(Moloney e cols., 2002).

Tabela 1: Dimensoes da particula do virus Mayaro através de microscopia
de forca atomica.

Amostras virais Comprimento (nm) Largura (nm) Altura (nm)
Controle 122.33 £2.72 100.25 +£2.63 20.75 £ 0.67

10 mM MBCD 126.11 £9.04 101.56 +4.40 19.44 £ 1.41
25 mM MBCD 95.22 £8.20 75.56 £7.28 18.89 £ 1.04

No entanto, houve uma correlagcdo entre as informagdes obtidas com a
microscopia eletronica e as de forca atdmica, como evidenciado pela
desestabilizacdo do envelope viral apés o tratamento com 10 mM de MBCD
(Figura 12B) e a forte permeabilizacio da membrana viral com 25 mM
MBCD, representado pela formagdo de verdadeiros buracos na estrutura viral

(Figura 12C).
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Figura 12: Efeito do tratamento com MPCD avaliado por microscopia de forca
atomica. O virus Mayaro purificado foi pré-tratado com 10 (B) ou 25 mM (C) de MBCD
ou mantido em condi¢des semelhantes as particulas tratadas, mas sem o tratamento (A). Em
seguida, o virus foi adsorvido em uma superficie de mica e analisado em um microscépio
de forca atdmica operando no modo de contato intermitente. A seta em C indica os
“buracos” no envelope viral.
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Além disso, o tratamento com a MBCD levou a mudancas nas
dimensdes da particula viral (Tabela 1), resultando na diminui¢do do volume
desta particula (Figura 13), como avaliado pelas medidas obtidas a partir das
imagens de microscopia de for¢a atdbmica. A diminui¢ao deste volume que foi
mais pronunciada com o tratamento de 25 mM de MBCD e a presenca de
materiais amorfos ao redor da particula viral sugere que esta diminuicdo possa
ser resultado do extravasamento de componentes internos da particula (Figura

12C).

140000+
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Controle MpCD 10 mM MBCD 25 miM

Figura 13: Determinaciao do volume da particula viral em funcio do tratamento com
MBCD. O volume das particulas virais foi determinado usando as dimensdes das imagens
obtidas da microscopia de for¢a atdmica mostradas na tabela 1. Os volumes foram
calculados para uma elipséide, como descrito em “material e métodos”.
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4.4 A deplecao de colesterol no envelope viral promove a formacao de

aberturas por onde o RNA viral é liberado

A fim de verificarmos se o material amorfo ao redor das particulas
virais visualizados nas imagens de AFM era RNA viral e se os “buracos”
formados no envelope viral apds o tratamento com 25 mM de MBCD poderia
ser um ponto de saida deste RNA, realizamos um ensaio com a sonda
fluorescente RiboGreen. Esta sonda apresenta uma alta sensibilidade para a
detec¢do de RNA em solucdo. Desta forma, apds o tratamento com 25 mM de
MBCD do virus Mayaro, realizamos o ensaio de ligacdo com o RiboGreen.
Para a nossa surpresa, o tratamento com esta concentracio de MPCD
promoveu um grande extravasamento de RNA viral para o meio exterior
(Figura 14). Assim, as aberturas formadas na membrana viral apds o
tratamento com MPBCD parecem ser suficientes para a saida do material

genético viral.
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Figura 14: Avaliacio do RNA viral apds tratamento com MPBCD. Virus Mayaro
purificado foi tratado com 25 mM de MBCD. Apds o tratamento, a particula viral foi
centrifugada e incubada com o Ribogreen por 5 minutos a 4°C e analisada no
espectrofluorimetro. As amostras foram excitadas em 480 nm e a emissao foi adquirida de
500 nm a 600 nm. A concentracdo de virus utilizada foi de 100 ug/mL. (—) Virus Mayaro
controle mantido em condi¢gdes semelhantes ao virus tratado, mas sem a presenca da droga.
(—) Virus Mayaro tratado com 25 mM de MBCD.

4.5 A deplecao de colesterol do envelope do Virus Mayaro promove a

desorganizacao da membrana viral

Em virtude do alto conteudo de colesterol no envelope do virus Mayaro,
nds avaliamos a possibilidade da existéncia de dominios altamente ordenados
nesta membrana, bem como o efeito da deplecao do colesterol a partir do

envelope sobre o grau de organizagdo do mesmo. Para isto, utilizamos a sonda
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Laurdan que nos fornece parametros acerca das mudancas nas propriedades de
fase de membrana pela sua sensibilidade a polaridade do meio onde se
encontra, neste caso, o envelope viral. Assim, conforme mostrado na figura
15, a deplecao de colesterol do envelope viral pela incuba¢ao com 10 ou 25
mM de MBCD promove um desvio de ~10 e ~15 nm, respectivamente, no
espectro de emissao do Laurdan para o vermelho, indicando que o colesterol
presente no envelope do Virus Mayaro estd relacionado a um certo grau de
ordem em tal estrutura (Figura 15A). Interessantemente, a analise dos valores
de polarizacdo generalizada (Figura 15B) reporta a presenca de uma fase
altamente ordenada no envelope da particula que ndo sofreu tratamento (GP =
0,49), que apresenta uma queda significativa do grau de ordem em funcao do
tratamento com MBCD (GP = 0,33 e GP = 0,25 com 10 mM e 25 mM de
concentragdo de MBCD, respectivamente), sugerindo que o colesterol pode
estar associado a formacdo de dominios de membrana semelhante as rafts no

envelope do virus Mayaro.
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Figura 15: Efeito da depleciao de colesterol sobre a organizacio do envelope viral. (A)
O virus Mayaro purificado foi tratado com 10 ou 25 mM de MBCD a 37°C por 30 minutos
ou foi submetido as mesmas condi¢des das amostras virais tratadas, mas sem a presenca da
mesma. Apds o tratamento, a ciclodextrina foi removida por centrifugacdo em um filtro
Microcon, conforme descrito em ‘“material e métodos”. Eeste mesmo procedimento
também foi realizado com a amostra controle. As amostras virais foram entdo incubadas
com 20 puM de Laurdan a 4°C por 1 h, sendo posteriormente submetidas a andlises
espectrofluorimétricas, a 37°C. A excitacdo da amostras ocorreu em 360 nm e a emissao foi
captada de 380 a 600 nm. A concentracdo final de virus foi de 100 pg/mL. (B) Gréfico dos
valores de GP calculados a partir dos valores de intensidade referentes a emissdo de
fluorescéncia em 440 nm e 490 nm.

4.6 A infeccao pelo virus Mayaro promove um aumento na organizacao

da membrana celular

Devido a grande importancia do colesterol durante o ciclo replicativo
dos alfavirus (Ahn e cols., 2002; Kielian & Helenius, 1984; Smit e cols., 1999;
Phalen & Kielian, 1991; Lu e cols., 1999; Vanshishtha e cols., 1998;
Umashankar e cols., 2008), decidimos avaliar o efeito da infeccao pelo virus

Mayaro sobre a organizacgdo lipidica das células infectadas com o auxilio da

83



sonda Laurdan. Assim, conforme mostrado na figura 16, imagens de células
Vero infectadas com virus Mayaro apdés 1 hora mostraram um leve aumento
nos valores de GP quando comparadas as células controle (Figuras 16A, 16B e
16D). Decorridas 4 horas apds a infeccdo, percebemos um aumento em
regides ordenadas nestas células (Figuras 16C e 16D) e uma diminui¢cdo no
grau de desordem. Esta mudanca no nivel de empacotamento da membrana
também pode ser confirmada pela anédlise dos histogramas das imagens das
células marcadas com Laurdan, que apresentam uma distribuicdo Gaussiana
(Figura 16E). Nestes histogramas, percebemos um desvio para regides cujo
valor de GP sdo maiores, portanto, mais organizadas nas imagens de células
infectadas quando comparamos com as que nao foram infectadas com o virus
Mayaro. Também € possivel observar um alargamento da distribuicdo de
pixels dos histogramas. Estes resultados sugerem um aumento no grau de

empacotamento das células infectadas com o virus Mayaro.

84



DESORDEM ORDEM
-1<GP<1 GP<0.25 GP>0.25

CONTROLE

1h

4h

85



100
D
80 1
£ 60+
[H)
T
S
o
X 401
20 1
0-
E GP>0.25 GP<0.25
Controle 1 hpi
T T T T T T 180
250 oo gt 70}------ S ERART | | ket 140
2004-----d- -l LS R ! || | 120
1 1 1 |:_|:|_ ~ . - - - - -
. : : ~ ! 100
el ' T 401 et | 80
100 4----- deeeee- - dooeens L Tl B0y
_ : : ' 20}------ feene - a0
ELh AR i T 104------ --| 20
0 0

-1 -0.5 0 0.5 -1 -0.5 0 0.5

Figura 16: Efeito da infeccao com o Virus Mayaro sobre a organizacao lipidica das
células infectadas. Células Vero foram infectadas com o virus Mayaro (MOI=10) durante
1 h ou 4 h a 37°C ou mantidas em condi¢des semelhantes, mas sem o passo de infeccdo
(controle). Em seguida, as células vivas foram lavadas e marcadas com 20 uM de Laurdan
a 37°C por 20 minutos e levadas para visualizacdo por microscopia de fluorescéncia através
da excitag¢do por 2 fétons com temperatura controlada a 37°C. As imagens foram obtidas
com excitacdo em 780 nm e captadas pelo detector META em dois canais. (A), (B), (C) sao
imagens de GP das células controle, 1 h e 4 h pds-infec¢do, respectivamente. As imagens
revelam a intensidade do Laurdan e a escala de cores nos fornece a distribuicao dos valores
de GP nestas imagens que foram pseudocoloridas com o uso do SimFCS (Dr. Enrico
Gratton, Universidade da Califérnia) (D) Grafico de barras mostrando a distribuicdo dos
valores de GP para diferentes células em experimentos independentes. O controle esta
mostrado em preto, 1 hora pés-infeccao (hpi) em vermelho e 4 hpi em verde. (E) Andlise da
distribui¢do dos pixels das imagens das células marcadas com Laurdan com centro de GP

em 0,28 (controle), 0,35 (1 hpi) e 0,38 (4 hpi). Outras condi¢cdes ver material e métodos.

86



PARTE 11
O colesterol durante o ciclo replicativo do virus da

Dengue

87



4.7 O virus da Dengue funde eficientemente com membranas artificiais

contendo colesterol

Na tentativa de desvendar a necessidade de colesterol e lipideos
especificos na membrana alvo para o processo de fusdo, o virus da Dengue
(DENV) foi purificado, através de uma adaptacdo do protocolo de purificagdo
estabelecido por Kunh e colaboradores (2002), e medidas espectroscOpicas
utilizando o modelo lipossomal DPX/ANTS foram realizadas. O DPX atua
como supressor da fluorescéncia do ANTS, e portanto, a fluorescéncia da
sonda ANTS ¢é suprimida pelo DPX quando ambos estdo encapsulados a
concentracdo adequada em um mesmo lipossomo. Sendo assim, vesiculas
lipidicas marcadas com as sondas DPX/ANTS foram preparadas com
diferentes propor¢des e composi¢Oes lipidicas, e utilizados nas medidas
espectroscopicas, onde a fusao do DENV com os lipossomos resultava na
perda da supressao da fluorescéncia da sonda ANTS pelo DPX.

A andlise de extravasamento de contetdo aquoso permitiu verificar que o
virus da Dengue fusionou de maneira eficiente com lipossomos livres de
receptores, contendo colesterol e fosfolipidios, indicando que a interagdo com
0 receptor ndo parece ser um mecanismo necessario para a fusdo (nos ensaios

in vitro) (Figura 17). Na presenca de diferentes concentragdes de colesterol, a
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fusdao mediada pelo virus da Dengue mostrou uma eficiéncia de 30 a 40%
(Figuras 17A e 17B). No entanto, quando reduzimos drasticamente o contetido
deste lipidio ndo verificamos uma interacdo significativa (Figura 17C).
Interessantemente, quando retiramos a esfingomielina da membrana alvo nao
percebemos alteracdes no processo de fusdo (Figura 17D). Estes resultados
sugerem um importante papel do colesterol na fusdo do virus da Dengue com

membranas artificiais.
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Figura 17: Fusao do virus da Dengue-2 com lipossomos (DPX/ANTS). A fusdo do virus
da dengue com diferentes lipossomos foi monitorada através da utilizagdo de vesiculas
marcadas com as sondas fluorescentes DPX/ANTS. Um pequeno volume pré-titulado de
MES 0,1 M e 4cido acético 0,2 M foi adicionado em um volume final de 0,7 mL para que o
pH final da solucdo fosse 5,5 a fim de induzir o processo de fusdo. A fusdo das vesiculas
resulta na liberagdo da supressdo da sonda ANTS monitorada em 523 nm, com excita¢dao
em 353 nm. As medidas foram realizadas a 37°C e sob agitacdo constante. A concentracdo
viral foi de 100 pg/mL. (A) PC: PE: SPM: CHO (1:1:1:1.5), (B) PC: PE: SPM: CHO
(1:1:1:3). (C) PC: PE: SPM: CHO (1:1:1:0.2), (D), PC: PE: CHO (1:1:1.5). As setas
indicam o momento da acidificacao das veiculas.

90



4.8 A reducao do conteiido de colesterol da célula hospedeira afeta a

infeccao pelo virus da Dengue

Conhecendo a importancia do colesterol no processo de fusdo do virus
da Dengue com membranas artificiais, decidimos avaliar o seu efeito em
células infectadas. Antes de verificarmos a importancia do colesterol na
infec¢do pelo virus da dengue, nés incubamos as células Vero com MBCD
para a retirada do colesterol e avaliamos a sua citotoxicidade sobre estas
células. O efeito da droga foi observado através do ensaio de MTT e a
viabilidade celular medida ndo difere significativamente do controle até a
concentracdo de 15 mM da droga (Figura 18A). Portanto, nés decidimos usar
10 mM da droga em nossos ensaios. Para demonstrarmos a eficiente deple¢ao
de colesterol pela MBCD, nés medimos o conteddo de colesterol da célula
apds o tratamento com a droga. Assim, a incuba¢do com 10 mM de MBCD
reduziu o conteido do colesterol celular em aproximadamente 50% (Figura

18B).
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Figura 18: Deplecao de colesterol de células Vero. (A) Células Vero aderentes foram
incubadas com as concentracdes indicadas de MBCD a 37°C por 30 min e submetidas a
andlise de viabilidade por meio do ensaio de reducdo de MTT. (B) Monocamadas de
células Vero foram incubadas com 5 ou 10 mM de MBCD a 37°C por 30 min (MBCD 5 ou
10 mM) ou foram incubadas com DMEM (Controle). As células foram entdo coletadas,
precipitadas e submetidas a determinacdo do conteudo de colesterol. A quantidade de

células utilizada foi de 10°.
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Figura 19: Efeito da deplecao de colesterol celular na infeccao viral. Monocamadas de
células Vero aderentes foram tratadas com MBCD 10 mM a 37°C por 30 min ou foram
tratadas com DMEM apenas, como controle. Apds o tratamento, a ciclodextrina foi
removida por sucessivas lavagens com PBS. As células foram entdo infectadas sob igual
MOI com o DENV-2 e coradas com solu¢do de cristal violeta 7 dias ap6s a infeccao.
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Recentemente, alguns trabalhos mostraram que a entrada e a replicacao
do virus da Dengue poderia ser inibida pela deplecao de colesterol (Lee e
cols., 2008). No entanto, demonstrou-se também que a infeccdo por este
mesmo virus poderia ser independente de colesterol (Umashankar e cols.,
2008). Assim, para investigar se o colesterol é essencial para a entrada do
virus da Dengue em células Vero, nos depletamos colesterol com 10 mM
MBCD e as infectamos com uma MOI de 1. Como demonstrado na figura 19,
a eficiéncia de infec¢do do virus da Dengue nestas células sofreu uma leve
queda de aproximadamente 35%. Estes resultados confirmam que a entrada do

DENYV ¢ dependente do conteudo de colesterol na membrana destas células.

4.9 A retirada do colesterol do envelope do virus da Dengue afeta a sua

infecciosidade e organizacao lipidica

Além de investigar a importancia do colesterol celular no ciclo de
infec¢do do virus da Dengue, nés decidimos também avaliar se o colesterol
presente no envelope viral desempenharia um papel crucial na infecciosidade
viral. Desta forma, o virus da Dengue foi tratado com 10 mM de MBCD por
30 minutos a 37°C, e verificamos uma significativa deplecdo do colesterol,

com redugdo de até 80% da concentragdo na membrana do DENV (Figura
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20A). A queda no conteddo de colesterol também se refletiu na infecciosidade
da particula viral, onde uma diminui¢do de até 3 logs foi verificada nas

amostras tratadas com a MBCD (Figura 20B).
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Figura 20: Avaliacio do contetido de colesterol presente no envelope do virus da
dengue e o efeito de sua depleciao sobre a infecciosidade viral. (A) A concentracdo do
conteido de colesterol presente no envelope lipidico viral foi determinada por ensaios
enzimaticos utilizando o kit de dosagem Amplex Red. Os virus foram tratados com 0 ou 10
mM de MBCD por 30 minutos a 37°C, quando entdo a droga foi retirada por centrifugacéo,
e estes ressuspensos em tampdo de reacdo. Os virus foram entdo incubados com Amplex
Red, a 37°C por 30 minutos. (B). O titulo viral foi determinado por ensaio de plaque e esta
expresso como unidades formadoras de placa/mL. Os virus foram tratados com O ou 10
mM de MBCD por 30 minutos a 37°C e em seguida centrifugados para a retirada da MBCD.

Visando avaliar o efeito da deple¢do de colesterol na membrana viral, o
virus DENV foi tratado com 10 mM de MBCD e teve o grau de fluidez de seu
envelope lipidico avaliado utilizando a sonda Laurdan (Figura 21). De fato, a
diminui¢do do conteddo de colesterol da membrana viral mostrou-se capaz de
desestrutura-lo, levando a bicamada a uma conformac¢ao mais desordenada,

como visualizado pelo desvio no espectro do Laurdan e pelos valores de GP

(Figuras 21A e 21B).

94



-
o
5

© 10 —~ B
[} R o
<§ )
® o8 g 0.84
s g
N
oT N
3R o6 S 0.64
oS g '
© E 0.4 O 0.4
O O o
T 2Z @
@ O
k-] 0.2 ®©
B N 0.2
E
c ©
2 0.0 °
£ o 0.0 . .
400 440 480 520 560 600 omMm 10 mM

Comprimento de Onda (nm)

Figura 21: Efeito da deplecio de colesterol do envelope viral do virus da DENV. O
virus purificado foi tratado com 0 (tracejado) ou 10 mM (cheio) de MBCD, por 30 minutos
a 37°C, quando entdo a droga foi removida por centrifugacdo e o virus incubado com 20
puM de Laurdan por 30 minutos. As amostras foram analisadas em fun¢do da fluorescéncia
(A), com excitagdo em 360 nm e emissdo de 380 a 600 nm, e do valor de polarizagdo
generalizada (GP) (B). Os experimentos foram realizados a 37°C, e a concentrag@o viral
utilizada foi de 100 pg/mL.
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4.10 A diminuicao do conteddo de colesterol das células Vero bloqueia a

liberacao do RNA viral

Sabendo que o colesterol € um lipidio importante nos eventos iniciais de
internalizac@o do virus da dengue, decidimos verificar o efeito da deplecdo de
colesterol de células Vero sobre o contetido de RNA viral intracelular ap6s 72
h de infec¢ao. Assim o RNA viral intracelular foi coletado e analisado por RT-
PCR em tempo real. Nossos resultados mostram que apds o tratamento das
células com 10 mM de MBCD ha uma queda de mais de 95% no contetido de
RNA viral, demonstrando que o colesterol celular parece ser um componente
importante ndo sO para a internalizacdo da particula, mas também para o

processo de replicacao (Figura 22).
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Figura 22: A deplecao de colesterol afeta a liberacao do RNA viral. Células Vero foram
tratadas com 10 mM de MBCD a 37°C por 30 minutos e incubadas com DEN (MOI=1) por
90 minutos. Apds 72 horas de infec¢dao, o RNA total foi isolado e analisado pelo ensaio de
RT-PCR para o RNA do DEN e GAPDH como descrito em “material e métodos”. (A) Gel
referente ao RNA viral (virus tratado ou ndo com MBCD) e do GAPDH. (B) Expressido
relativa do RNA viral das amostras tratadas ou ndo com MBCD.
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4.11 A infeccao pelo virus da Dengue afeta o metabolismo do colesterol

Os resultados descritos acima revelam e confirmam a importancia do
colesterol ndo s6 no processo de entrada da particula viral no interior da célula
hospedeira e na interacdo com lipossomos, mas também o seu efeito no
processo de replicacdo. Além disso, o colesterol presente no envelope viral
mostrou ser necessario para a infecciosidade da particula e na manutengao da
organizacdo da membrana. Por fim, decidimos analisar o efeito da infeccao
sobre a sintese de colesterol de novo no interior das células. Assim, células
Vero marcadas com acetato-"H foram infectadas com o virus da Dengue e
apos 72 horas de infec¢do a quantidade de acetato-'H incorporado nas novas
moléculas de colesterol sintetizadas a partir da infeccdo foram quantificadas
(Figura 23). Concomitantemente, também percebemos uma diminui¢do no
conteudo do colesterol esterificado. Apesar da importancia do colesterol em
varias etapas do ciclo replicativo viral, surpreendentemente, o virus da Dengue
ap6s 72 horas de infec¢do em células Vero induz uma diminui¢do na

biossintese de novo de colesterol.
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Figura 23: Efeito da infeccio sobre o biossintese de colesterol. Células Vero foram
adsorvivas com o virus da Dengue (MOI=1) e apés 90 minutos adicionou-se meio contendo
200 uCi/mL de *H-acetato. Apés 72 horas, os lipidios totais foram isolados e analisados em
uma cromatografia de camada fina para lipidios neutros (TLC). A cromatografia foi
exposta a uma tela que capta radiacdo ionizante e analisada em um Storm. (A) Imagem
ilustrativa da referente a incorporacao de tritio no colesterol e no colesterol esterificado. (B)
Andlise densitométrica referente as bandas do colesterol e colesterol esterificado de
experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho n6s buscamos avaliar a importancia do colesterol durante
o ciclo replicativo de dois importantes géneros virais: os flavivirus e os
alfavirus, avaliando o papel deste lipidio na manutencdo do envelope viral,
bem como os efeitos da infec¢do sobre o metabolismo de colesterol. Nossos
resultados mostram uma dependéncia da presencga deste lipidio no envelope
viral para a atividade bioldgica do virus Mayaro e do virus da Dengue.

Inimeros trabalhos descrevem a importancia do colesterol e
esfingolipidios para o processo de fusdo dos SFV e Sindbis (Kielian &
Helenius, 1984; Phalen & Kielian, 1991; Smit e cols., 1999; Lu e cols., 1999).
Assim como os alfavirus, os flavivirus também mostram uma certa
dependéncia de colesterol para o processo de fusdo, mas ndao tem sido
observado o mesmo para a esfingomielina (Corver e cols., 2000; Gollins &
Porterfield, 1986; Stiasny e cols., 2003). O colesterol e a esfingomielina
promoveriam a ligacdo a membrana alvo e a trimerizac¢ao da proteina de fusdo
presente no envelope viral (E1 - alfavirus, E — flavivirus) através do
grupamento 3-B-hidroxil destes lipidios (Bron e cols., 1993; Lu e cols., 1999;
Smit e cols., 1999; Corver e cols., 2000). No entanto, estes efeitos sao muito

mais pronunciados para os alfavirus do que para os flavivirus.
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Os resultados com o virus Mayaro mostram que a queda na
infecciosidade viral verificada por nds, se deveu, principalmente, a
permeabilizacdo do envelope viral promovida pela deplecao de colesterol apos
o tratamento com a ciclodextrina, revelando a importancia deste lipidio para a
manutencao da integridade da particula viral.

No entanto, a extensao na queda de infecciosidade se mostrou bastante
diferente quando comparamos os virus obtidos a partir de células de
invertebrados, que perderam apenas 15% da sua capacidade de infec¢ao apds
o tratamento com a mesma concentracio de MPBCD (25 mM) quando
comparado as particulas obtidas a partir de células BHK-21, onde verificamos
uma queda de quase 80% (Figura 8). E importante salientar que o contetido
inicial de colesterol j4 ¢ 10X menor nos virus provenientes de células de
mosquito. O percentual de retirada do colesterol € alto e leva a uma
concentracdo muitas vezes menor do que em células de vertebrados e ainda
assim essas particulas sdo estdveis e com uma pequena reducdo na
infecciosidade, 15%. Apesar de possuirem conteidos bastante diferentes de
colesterol (Figura 9), uma vez que as células de mosquito ndo sintetizam este
lipidio, provavelmente algum outro fator além do colesterol atue na
manutencdo do envelope viral. Virus crescidos em células de mosquitos

apresentam niveis de fosfolipidios baseados em etanolamina e colina de
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71,9% e 15,1%, respectivamente, além do baixo contetido de colesterol
(Luukkonen e cols., 1976). Ja virus crescidos em células de vertebrados
apresentam 23,2% de etanolamina e 58,9% de colina (Luukkonen e cols.,
1976). Se este alto conteido de etanolamina estiver presente no envelope das
particulas produzidas a partir de células de mosquitos, isso poderia conferir
uma resisténcia adicional ao envelope viral, visto que este fosfolipidio € capaz
de formar regides ordenadas e altamente compactadas no plano da membrana
(Polozov & Gawrisch, 2004). Além disso, a formagao de fase s6lido-ordenada
esta relacionada ao alto conteido de PE (fosfatidiletanolamina) e este
fosfolipidio apresenta baixa afinidade pelo colesterol (Huster e cols., 1998;
Silvius, 2003) e alta temperatura de transicao de fase gel-fluida (Niu e cols.,
2002). Recentemente, demonstrou-se para o virus Influenza que com o
conteudo reduzido de colesterol, temperatura ambiente e alta concentracdo de
PE a fase solido-ordenada poderia ser alcancada e que estas condi¢cdes seriam
importantes para a transmissao viral (Polozov e cols., 2008). Assim, um
interessante paralelo pode ser tragcado: virus crescidos a partir de células de
invertebrados podem apresentar um alto grau de ordem devido alto conteudo
de PE, baixo contetdo de colesterol e baixa temperatura (28°C), o que poderia

facilitar a transmissdo deste virus pelo artropode vetor. Experimentos iniciais
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obtidos por nés, demonstram a presenca de regides ordenadas no envelope de
particulas do virus Mayaro provenientes de células de invertebrados.

Além disso, interagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina no plano da
membrana ndo devem ser desprezados. O virus Sindbis quando se replica em
ambiente com alto conteido de colesterol € capaz de excluir uma proteina
celular chamada de CD-63 (proteina normalmente presente em endossomas
tardios) do seu envelope durante o brotamento a partir da membrana
plasmatica. Particulas que ndo contém esta proteina sdo 26 vezes mais
infecciosas do que as que a contém (Ng e cols., 2008). Nossos resultados nao
sdo suficientes para justificar se estes fatores sdo responsiveis pelo pouco ou
nenhum efeito da MBCD (25 mM) sobre o envelope lipidico nas particulas
obtidas de células de invertebrados (Figura 11). O colesterol presente na
membrana viral parece ser um importante componente para a manutencdo da
integridade da particula. A desestruturacdo viral promovida pela deplecdo de
colesterol foi também observada recentemente para o virus Influenza A
(Barman & Nayak, 2007), para o virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1
(HIV-1) e para o virus da Imunodeficiéncia de Simios (SIV) (Graham e cols.,
2003). No caso do HIV e do SIV a concentracio de MBCD usada pelos

autores foi muito maior do que a utilizada por ndés para se conseguir um efeito
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parecido, revelando um grau de compactacdao maior do envelope destes virus
ou uma menor estabilidade do envelope do Mayaro.

A andlise do conteudo de colesterol ainda presente na membrana viral
ap6s a incubacdo com concentragdes aumentadas de MBCD (25 mM) (Figura
9) pode sugerir que o colesterol presente no envelope da particula viral pode
estar em grupos diferentes. Estes dois grupos poderiam representar o
colesterol que estd fortemente associado com esfingomielina e proteinas
(microdominios de membrana) (grupo minoritdrio), portanto com mais
dificuldade de remoc¢ao e o segundo grupo, o colesterol com fraca associagao
com outras moléculas, livre no plano da membrana e de mais facil remocgao
(grupo majoritario) (Graham e cols., 2003). Esta observacdo sugere que na
membrana do virus Mayaro existiria microdominios de membrana
semelhantes aos “rafts lipidicos” e regides sem a presenca destes
microdominios, semelhante ao que acontece nas membranas celulares.
Curiosamente, o modelo de remogdo verificado nos virus obtidos a partir de
células de mosquito, células cujo conteido de colesterol é bem inferior,
mostra um padrdo diferente (Figuras 9A e 9B), assim como o titulo viral
(Figura 8B). A queda na infecciosidade verificada por nds correlaciona muito
bem com a permeabilizagdo viral, sugerindo que a infecciosidade da particula

€ quase que completamente perdida (decréscimo de 95%) (Figura 8A) apds a
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deplecdo do grupo minoritdrio de colesterol presente na membrana. Além
disso, os buracos formados na membrana sdo pontuais e nao destroem a
membrana de uma maneira geral (Figura 10G). Semelhante ao proposto para o
HIV e SIV (Graham e cols., 2003), o virus Mayaro poderia carregar em seu
envelope verdadeiras “placas de cisdao”. Estas placas poderiam representar os
“rafts” lipidicos presentes na membrana do virus que estariam envolvidos na
manutencdo da estrutura viral e na fusdo da particula com a sua célula
hospedeira. Apesar dos nossos resultados nao nos permitirem afirmar se estes
pontos de permeabilizacdo seriam populados pelo colesterol do grupo
minoritirio e por conseguinte, os rafts presentes na membrana viral, os
resultados de GP apontam a grande organizacdo destas membranas e a
reducdo desta organizagdo (queda de GP) (Figura 16) correlaciona-se
diretamente com os efeitos observados na particula e de perda de
infecciosidade. Desta forma, podemos sugerir fortemente a presenca de
dominios de membrana nestes envelopes virais. E importante salientar que a
queda na infecciosidade apds a remocao do colesterol € provavelmente devido
a uma combinacdo de fatores: perda de colesterol associado a particula,
inibicdo da fusdo, perda do RNA viral e destruicdo de algumas particulas. A

presenca de regides altamente especializadas em membranas virais também ja
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foi visto para o HIV e para o virus do Sarcoma de Rous (Graham e cols.,
2003; Craven e cols., 1995).

Os experimentos de microscopia de forca atdmica nos mostraram
alteracdes nas dimensdes e no volume da particula viral sugerindo que a
permeabilizacdo promovida pela deplecao do colesterol do envelope viral
induziria a formacdo de buracos que funcionariam como ponto de escape de
componentes internos da particula (Figura 13 e Tabela 1). De fato, nas
amostras tratadas com MBCD (25 mM) verificou-se uma quantidade de RNA
viral livre muito maior que nas particulas integras (Figura 14). No6s ndo
sabemos se além do material genético viral, algum outro componente interno
da particula € extravasado.

A presenca de um alto conteido de colesterol na membrana dos
alfavirus pode ser justificada pela necessidade deste lipidio para o eficiente
brotamento a partir da membrana plasmdtica da célula hospedeira (Lu e cols.,
1999; Marquardt e cols., 1993). De uma maneira geral, a composi¢ao lipidica
da membrana viral reflete a da célula hospedeira. Apesar de algumas células
apresentarem uma razao molar de colesterol/fosfolipidios proximas a 1 (Van
Meer e cols., 2008), a razdo nas particulas de alfavirus isoladas de células de
vertebrados €, algumas vezes, maior que a verificada na membrana plasmatica

(Laine e cols., 1973; Renkonen e cols., 1971). Essas observagdes poderiam
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sugerir que o brotamento dos alfavirus poderia ocorrer em regides de
microdominios de membrana (rafts). Alguns outros virus que apresentam um
alto conteudo de colesterol em sua membrana (Lenard & Compans, 1974;
Nayak & Barman, 2002) selecionam dominios ordenados durante o seu
brotamento através da membrana plasmadtica (Scheiffele e cols., 1999). No
entanto, experimentos realizados com o SFV sugerem que as proteinas do seu
envelope ndo se associam com DRM (Detergent-Resistant Microdomains) (Lu
& Kielian, 2000), diferentemente do observado para outros virus, tais como
influenza (Nayak & Barman, 2002) e HIV (Zheng e cols., 2003), cujas
glicoproteinas de envelope ja foram mostradas associar-se com microdominios
lipidicos.

Contudo, as andlises espectrais de emissao de fluorescéncia da sonda
Laurdan e os valores de GP obtidos por nds indicam a presenca de uma fase
liquido-ordenada no envelope do virus Mayaro (Figura 15), a qual ¢é
convertida em liquido-desordenada pela deplecdao de colesterol da membrana
viral, sugerindo que tal lipidio esteja relacionado a manutenc¢ao de um elevado
grau de ordem nesta estrutura. Estes resultados corroboram a idéia da
existéncia de “placas de cisdo” e de grupos de colesterol presentes no
envelope viral. A determinacdo da organizacdo de membrana através da

polarizacdo generalizada do Laurdan mostra uma vantagem intrinseca deste

107



marcador de se distribuir igualmente no plano da membrana, entre as fases
fluidas e condensadas, e ndo se associar especificamente com dcidos graxos ou
fosfolipidios (Bagatolli e cols., 2003).

E importante salientar que ndo devemos excluir a possibilidade de que a
alta densidade de proteinas no envelope, caracteristica dos alfavirus, possa
contribuir para a existéncia deste alto grau de organizacdo. De fato, estudos
anteriores demonstram que a microviscosidade aumentada dos alfavirus
parece ser o resultado da interacdo das proteinas virais com os lipidios
celulares selecionados durante o brotamento (Sefton & Gaffney, 1974; Moore
e cols., 1976). Similar ao observado por nos para o virus Mayaro, o envelope
do virus SFV também € altamente organizado (Scheiffele e cols., 1999),
sugerindo que esta possa ser uma caracteristica geral dos membros deste
género.

Nossos resultados sugerem a incorporacdo de dominios liquido-
ordenados no envelope do virus Mayaro durante o seu processo de brotamento
através da membrana plasmadtica. De fato, o processo de brotamento dos
alfavirus a partir da membrana plasmética é dependente de colesterol (Lu &
Kielian, 2000), embora as glicoproteinas de envelope ndo se associem com
DRMs (detergent-resistant microdomains) (microdominios resistentes a

detergentes) purificadas a partir de lipossomos, mas interagem com DRMs
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isoladas a partir de células vivas (Sousa Jr e cols., 2009). Além disso, a
glicoproteina E2 do envelope dos alfavirus sofre uma modificacdo pos-
traducional onde sdo inseridos acidos palmiticos nos residuos de cisteina de
E2 proximos ao C-terminal (Ryan e cols., 1998). Esta palmitoilagdo ¢é
extremamente importante para o enderecamento da proteina para a membrana
plasmética e para o processo de brotamento (Ivanova & Schlesinger, 1993). O
fato é que a palmitoilagdo de proteinas € um sinal de enderecamento para
regioes altamente ordenadas, rafts, presentes na membrana plasmética. Além
disso, a palmitoilagdo de E2 fornece uma ancora lipidica que pode servir como
ponto de ligacdo para outras cadeias lipidicas saturadas e colesterol quando a
E2 estd na membrana antes do brotamento aumentando a estabilidade viral
como proposto para HA (Polozov e cols., 2008). Assim € provavel que o alto
grau de ordem verificado no envelope do virus Mayaro possa ser proveniente
destas regides. Uma possivel funcdo para essa estrutura ser tdo altamente
empacotada seria provir uma rigida estrutura de encapsulamento a fim de
proteger o nucleocapsideo viral do meio extracelular e/ou dar suporte as
alteracOes conformacionais protéicas que ocorrem durante a entrada do virus
na célula hospedeira, além de aumentar a infecciosidade da particula viral.
Desta forma, sabendo que o envelope do virus Mayaro € altamente

ordenado, nés decidimos avaliar o grau de ordem nas células infectadas com
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este virus. Para isso utilizamos a sonda Laurdan nas células infectadas para
monitorarmos possiveis mudancas. O uso desta sonda para monitorar o grau
de ordem em membranas biolégicas é de grande valia, pois suas propriedades
espectroscopicas nao sao influenciadas pela ligacao de moléculas na superficie
da célula, tais como lipoproteinas, além de sua fluorescéncia em dgua ser
desprezivel (Bagatolli e cols., 2003; Tricerri e cols., 2002). O nimero de
pixels que apresentam um dado valor de GP é uma indicacdo da area de
superficie de uma célula ocupada por aquela populacdo especifica. Estudos
anteriores estimam que 35% da superficie da célula é coberta por dominios de
rafts (Prior e cols., 2003). Em macrofagos esta area pode variar de 29 a 45%
(Gaus e cols., 2003). Em outras células, tais como fibroblastos, onde o
conjunto de regides ricas em rafts € menos visivel, a drea de superficie das
imagens de GP pode ser subestimada. E importante salientar que estes valores
referem-se a area total das células, enquanto 0s nossos remetem apenas a um
plano. Assim, decorridos 4 horas de infec¢ao verificamos um aumento na drea
da superficie das células infectadas que apresentam maior valor de GP, ou
seja, grau de empacotamento. O valor percentual médio da darea
correspondente a regides altamente ordenadas para a superficie das células
controle foi em torno de 52%. Este valor chega a quase 80% apds 4 horas de

infec¢do. Esta alteracdo foi confirmada através da andlise dos histogramas
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(Figura 16E) onde percebemos o deslocamento da distribui¢ao para regides de
maiores valores de GP, o que corresponde, de fato, a um aumento de regides
ordenadas. Mas o que poderia levar a este aumento de ordem? Duas
possibilidades sdo possiveis: 1) o trafego de proteinas virais para a membrana
celular para o consequente brotamento da particula poderia aumentar a ordem
desta estrutura através de interacoes das proteinas virais com lipidios
especificos da membrana, semelhante ao que aconteceria no envelope viral. O
fato € que a area de superficie do envelope viral € muito menor e mais
compacta do que a membrana plasmatica. No entanto, as glicoproteinas recém
sintetizadas comecam a chegar a membrana plasmatica 4 horas apds o inicio
da infeccdo (Ritkin & Quigley, 1974), tempo no qual percebemos as maiores
alteracdes no grau de empacotamento da membrana. 2) o virus poderia levar a
um aumento na biossintese de colesterol nas células infectadas. De fato,
experimentos 1niciais nossos apontam para esta possibilidade. Células
infectadas com virus Mayaro parecem ter aumentada a biossintese de
colesterol apds 4 horas de infeccdo. A vantagem para este aumento no
conteudo de colesterol parece estar intimamente ligada ao processo de
brotamento da particula viral e a sua infecciosidade. O alargamento da
distribui¢do de pixels dos histogramas apds 1 h e 4 h de infec¢do sugere um

aumento na heterogeneidade da membrana quanto a presenca de regides com
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diferentes niveis de organizagdo. Assim, decorridas 1 h de infecgdo
percebemos um desvio dos histogramas para valores altos de GP, mas com
uma populacdo mais heterogénea. Apos 4 h de infecgdo a populagdo volta a
ficar mais homogénea e com um GP maior que as células controle (Figura
16E). Mesmo sabendo que o colesterol € um dos principais fatores
relacionados a ordem de membranas, nds ndao podemos excluir a possibilidade
que outros fatores, tais como proteinas celulares e virais possam agir em
conjunto com o colesterol neste aumento do grau de empacotamanto da
membrana. Experimentos estdo sendo realizados a fim de verificarmos o
efeito da infec¢do sobre a via do mevalonato nao apenas na sintese e controle
do metabolismo de colesterol, mas também na producdo de proteinas
preniladas.

Recentemente, demonstrou-se que o virus sindbis que se propaga em
um ambiente com alto conteudo de colesterol é 26 vezes mais infeccioso (Ng
e cols., 2008). De uma forma ou de outra, o fato € que ha um aumento no grau
de ordem da membrana nas células infectadas e isto pode ter profundas
implicacdes nos processo de sinalizacdo intracelular, principalmete nas
cascatas de sinalizacdo induzidas por interferon. Esta citocina se liga a uma
grande variedade de receptores presentes na membrana e induz a ativagao de

fatores transcricionais que poderdo funcionar como antivirais (Platanias,
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2005). Assim, o virus pode modular a fluidez da membrana como um sistema
de evasdo imune. A regulagdo celular na replicagdo dos alfavirus ¢é
completamente desconhecida e mais estudos precisam ser feitos a fim de
elucidar um pouco mais como os virus passam a regular alguns eventos
metabolicos celulares.

Por fim, os nossos resultados com o virus da dengue revelam certa
dependéncia do colesterol, ainda que em menor grau quando comparamos
com o virus Mayaro, para o processo de infec¢do. Os ensaios de mistura de
conteddo aquoso e de infecciosidade sugerem a necessidade deste lipidio para
o processo de fusdo (Figuras 17, 18 e 19). Apesar disso, recentemente
demonstrou-se que o colesterol pode nédo ser tao necessario para o processo de
internalizacdo (Umashankar e cols., 2008). Nesse estudo os autores utilizaram
uma linhagem celular de invertebrados (C6/36), que possui caracteristicas
diferentes das células de vertebrados (Vero) utilizadas em nossas analises.
Além disso, ja foi demonstrado que para o virus Sindbis o processo de
internalizacdo e de replica¢do nestas mesmas células pode ser independente de
colesterol e do baixo pH (Hernandez e cols., 2001). Portanto, os resultados
apresentados por nds revelam a dependéncia de colesterol no processo de
replicacdo. Este fato também j4 foi comprovado recentemente em outro estudo

(Lee e cols., 2008).
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Apesar da grande semelhancga estrutural entre as proteinas de fusdo dos
flavivirus e alfavirus, de possuirem o mesmo mecanismo de ativagdo e da
organizacao icosaédrica destas proteinas no envelope viral a dependéncia de
esfingomielina para o processo de fusdo, caracteristica marcante nos alfavirus,
ndo € compartilhada pelos flavivirus (Figura 17). Experimentos com o virus
TBE também mostram esta independéncia de esfingomielina (Stiasny e cols.,
2003). Estudos com SFV sugeririam uma dependéncia de caracteristicas
especificas de esfingolipidios e uma concentracdo muito baixa ja seria
suficiente para permitir uma fusdo eficiente. Desta forma, sugere-se que os
esfingolipidios atuariam como um cofator na fusdo, possivelmente mediando a
mudanca conformacional de E1 (Nieva e cols., 1994). No entanto, estudos
recentes demonstram que ndo apenas colesterol, mas também esfingolipidios
estariam envolvidos na ligacdo do SFV a membrana de lipossomos (Waarts e
cols., manuscrito em preparacdo). Desta forma, ao contrario do sugerido
anteriormente (Nieva e cols., 1994), o papel do colesterol e dos esfingolipidios
na fusdao ndo podem ser separados. Assim, mesmo apresentando uma grande
homologia estrutural as proteinas de fusdo diferem na necessidade de
esfingomielina para tal processo e o papel desempenhado por este lipidio na

fusdo dos alfavirus parece nao ser necessdrio para os flavivirus.
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Como demonstrado anteriormente para outros virus, o colesterol
presente no envelope do virus dengue também desempenha um papel
importante na manutencdo da estrutura viral e na infecciosidade.
Curiosamente o processo de brotamento do dengue ocorre a partir do reticulo
endoplasmaético (Mackenzie e cols., 2001), cuja composicao lipidica difere da
verificada na membrana plasmdtica. A razdo -colesterol/fosfolipidios na
membrana do reticulo é de aproximadamente 0,15 enquanto na plasmatica
aproxima-se de 1 (Van Meer e cols., 2008). No entanto, o grau de
infecciosidade € praticamente o mesmo quer o colesterol seja retirado da
membrana plasmatica da célula (Figuras 19) ou do envelope viral (Figura 20).
Outro fato curioso € que mesmo brotando de uma regido com uma baixa razao
colesterol/fosfolipidios a membrana viral apresenta um alto grau de ordem
(Figura 21). Este alto grau de empacotamento diminui apenas apds o
tratamento com a ciclodextrina, mostrando que no envelope do virus da
Dengue possa existir a presenca de dominios ordenados. Recentemente,
demonstrou-se que o virus do oeste do Nilo era capaz de modular o trafego de
colesterol celular para as regides perinucleares, ou seja, locais onde estdo o
reticulo endoplasmatico e ocorre a replicacdo e a montagem da particula viral

(Mackenzie e cols., 2007). Assim, este baixo contetido local de colesterol em
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células normais poderia ser aumentado durante a infeccdo e explicaria o alto
grau de empacotamento da membrana do virus da dengue.

O colesterol se mostrou importante nao apenas nos eventos iniciais que
levam a internalizacdo da particula, mas também no processo de infec¢do
(Figura 22). O contetido de RNA viral verificado ap6s 72 horas de infec¢ao foi
reduzido em 95%, mostrando a importancia deste lipidio para o processo de
replicacdo. N6s ndo podemos excluir a possibilidade da quantidade de
particulas interiorizadas sejam menores que as da célula ndo tratada.
Experimentos estdo sendo realizados a fim de esclarecermos esta davida. O
alto conteudo de colesterol também poderia modificar o processo de liberagao
do material genético viral (Lee e cols., 2008). Assim, parece que existe um
controle rigido no conteddo de colesterol celular a fim de potencializar a
infecgdo.

No entanto, apesar de toda a importancia do colesterol ndo s para a
manutencdo do envelope viral, mas também em vdrias etapas do ciclo
infeccioso, surpreendentemente a infec¢do pelo virus da dengue induz uma
diminuicdo na sintese de novo deste lipidio (Figura 23). Além disso, uma
importante proteina da via do mevalonato, 3-hidroxi-metilglutaril-CoA
redutase (HMGCR), tem sua expressao aumentada em células infectas com o

virus do Oeste do Nilo (Mackenzie e cols., 2007). Entretanto, o conteido de
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colesterol nas células infectadas nao foi avaliado. Contudo, um recente estudo
pode nos ajudar a explicar este estranho paradoxo (Fink e cols., 2007).

Uma das proteinas que sao superexpressas durante a infec¢ao pelo virus
da dengue chama-se viperina (virus inhibitory protein, endoplasmatic
reticulum associated, interferon inducible) (Fink e cols., 2007). Estes mesmos
autores mostraram que esta proteina possui uma acao antiviral contra o virus
da dengue impedindo a sua replicagdo. No entanto, eles ndo conseguiram
demonstrar como a viperina inibiria a replicagdo do virus. Um outro estudo
mostrou que esta mesma proteina foi capaz de inibir o brotamento do virus
influenza através da ruptura dos microdominios de membrana pela diminui¢ao
da atividade da FPPS (farnesil difosfato sintase), € com consequente aumento
da fluidez da mesma (Wang e cols., 2007). Esta enzima participa da via do
mevalonato convertendo geranil-PP a farnesil-PP. O farnesil difosfato
formado € precursor de inumeros metabdlitos essenciais, incluindo dolicdis,
heme-A, ubiquinona, carotendides, proteinas preniladas e esterdis, dentre eles
o colesterol (Bellés e cols., 2005). Assim, nas células infectadas com o virus
da dengue ha uma diminui¢do na sintese de colesterol de novo provavelmente
devido ao efeito inibitorio da viperina sobre a FPPS, diminuindo a quantidade
de farnesil difosfato para a sintese de colesterol. De fato, experimentos iniciais

revelam que hd uma diminui¢do no grau de empacotamento da membrana nas
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células infectadas pelo virus da Dengue. Assim, seria interessante avaliar este
efeito da infeccdo no hospedeiro vetor, 0s mosquitos, uma vez que nos insetos
o farnesil difosfato serve como intermedidrio para a sintese de hormoénios
juvenis (Bellés e cols.,, 2005). Além disso, iniciaremos testes com
bisfosfonatos, classe de drogas usadas em doengas nos 0ssos e neoplasias, que
sdo inibidores da FPPS.

De uma maneira geral, os resultados apresentados aqui revelam a
importancia do colesterol na manutencao da estrutura viral, tanto em alfavirus
quanto em flavivirus, e no processo replicativo destes virus. Estas observacgoes
tém importancia fundamental para o entendimento das interagdes virus-célula
com potenciais implicagdes terap€uticas. Os alfavirus e principalmente os
flavivirus exploram a maquinaria envolvida na regulacdo de colesterol celular
para seu proveito. Compostos que atenuem os efeitos de enzimas
colesterogénicas podem fornecer uma importante ferramenta antiviral contra

essas duas familias de arbovirus
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ABSTRACT

Alphaviruses are enveloped viruses that enter host cells through receptor-mediated
endocytosis. The subsequent fusion of the viral envelope to the endosomal membrane is
triggered by low pH and requires the presence of both cholesterol and sphingolipids in the
target membrane. In addition, there seems to be a cholesterol requirement for efficient virus
budding from the cellular plasma membrane, which results in a high loading of this lipid on
the viral envelope. In this study, we have examined the role of cholesterol present in the
Mayaro virus envelope on viral structure and viability. The pretreatment of virions with
methyl-B-cyclodextrin efficiently depleted envelope cholesterol and significantly reduced
Mayaro virus infectivity. Negative-staining electron microscopy and atomic force microscopy
analysis revealed that envelope cholesterol depletion markedly affected viral morphology by
permeabilization of the viral membrane, suggesting that this lipid plays a role in the
maintenance of viral particle integrity. Analysis of Laurdan fluorescence allowed us to
investigate the effect of treatment with methyl-B-cyclodextrin on the lipid-packing of the viral
envelope. Our results demonstrate for the first time a relationship between the cholesterol
present in an alphavirus and the high degree of organization in its envelope, highlighting

cholesterol as a critical structural component for alphavirus particle integrity and infectivity.
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INTRODUCTION

Viral infection is a complex process that includes many steps and interactions of viral
components with different cellular structures. The entry step is a critical early event of the
infection cycle, and for enveloped viruses, it relies on the fusion of the viral envelope with
either the endosomal or plasma membrane of the cell. Moreover, the lipid composition of both
the viral envelope and host cell membrane plays an important role in viral infection.

Mayaro virus (MAYV) is a member of the genus Alphavirus in the family
Togaviridae. MAYYV is widespread in South America in an endemic manner, and its infection
results in a dengue-like acute febrile illness (31, 42). Although most cases of infected humans
are generally sporadic, the possibility of MAY'V to infect and be transmitted by Aedes aegypti
seems to point to a rise in this disease, which is considered one of the major emerging
diseases in the neotropics (43).

Alphaviruses are enveloped arboviruses that enter host cells by receptor-mediated
endocytosis (39). The process of genome release occurs after fusion between the viral
envelope and the endosomal membrane, a reaction that shows a strong dependence on
cholesterol in the target membrane, as exemplified by Sindbis virus (SINV) and Semliki
Forest virus (SFV), prototypes of the genus, when infecting mammalian cells (30, 37). The
envelope is acquired during the process of budding, which occurs at the host cell plasma
membrane, and is also highly dependent on the presence of cholesterol in this cellular
structure (20, 24), resulting in a high loading of this lipid on the viral envelope. These viruses
are maintained in nature by replicating alternately in a hematophagous arthropod (usually a
mosquito) and a vertebrate host (39).

Many other viruses also show a cholesterol requirement in either the envelope or the

endosomal/plasma membrane (or both) for infection. Influenza virus type A and human
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herpesvirus 6 (HHV-6) infectivity is notably affected by cholesterol depletion from their
envelopes (15, 40). Vaccinia virus (VACV) and varicella-zoster virus (VZV) show a
requirement of cholesterol in the plasma membrane for efficient penetration into the host cell
(7, 13). Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and herpes simplex virus type 1
(HSV-1) entry has also been shown to require cholesterol, in both the target and viral
membranes (3, 5, 6, 11, 12, 44). This cholesterol requirement may involve the participation of
raft domains in the infection process.

Since alphaviruses isolated from vertebrate cells have already been shown to have a
high cholesterol content in their envelopes (18, 34), we examined the role of cholesterol in
the MAYV envelope using methyl-B-cyclodextrin (MBCD). MBCD is a derivative of a cyclic
oligomer of glucose with a lipophilic property, and it is known to extract cholesterol out of
lipid membranes (16, 32). Our results demonstrate that MBCD efficiently depleted envelope
cholesterol and significantly reduced MAYV infectivity in a dose-dependent manner. We
show that the MAYV envelope presents a high degree of lipid organization and that the
disruption of this organization by cholesterol depletion markedly affects virus morphology
and envelope lipid-packing. For the first time, the influence of cholesterol molecules on the
organizational degree of the alphavirus envelope is assessed, and a relationship between the

organization of envelope lipids and particle structural stability is observed.
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MATERIALS AND METHODS

Cells and virus

Baby hamster kidney (BHK-21) and African green monkey kidney (Vero) cells were
maintained and propagated as monolayers in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 3% tryptose phosphate (Difco, Detroit, MI, USA), 100 U
penicillin/mL and 100 pg streptomycin/mL (Gibco, Carlsbad, CA, USA) and grown at 37°C
in a 5% CO; incubator. Mayaro virus (VR-1277) was obtained from the American Type

Culture Collection (Manassas, VA, USA).

Virus propagation and purification

Mayaro virus was propagated in BHK-21 cells for 48 h at 37°C. The virus was purified
as described previously (25) with some modifications. After propagation, the supernatant was
collected and cleared of cellular debris at 8,000 rpm for 20 min at 4°C in a RPR 12-2 rotor.
The supernatant was applied on a 30% sucrose cushion and centrifuged in a Beckman 45 Ti
rotor at 32,000 rpm for 1 h 40 min at 4°C. The pellet was suspended in TNE buffer (10 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA), layered onto a discontinuous 5-50% sucrose density
gradient and centrifuged at 30,000 rpm for 1 h 30 min at 4°C in a Beckman SW 41 rotor.
Virus fraction was identified by reading the optical density of the fractions collected from the

gradient at 260 and 280 nm. Purified virions were maintained at 4°C.
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Cholesterol depletion

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) was purchased from Sigma. Cholesterol depletion
from the viral envelope was performed by incubating viruses at a concentration of 100 pug
viral proteins/mL with the indicated concentration of MBCD for 30 min at 37°C. After
incubation, cyclodextrin was removed by centrifugation on a 100,000 MWCO Microcon filter

(Millipore, Billerica, MA, USA).

Cholesterol content measurement

The cholesterol content was determined using an Amplex Red cholesterol assay kit
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) according to the manufacturer’s instructions. For the
measurement of viral envelope cholesterol content, virus (100 pg/mL) was concentrated by
centrifugation on a 100,000 MWCO Microcon filter, resuspended in Amplex Red reaction
buffer and analyzed on a SpectraMax M5 plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) operated in fluorescence mode, using an excitation wavelength of 544 nm and an

emission wavelength of 590 nm.

Virus titer determination

Virus titer was determined by plaque assay in Vero cells. Briefly, confluent
monolayers of Vero cells on multiwell plates were infected with serial dilutions of Mayaro
virus and incubated for 60 min at 37°C in a 5% CO, incubator. After this period, non-
adsorbed virus was removed, and a semisolid medium (1.6% carboxymethylcellulose in
DMEM) was added. Plates were left at 37°C in a 5% CO, atmosphere for 48 h. After the
removal of semisolid medium, the cells were stained with 1% crystal violet and plaques were

counted.
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Negative-staining electron microscopy

Virus samples were prepared for negative-staining electron microscopy by placing
them onto a Formvar-coated hexagonal (300-hex) Cu grid, standing for 1 min, and immediate
staining for 1 s with 2% aqueous uranyl acetate. After a drying period, the grid was viewed on
a Morgani electron microscope (FEI Co., Hillsboro, OR, USA) operated at 100 kV. After
scanning the negatives, images were processed with Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.,

Mountain View, CA, USA).

Atomic force microscopy

Virus samples were prepared for atomic force microscopy by placing them onto a
freshly cleaved mica surface, allowing them to adsorb for 5 min and then fixing them with
0.5% glutaraldehyde for 20 min. After a drying period under N, stream, the mica surface was
analyzed on a MFP-3D Asylum Research atomic force microscope (Santa Barbara, CA, USA)
using an AC240TS cantilever (Olympus, Tokyo, Japan) in intermittent contact mode with a
nominal spring constant of 2 N/m. Images were acquired in air, with 512 x 512 pixels of
resolution, at a 0.60 Hz scan rate. Image processing was performed by line-wise flattening
only. Since virus particles imaged by this technique were assumed to be ellipsoid, their
volumes were determined as V = 4(mabc)/3, where a, b and ¢ are the semi-axes of the

ellipsoid.

Analysis of leakage of viral RNA from samples treated with MBCD

Purified Mayaro virus (100 pg/mL) was treated with 25 mM MBCD as described
above. A control sample was maintained under similar conditions in the absence of the drug.
Subsequently, viral samples were centrifuged on Microcon PCR filters (Millipore),

resuspended in TE buffer (10mM Tris-HCl, ImM EDTA, pH 7.5) and incubated for 5 min at
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4° C with RiboGreen (Molecular Probes) according to the manufacturer’s instructions. After
that, the samples were analyzed using a spectrofluorimeter (ISS-PC, Champaign, IL, USA)

with an excitation wavelength of 480 nm and scanning emission from 500 nm to 600 nm.

Spectrofluorimetric analysis of Laurdan fluorescence

The packing level of Mayaro virus envelope was inferred by means of Laurdan (2-
dimethylamino-6-lauroylnaphthalene) (Molecular Probes) fluorescence. Briefly, viral samples
(100 pg/mL) were incubated with 20 pM Laurdan for 30 min at 4°C and analyzed in a
spectrofluorimeter PC1 (ISS). The samples were excited at 360 nm, and the fluorescence
emission was scanned from 380 to 600 nm. The assay was carried out at 37°C, under constant
stirring. Generalized polarization (GP) values were calculated as a function of the
fluorescence emission intensities at 440 and 490 nm, based on the following equation:

GPeorr = (Laa0) — G X Liaoo)) / (Iiaao) + G X Liagy),

where

G = (GPineo + GPineo X GPexp — 1 — GPexp) / (GPiheo) X GPexp — GPineo + GPexp — 1),
GPiheo corresponds to the known GP value of a standard solution of Laurdan in DMSO at
22°C (0,207), and GPe, corresponds to the experimentally determined GP value of the

standard solution (10).
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RESULTS

Treatment of MAYV with MBCD to deplete cholesterol significantly reduces
virus infectivity. As a first measure of the importance of envelope cholesterol in Mayaro
virus infection, we treated purified virions with two different concentrations of MBCD for 30
min to promote cholesterol depletion. Exposure to MBCD resulted in a dose-dependent
inhibition of Mayaro virus infectivity, as measured by plaque assays (Fig. 1). Upon addition
of 10 mM MPBCD, there was a drop of ~3 logs in the virus titer. The decrease in virus
infectivity was even more pronounced with an MBCD concentration of 25 mM, where the
virus titer was decreased by ~7 logs, which almost completely abolished virus infectivity. To
prevent the effects of MBCD on cellular membranes, virions were subjected to centrifugation
on a Microcon filter to remove the cyclodextrin before adding them to cells. This procedure

did not affect virus titer (data not shown).

MBCD efficiently removes cholesterol from the MAYYV envelope. We next assayed
the relative depletion of MAYV envelope cholesterol mediated by MBCD treatment. Purified
MAYYV was treated with either 10 mM or 25 mM of MBCD for 30 min to promote cholesterol
depletion as described above for the infectivity assays. The cholesterol content was
determined using a cholesterol assay kit (Fig. 2). MAYV showed a dose-dependent decrease
in envelope cholesterol content. Most of the cholesterol (~85%) was removed by treatment
with 10 mM MPBCD. Treatment of virus particles with 25 mM MBCD removed an additional

10%, making up a total of ~95% of the cholesterol depleted from the viral envelope.

Cholesterol depletion from the MAYYV envelope significantly affects viral

structure. In order to examine the effects of cholesterol depletion on viral structure, MBCD-
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treated and mock-treated virions were initially subjected to negative-staining electron
microscopy (Fig. 3). As revealed, cholesterol depletion led to morphological alterations of the
virus particles. Treatment with 10 mM MPBCD caused mild changes characterized by a
destabilization of the envelope of the virions (Fig. 3B) expressed by loss of its tight fit over
nucleocapsids, leading to an irregular virion shape. Much more drastic changes were observed
for particles treated with 25 mM MBCD, evidenced by a strong permeabilization of the viral
membrane in the virions, where a more electron dense area inside the virus particles was
observed (Fig. 3C). This alteration is more clearly evidenced in the particle indicated by the
arrow in Fig. 3C, showing the formation of a large gap in its envelope. The arrow points to the
exit of an amorphous material (which may include the viral RNA) through this gap. In a
general way, virus particles exposed to 25 mM MBCD seemed to be “empty”, as represented
by the absence of the respective nucleocapsids in their insides (Fig. 3C). In support of this
observation, a more detailed analysis of the electron microscopy images obtained with this
MPBCD concentration revealed the presence of envelope-free nucleocapsid-like structures near
the permeabilized virus particles (data not shown).

The effects of cholesterol depletion on viral integrity were also evaluated by atomic
force microscopy (AFM) (Fig. 4). MAYV presents an icosahedral symmetry and a typical
diameter of ~70 nm (25), but virions imaged under this technique presented a collapsement,
given that its height is reduced while its length and width are increased (Fig. 4A and Table 1),
resembling an ellipsoid. This seems to be due to an artifact inherent to virus particle
immobilization onto the mica surface and was previously observed for other enveloped
viruses (26). However, there was a strong correlation between the images obtained by
negative-staining electron microscopy and AFM. Viral envelope destabilization with mild
morphological changes was observed with 10 mM MPBCD (Fig. 4B) while strong

permeabilization of the viral membrane with 25 mM MBCD was evidenced by the formation
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of “holes” in this structure (Fig. 4C, arrows). Moreover, MBCD treatment led to changes in
virus particle dimensions (Table 1), which resulted in a decrease of virus particle volume (Fig.
5), as measured from AFM images. This volume decrease is more evident following treatment
with 25 mM MBCD and is probably an outcome of leakage of internal components of the
virions, as suggested by the deposition of an amorphous material around them (Fig. 4C).

In order to test the hypothesis of RNA release from MAYV particles subjected to
treatment with 25 mM MBCD, we performed a test with RiboGreen, a fluorescent dye used in
the detection of nucleic acids, including both RNA and DNA. This probe is almost non-
fluorescent when free in solution, but it shows a large increase in quantum efficiency when
bound to nucleic acids, evidenced by the increase in the detected fluorescence intensity signal.
Purified Mayaro virus samples were treated with 25 mM MBCD and assayed for RiboGreen
binding (Fig. 6). A large increase in fluorescence intensity (Fig. 6, dashed line) was observed
when virus particles were treated with 25 mM MPBCD, confirming that RNA is accessible to
the fluorescent probe after treatment. Accessibility of RNA to RiboGreen may be caused by
either particle envelope permeabilization, exposing the nucleocapsid and then rendering the
RNA accessible to the probe through its fenestrations (39), or release of viral RNA due to
disassembly of exposed nucleocapsids, both conditions suggested by electron and atomic

force microscopy.

Treatment of MAYV with MBCD to deplete cholesterol perturbs envelope
organization. Given the high cholesterol content in the alphavirus envelope, we next
evaluated by Laurdan generalized polarization the possible occurrence of a highly ordered
phase in this membrane, as well as the effect of cholesterol depletion from this structure on its
degree of organization (Fig. 7). Laurdan is a fluorescent probe that detects changes in

membrane phase properties through its sensitivity to the polarity of its environment in the
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bilayer. Variations in membrane water content cause shifts in the Laurdan emission spectrum,
which is, for instance, blue-shifted with increasing membrane condensation as a consequence
of the exclusion of water molecules from the lipid bilayer (14). The quantification of
membrane order is achieved by the generalized polarization (GP) values that range from -1,
corresponding to the most fluid regions, to +1, corresponding to the most condensed ones (28,
10). Lipid phase boundaries for GP values have already been estimated by using liposomes
with lipid compositions similar to those of cellular membranes. In such liposomes, GP values
of <-0.05 and >0.55 represent membranes in fluid and gel phases, respectively, while GP
values between -0.05 and 0.25 and between 0.25 and 0.55 represent liquid-disordered/nonraft
and liquid-ordered/raft domains, respectively (9).

As shown in Fig. 7A, cholesterol depletion from the MAYV envelope led to a red-shift
in Laurdan emission spectrum of ~10 nm with 10 mM MBCD and ~15 nm with 25 mM
MBCD, indicating that cholesterol molecules are related to the maintenance of a certain
degree of organization in the MAYV envelope. Interestingly, the analysis of GP values (Fig.
7B) revealed the presence of a highly ordered phase in this membrane (GP value of ~0.50 for
control virus) that undergoes a significant disorganization as a function of MBCD treatment

(GP values of ~0.33 and ~0.25 for 10 mM and 25 mM MPBCD-treated virus, respectively).
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DISCUSSION

In this work, we examined the role of envelope cholesterol on Mayaro virus infection
and uncovered a striking requirement of this lipid for viral biological activity. The marked
drop in virus infectivity was likely due to the permeabilization of virus envelope promoted by
cholesterol depletion from this structure, suggesting that this lipid is an important component
for the maintenance of virus particle integrity. Our results show that envelope cholesterol
depletion changes the lateral organization of the envelope membrane leading to envelope
morphological changes and particle destabilization. Similar effects of cholesterol depletion
using higher concentrations of MBCD on influenza virus type A, HIV-1 and SIV were
reported previously (2, 11). The fact that Mayaro virus particle destabilization is caused by
lower concentrations of MPBCD suggests that alphavirus particles may be more dependent on
envelope cholesterol for its structural stability and infectivity. Although we observed some
structural changes in MAYV with lower concentrations of the drug, the more drastic effects
were only seen when 25 mM MPBCD was used. It is interesting to note that while treatment
with 10 mM MBCD removed most of the cholesterol (85%) present in the envelope, treatment
with 25 mM removed only an additional 10% (Fig. 2). Therefore, this small additional portion
seems to be critical for particle integrity. Laurdan fluorescence data (Fig. 7) show that the
virus particles present a highly ordered liquid phase envelope (GP = 0.49) on average, and
treatment with 10 mM MPBCD changes membrane organization to a low ordered liquid phase
(GP = 0.35). This change is accompanied by small structural effects as observed by
transmission electron microscopy (Fig. 3B) and AFM (Fig. 4B). When 25 mM MBCD is used,
the additional 10% cholesterol removed brings the membrane envelope close to the limit
between liquid ordered and liquid disordered phases (GP = 0.25). This seems to be enough to

cause a drastic morphological change with permeabilization of the particles and leakage of
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their internal components (Figs. 3C and 4C). The leakage of internal material from particles is
confirmed by the change in particle dimensions and volume as measured by AFM (Fig. 5,
Table 1). All these changes seem to lead to RNA release as observed by the increased
RiboGreen fluorescence emission after particle treatment (Fig. 6). The gradual removal of
cholesterol observed here is in agreement with the proposal by Graham and coworkers that
two different pools of cholesterol seem to be present in the membrane with different
susceptibility to removal by MBCD (11). Our results show that the final small amount of
cholesterol removed from the MAYV envelope membrane is responsible for the more drastic
changes, suggesting that this final cholesterol, which is harder to remove, is probably involved
in an important structural characteristic of the virus envelope that confers stability to the
particle. Since the loss of lateral organization correlates with the structural damage, we
speculate that this cholesterol is involved in raft-like structures present in the MAYV
envelope.

The presence of a high cholesterol content in the alphavirus envelope can be justified
by the well-established requirement of this lipid for efficient alphavirus budding through the
cellular plasma membrane (19, 20, 24). In general, the lipid composition of the viral
membrane resembles that of the host cell membrane. However, the molar ratio of cholesterol
to phospholipids in alphavirus particles isolated from mammalian cells is 1:1, which is much
higher than that for plasma membranes in general (18, 34). These observations, taken together
with our data showing the presence of a liquid-ordered phase in the MAYV envelope by
means of Laurdan generalized polarization, indirectly suggest that alphavirus budding may
occur through cholesterol-enriched (raft-like) domains. In fact, E1 and E2 envelope
glycoproteins undergo a post-translational processing where palmitic acid is attached to them
(39). This palmitoylation is extremely important to address E1 and E2 to the plasma

membrane and for the virus particle budding process (17). Palmitoylation of proteins is an
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addressing signal for highly ordered membrane regions, such as rafts, which are present in the
plasma membrane (4, 38). E2 palmitoylation provides a lipid anchor to other saturated chain
fatty acids and cholesterol when E2 is in the membrane just before viral budding, increasing
viral stability as proposed for HA (33). Thus, it is likely that the high degree of order found in
the envelope of Mayaro virus is a remaining characteristic from these regions providing a
rigid encapsulated structure that protects the viral nucleocapsid.

Determination of membrane organization through Laurdan generalized polarization
shows an intrinsic advantage: Laurdan distributes equally into fluid or condensed membranes
and does not associate itself with specific fatty acids or phospholipid head groups (1).
Therefore, GP values reflect the overall membrane structure and not a specific lipid or protein
composition (14). The presence of a high degree of order in the viral envelope was reported
previously for Influenza viruses (35), which are known for selecting raft domains during their
budding from the plasma membrane (41). Similar to what we observed for MAYV, Scheiffele
and coworkers showed that the SFV envelope is highly organized. Together, the previous
work and ours suggest that this may be a general characteristic of Alphavirus genus members
(35). Some viruses, such as the West Nile virus (WNV), can even modulate host cell
cholesterol homeostasis by up-regulating the biosynthesis of this lipid and redistributing it to
viral replication membranes (23). Although we have shown that cholesterol is involved in the
maintenance of the MAY'V envelope in a raft-like phase, we cannot exclude the contribution
of viral proteins to this high organization, since alphaviruses have a high density of proteins
embedded in their envelopes. Indeed, data from earlier studies indicate that the increased
microviscosity of alphavirus membranes appears to have a great contribution of the
interaction of the viral proteins with cellular lipids selected during virus budding (27, 36).
These highly ordered structures might be related to the maintenance of viral envelope

glycoproteins in a functional conformation, or even provide a rigid envelopment structure to
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protect the virion nucleocapsid from the extracellular milieu. Our data suggest that when this
organization is affected, the particle becomes unstable and more susceptible to disassembly.
The drop in infectivity observed here strongly suggests that the existence of lateral membrane
organization in virus particles is important for virus-cell interaction because of its importance
for particle stability and structure. The destabilization caused by cholesterol removal may be
mimicking the destabilization of the envelope that happens during virus particle entry into
host cells, leading to RNA release inside the cell after fusion. Further investigation is
necessary in order to evaluate this relationship.

The cholesterol requirement of alphavirus infection exhibits an interesting paradox.
The members of this genus, as arboviruses, use mosquitoes as vectors during their cycle in
nature. However, insects are cholesterol auxotrophs; i.e., they cannot synthesize cholesterol
(8). Thus, how alphaviruses deal with their dependence on cholesterol during the infection of
these cells remains unclear. A possibility is that cholesterol from the mosquito blood meal diet
allows the initial infection of this host by alphaviruses. Viruses grown in mosquito cells seem
to have a different composition with more ethanolamine-based phospholipids and a
cholesterol:phospholipid ratio of 1:6 (21, 22). Experiments are being carried out to further
elucidate the role of envelope and membrane cholesterol during infection by MAY'V isolated
from insect cells.

Altogether, our work shows for the first time that lateral organization is present in the
MAYYV envelope and is crucial for virus particle stability and infectivity. In the case of
particles isolated from mammalian cells, cholesterol seems to be a factor of great importance
for the maintenance of their structure, most likely because of its role in the formation of raft-
like lipid domains. Enveloped virus particles are naturally formed by the budding of virions
from different cell membranes. Thus, the viral envelope represents a portion of the membrane

just modified by virus particle assembly. Since cell membranes are very complex and difficult
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Effect of cholesterol depletion by MBCD on virus infectivity. Purified MAYV was
pretreated with 10 or 25 mM MBCD or mock-treated with PBS as a control. After treatment,
the virions were subjected to centrifugation on a Microcon filter to remove the cyclodextrin
before adding them to cells. Virus titer was determined by plaque assay in Vero cells and

expressed as plaque-forming units (PFU) per volume unit.

Fig. 2. Determination of relative cholesterol content of MBCD-treated virus. Purified
MAYYV was pretreated with 10 or 25 mM MBCD or mock-treated with PBS as a control. The
virions were then subjected to centrifugation on a Microcon filter and analyzed using a

cholesterol assay kit. The cholesterol contents were plotted based on fluorescence units.

Fig. 3. Effect of MBCD treatment on viral structure as assessed by negative-staining
electron microscopy. Purified MAYV was pretreated with 10 (B) or 25 (C) mM MBCD or
mock-treated with PBS as a control (A), prepared for negative-staining and then analyzed
under a transmission electron microscope. The arrow in Panel C indicates possible internal
components of a viral particle that seems to have extravasated through the clearly visible hole

in the particle envelope. Bars: 100 nm.

Fig. 4. Effect of MBCD treatment on viral structure as assessed by atomic force
microscopy. Purified MAYV was pretreated with 10 (B) or 25 (C) mM MBCD or mock-
treated with PBS as a control (A), allowed to adsorb onto a mica surface and then analyzed
under an atomic force microscope operated in intermittent contact mode. Arrows in Panel C

indicate holes in the viral envelope.
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Fig. 5. Determination of virus particle volume as a function of MBCD treatment. Virus
particle volume was determined using the dimensions obtained from AFM images showed in

Table 1. Volumes were calculated as for an ellipsoid, as described in Materials and Methods.

Fig. 6. Evaluation of the extravasation of the viral RNA after treatment with MBCD.
Purified MAYV was treated with 25 mM of MBCD. After the treatment, the viral particles
were centrifuged and incubated with RiboGreen for 5 minutes at 4°C and analyzed in a
spectrofluorimeter. The samples were excited at 480 nm and fluorescence emission was
acquired from 500 to 600 nm. The virus concentration was 100 pg/mL. Filled line: Mayaro

virus maintained in similar conditions to the treated virus, but without the presence of drug.

Dashed line: Mayaro Virus treated with 25 mM of MBCD.

Fig. 7. Influence of cholesterol depletion by MBCD on viral envelope organization. (A)
Purified MAYV was pretreated with 10 or 25 mM MPBCD or mock-treated with PBS as a
control. After treatment, the virions were subject to centrifugation on a Microcon filter to
remove the cyclodextrin before incubating them with 20 uM Laurdan. Samples were analyzed
on a spectrofluorimeter at 37°C by setting the excitation wavelength at 360 nm and scanning
the fluorescence emission from 380 to 600 nm. (B) Generalized polarization (GP) values were
calculated as a function of the fluorescence emission intensities at 440 and 490 nm, as

described in Materials and Methods.
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TABLE 1

Dimensions of Mayaro virus particles imaged by atomic force microscopy

Virus sample Length (nm) Width (nm) Height (nm)

Control 122.33 £2.72 100.25 + 2.63 20.75 £0.67
10 mM MBCD 126.11 £9.04 101.56 +4.40 19.44 +1.41
25 mM MBCD 95.22 £8.20 75.56 £7.28 18.89 + 1.04
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ABSTRACT

Dengue virus is an enveloped virus presenting icosahedral symmetry that belongs to
the Flavivirus genus and enters into host cells via receptor-mediated endocytosis followed
by fusion between the virus envelope and the endosomal membrane. Certain lipid classes
seem to contribute to the fusion event by their distinct chemical structure, composition and
partitioning into specific microdomains at the plasma membrane. In this work, we
evaluated the requirement of specific lipids to the fusion reaction of dengue virus serotype
2 (DENV-2) using a liposomal model loaded with ANTS/DPX. DENV-2 fused efficiently
with receptor-free liposomes consisting of phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine,
cholesterol and sphingomyelin, suggesting that the interaction with a specific receptor is
not required for fusion. However, the absence of cholesterol in this model blocked the
fusion event, while the lack of sphingomyelin was indifferent to the process. The effect of
cholesterol depletion from cell plasma membrane by methyl-B-cyclodextrin on virus
infection efficiency was investigated, and a requirement of this lipid to DENV-2 infection
of mammalian cells was also observed. Additionally, cholesterol depletion from DENV-2
envelope impaired virus infectivity, suggesting that there also seems to be a call for this
lipid in the donor membrane for an efficient virus entry into the host cell. As investigated
through analysis of Laurdan fluorescence, cholesterol depletion from DENV-2 envelope led
to an increase in the fluidity of this structure. Paradoxically, despite this cholesterol
requirement in both the target and donor membranes for virus entry, DENV-2 infection
seems to negatively modulate host cell cholesterol synthesis, as assessed through thin-layer
chromatography. Our results suggest that DENV-2 shows a differential requirement of host

cell cholesterol over its infection cycle.



INTRODUCTION

Dengue virus (DENV) is a member of the Flavivirus genus, Flaviviridae family,
and is an enveloped, positive-strand RNA virus. This genus comprises other viruses that
can cause severe human illnesses, such as yellow fever virus (YFV), West Nile virus
(WNYV) and tick-borne encephalitis virus (TBEV). The epidemics caused by dengue virus
has become a problem of global public health in the last few decades affecting more than
50 million people an year around the world, with children bearing much of disease burden
(WHO, 1997; Gubler, 2002).

The early events of DENV entry involve clathrin-mediated endocytosis, fusion with
the endosomal membrane and delivery of the RNA genome into the cytoplasm of the host
cell. The membrane fusion event is triggered by low pH in the endosomal vesicles and
leads to nucleocapsid delivery into the cytoplasm, where it disassembles releasing the
genome (Acosta et al., 2008; van der Schaar et al., 2007). Interestingly, DENV presents a
low efficiency of infection, where only 17% of the particles bound to cells have the
capacity to fuse to membranes (van der Schaar et al., 2007).

During flavivirus infection, the membrane structures and their lipid components
around the endoplasmic reticulum (ER) seem to act as sites for virus replication (Westaway
et al., 2002). Cholesterol is an essential component of mammalian cell membranes. These
cells obtain cholesterol by two mechanisms: by uptake of low-density lipoproteins (LDL)
or by synthesizing it de novo. Recent evidences suggest that the infection by WNV induces
the redistribution of cholesterol to viral replication membranes and an increase in the
expression of a key cholesterol-synthesizing enzyme, the 3-hydroxy-methylglutaryl-CoA

reductase (HMGCR) (Mackenzie et al., 2007). Cholesterol seems to be also involved in the



fusion reaction, since it is required for the low-pH inducible fusion of WNV and TBEV
with artificial target membranes (Gollins et al., 1986; Stiasny et al., 2005). Concerning the
requirement of this lipid, Lee and coworkers demonstrated that several steps in flavivirus
infection cycle could be inhibited by either removal or addition of cholesterol (Lee et al.,
2008). In this sense, cholesterol seems to be an important membrane component that may
affect the rate and efficiency of the production of flaviviruses at multiple steps.

The main goals of the present study were to investigate the effect of cholesterol
depletion from cellular plasma membrane on the efficiency of infection by dengue virus
serotype 2 (DENV-2) and evaluate the synthesis of cholesterol in the infected cells. We
also evaluated the role of cholesterol in the envelope of DENV-2 particles and its
importance for virus infectivity. Our data show that while DENV-2 entry is dependent on
the cholesterol content of both cellular and viral membranes, cholesterol molecules seem to
be less important after virus entry since a decrease of their de novo biosynthesis is observed
three days after infection. These data suggest that there are different requirements of

cholesterol during DENV-2 infection cycle.



MATERIAL AND METHODS

Cells and virus propagation/purification

African green monkey kidney (Vero) cells were maintained and propagated as
monolayers in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, SP,
Brazil) and 3% tryptose phosphate (Difco, Detroit, MI, USA) and grown at 37°C in a 5%
CO, incubator. Dengue virus serotype 2 (DENV-2, 44/2) was obtained from Fiocruz
(Fundagdo Oswaldo Cruz) and propagated and purified as previously described by Kuhn
and coworkers in 2002. Briefly, after propagation in Vero cells for 7 days at 37°C, the
supernatant was collected and cleared of cellular debris at 8,000 rpm for 20 min at 4°C in a
RPR 12-2 rotor. Once clarified, virus samples were added to PEG (40% of PEG in TNE
buffer, pH 7.6, consisting of 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA and 20 mM Tris). After standing
for 3 h at 4°C, the solution was centrifuged at 10,700 g for 50 min at the same temperature.
The precipitate was resuspended in TNE buffer, layered onto a density gradient of
potassium tartrate and glycerol (10-40% potassium tartrate and 7.5-30% glycerol) and
centrifuged at 130,000 g for 2 hours at 4°C. The concentration of viral proteins was

determined as described by Lowry and coworkers in 1951.

ANTS/DPX leakage assay

Virus-induced leakage of vesicle aqueous content was measured by using the

ANTS/DPX assay as previously described (Maia et al., 2006). Briefly, large unilamellar



vesicles (LUVs) were prepared by extrusion method in 10 mM sodium phosphate, 100 mM
NaCl (pH 7.0). LUVs containing 12.5 mM ANTS, 45 mM DPX, 100 mM NacCl, and 10
mM sodium phosphate were obtained by separating the unencapsulated material by gel
filtration chromatography in a SynChropak GPC300 column (Micra Scientific Inc.,
Lafayette, IN) eluted with 10 mM sodium phosphate, 100 mM NaCl (pH 7.0). Fluorescence
measurements were performed by setting the ANTS emission at 523 nm and the excitation
at 353 nm using a 500 nm cutoff filter in the emission pathway. The samples were acidified
by the addition of 40 uL of 0.1 M MES, 0.2 M acetic acid pre-titrated to achieve a final pH
of 5.5 in a final volume of 0.7 mL. The absence of leakage (0%) corresponds to the
fluorescence of the vesicles at time 0; 100% of leakage was taken as the fluorescence value
obtained after addition of 1% (v/v) Triton X-100 detergent . The degree of permeabilization
was then inferred from the following equation:
% Leakage = [(F-Fo)/(Ft-Fo)] x 100,
where F is the fluorescence intensity after the addition of virus, Fy is the initial fluorescence

of the intact LUV suspension and Fr is the fluorescence after the addition of Triton X-100.

Cholesterol depletion

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) was purchased from Sigma. Cholesterol depletion
from cellular plasma membrane was performed by incubating cell monolayers with the
indicated concentrations of MBCD for 30 min at 37°C. After incubation, cyclodextrin was
removed by extensive washes with PBS. Cholesterol depletion from virus envelope was

performed by incubating the virus particles with the indicated concentration of MBCD



under the same conditions as for the cells. After incubation, cyclodextrin was removed by

centrifugation on a 100,000 MWCO Microcon filter (Millipore, Billerica, MA, USA).

Cholesterol content measurement

The cholesterol content was measured using an Amplex Red cholesterol assay kit
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, cells were dissociated from monolayer and subjected to centrifugation. Cell pellet
(10° cells) was suspended in 50 pL of reaction buffer (0.1 M potassium phosphate — pH 7.4,
50 mM NaCl, 5 mM cholic acid and 0.1% Triton X-100) and the reaction was then
triggered by adding 50 uL of Amplex Red reagent. For the measurement of virus envelope
cholesterol content, virus (100 pg/mL) was concentrated by centrifugation on a 100,000
MWCO Microcon filter and resuspended in Amplex Red reaction buffer. Samples were
analyzed on a SpectraMax M5 plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
operated in fluorescence mode, using an excitation wavelength of 544 nm and an emission

wavelength of 590 nm.

Cell viability assay

MBCD cytotoxicity was evaluated through MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) reduction assay. Briefly, cell monolayers on multiwell plates
were incubated with different concentrations of MBCD at 37°C for 30 min, and MTT was
subsequently added to culture media at a final concentration of ~250 pg/mL. After

incubation at 37°C for 4 h, a lysis solution (50% DMF and 20% SDS, pH 4.8) was added to



the wells for solubilizing the generated formazan crystals, and cell viability was determined

analyzing absorbance at 570 nm.

Infectivity assay

Virus titer was determined by plaque assay in Vero cells. Briefly, confluent
monolayers of Vero cells on multiwell plates were infected with serial dilutions of DENV-2
and incubated for 60 min at 37°C in a 5% CO, incubator. After the incubation, non-
adsorbed virus was removed, and a semisolid medium (1.6% carboxymethylcellulose in
DMEM) was added. Plates were left at 37°C in a 5% CO, atmosphere for 7 days. After the
aspiration of semisolid medium, the cells were stained with 1% crystal violet and plaques
were counted. Analysis of infection inhibition by cell membrane cholesterol depletion were
carried out in a similar way to virus titer determination, but instead of serial dilutions of
virus, Vero cells on multiwell plates were incubated with 10 mM MBCD and then infected

with DENV-2 at the same multiplicity of infection (MOI).

Extraction and amplification of viral RNA

Vero cells were incubated with 10 mM MBCD for 30 min at 37°C. After incubation,
cyclodextrin was removed by extensive washing with PBS. After viral adsorption during 1
h, cells were washed three times with PBS to remove unbound virus and incubated at 37°C.
The total RNA was extracted after 3 days p.i. using TRIzol reagent (Invitrogen Co.,
Carlsbad, CA, USA). After treatment with DNAse I (Invitrogen Co.), the first lane of

cDNA was synthesized with indicators sense and anti-sense for GAPDH and DENV RNAs



using a SuperScript II® reverse transcriptase as suggested by manufacturer’s instructions

(SuperScriptlI® kit First-Strand Synthesis System, Invitrogen Co.). The cDNA was

subsequently PCR amplified by 5'-
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3!, TS2 5'-
CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3". GAPDH (5'-
CATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3' and 5'-

GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATG-3") was used as control. The PCR products

were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis and visualized with ethidium bromide
staining. The RT-PCR was performed using the same first lane as described and the cycles
were realized in a thermocyclator 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The relative amount of DENV RNA was calculated using GAPDH

as normalizer.

Analysis of lipid packing in virus envelope

The level of lipid packing in DENV-2 envelope was inferred by means of Laurdan
(2-dimethylamino-6-lauroylnaphthalene) (Molecular Probes) fluorescence. Viral samples
were incubated with 20 pM Laurdan for 30 min at 4°C and analyzed on a
spectrofluorometer PC1 (ISS, Champaign, IL, USA). The samples were excited at 360 nm
and the fluorescence emission was scanned from 380 nm to 600 nm. The assay was carried

out at 37°C, under constant stirring.



Quantification of cell cholesterol synthesis

To determine the effect of DENV-2 infection on cell cholesterol synthesis, Vero cell
monolayers were infected with DENV-2 at a MOI of 1 and immediately incubated with 200
uCi of [*H]acetate (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). At the third day p.i., cells were
dissociated from monolayers, pelleted and subjected to lipid extraction by the method
described by Bligh and Dyer in 1959 for 2 h in a stoppered tube using 5 mL of
chloroform:methanol:water (2:1:0.8, v/v) with intermittent agitation. The mixture was
centrifuged at 1,500 g for 30 min at 4°C and the supernatant was collected and the
precipitated subjected to a second lipid extraction for 1h. To the supernatants extracted, 5
mL of water and 5 mL of chloroform were added, the mixture was shaken and, after the
centrifugation, the organic phase was removed and dried under N, stream. The amount of
total lipids was determined gravimetrically. Extracted lipids were analyzed by thin-layer
chromatography (TLC) as described for neutral lipids (Vogel et al., 1962). After staining
the plate with iodine vapor, lipids were identified and radioactivity in each fraction was
determined by scintillation counting. The revelation of radioactive bands was performed
through phosphorimaging on a Storm 860 Molecular Imager (GE Healthcare, Chalfont St.

Giles, UK).



RESULTS

As a first analysis of the lipid requirements for the fusion reaction of DENV-2, we
carried out a leakage assay with ANTS/DPX co-encapsulated into receptor-free liposomes.
This assay is based on the collisional quenching of the polyanionic fluorophore ANTS by
the cationic quencher DPX. Upon dilution into surrounding medium, ANTS fluorescence
will increase because quenching by DPX will be diminished. The fluorescent dye leakage
assay is a well-established method for the study of pore formation in membranes (Nicol et
al., 2000; Yeagle, 1994). Fig. 1 shows the fusion extension of DENV-2 with liposomes of
different compositions, inferred from the changes in the fluorescence intensity due to the
leakage of ANTS/DPX from these vesicles, induced by virus interaction at low pH through
pore formation. The effects were highly dependent on the lipid composition of the target
membrane. A greater extension of fusion was observed in liposomes composed of
PC/PE/SPM/Chol (1:1:1:1.5) when compared to vesicles containing a lower concentration
of cholesterol (Fig. 1). Interestingly, a higher cholesterol concentration did not increase too
much the leakage of the probes from within the vesicles. Furthermore, the absence of
sphingomyelin was indifferent to the process.

Given the observed cholesterol requirement for fusion with artificial membranes,
we next assayed for the importance of cholesterol present in the cellular plasma membrane
for DENV-2 infection. To achieve this aim, we incubated Vero cells with methyl-p3-
cyclodextrin (MBCD), an extensively used cholesterol-sequestering drug, to deplete
cholesterol. As assessed by MTT assay, cell viability was not severely compromised with

concentrations of MBCD up to 20 mM (Figure 2A). However, it was observed that the cells



trended to dissociate from the monolayer when using MBCD concentrations from 15 mM
up. Based on this observation, the concentrations of 5 and 10 mM MBCD were tested for
their efficiencies to deplete cholesterol. Treatment of Vero cells with 5 mM MBCD
promoted a depletion of ~15% of the original cholesterol content, while treatment with 10
mM MBCD reduced the cellular cholesterol content in ~55% (Figure 2B). Thus, the
concentration of 10 mM MPBCD was chosen for the performance of the following
experiments.

In order to evaluate the importance of cholesterol for DENV-2 infection, we
depleted cholesterol from Vero cells with 10 mM MBCD and then subjected them to virus
infection. As shown in Fig. 3, cellular cholesterol depletion prior to infection led to a
reduction of ~35% in the efficiency of DENV-2 infection.

To further verify whether cholesterol depletion could affect the viral RNA content
inside the cells, intracellular viral RNA was harvested and analyzed by real time RT-PCR
after 3 days of infection. As represented in Figs. 4A and 4B, there was a significant
reduction of ~95% in the viral RNA content in cells infected after the treatment with 10
mM MBCD. Given the results shown in Fig. 1, this lower viral RNA content in cells treated
with MBCD prior to infection was due to an impairment in viral genome delivery rather
than to a commitment of viral genome replication.

Since our results showed an importance of cellular cholesterol for DENV-2
infection, we wondered about a role of cholesterol molecules present in viral envelope. As a
first measure, we analyzed the efficiency of cholesterol depletion from this membrane by
MBCD. Treatment of DENV-2 with 10 mM MBCD led to a markedly drop of ~85% in the

level of viral cholesterol (Fig. SA). Then, we assayed for the effect of cholesterol depletion



from viral envelope on viral infectivity. Incubation of DENV-2 with 10 mM MBCD
resulted in a drop of ~3 logs in the virus titer, as measured by plaque assays (Fig. 5B). It is
worthwhile to highlight that to prevent the effects of MBCD on cellular membranes, virions
were subjected to centrifugation on a Microcon filter to remove the cyclodextrin before
adding them to cells. This procedure did not affect virus titer (data not shown). These data
suggest that cholesterol molecules present in DENV-2 envelope also play a role in infection
of host cells.

Since cholesterol is known to be involved in the modulation of the fluidity of
biological membranes, we next evaluated the effect of cholesterol depletion from the viral
envelope on its fluidity. To achieve this, DENV-2 was treated with 10 mM MBCD and the
degree of fluidity of its lipid envelope was assessed using Laurdan. Laurdan is a fluorescent
probe that detects changes in membrane phase properties through its sensitivity to the
polarity of its environment in a lipid bilayer. Variations in membrane water content cause
shifts in the Laurdan emission spectrum, which is, for instance, blue-shifted with increasing
membrane condensation as a consequence of exclusion of water molecules from the lipid
bilayer (Harris et al., 2002). Indeed, the drop in the cholesterol content of the viral envelope
after treatment with MBCD led this membrane to a more disordered state, as shown by the
red-shift of the Laurdan emission spectrum (Fig. 6). This result indicates that cholesterol
molecules are related to the maintenance of a certain degree of organization in DENV-2
envelope.

Given the observed cholesterol requirement for infection by DENV-2, we next
aimed to investigate whether DENV-2 infection affects cellular cholesterol homeostasis. In
this sense, Vero cells were cultured in medium containing a radioactive cholesterol

precursor, [3H]acetate, immediately after infection. Total lipids were extracted from the



cells and the newly synthesized cholesterol was analized by TLC. Surprisingly, after 3 days
of infection, Vero cells presented a decrease in the de novo synthesis of cholesterol, as
shown in Fig. 7. This finding suggests that DENV-2 infection seems to negatively modulate

the de novo synthesis of cholesterol molecules in Vero cells.



DISCUSSION

In this study, we evaluated the role of cholesterol during DENV-2 infection in Vero
cells. Taken together, our results suggest a differential requirement of cholesterol during
dengue virus-host membranes interaction. The ANTS/DPX leakage assay suggests the need
for this lipid in the process of membrane fusion (Fig. 1). Nevertheless, it was shown
recently that cholesterol seems to be not necessary to the process of internalization
(Umashankar et al., 2008).

In spite of the structural similarity between the fusion proteins of flaviviruses and
alphaviruses, and sharing the same mechanism of activation and organization of the
icosahedral capsid, the dependence on sphingomyelin to the fusion process, characteristic
to alphaviruses, seems to be not shared by flaviviruses (Fig. 1). Experiments with TBEV
also showed the independence of sphingomyelin for this event (Stiasny et al., 2003). Thus,
even showing a great structural homology, the distinct fusion proteins differ in the usage of
sphingomyelin for this process and the role played by this lipid in the fusion of alphaviruses
seems not be necessary for flaviviruses.

As previously shown for other viruses, the cholesterol present in DENV-2 envelope
also plays an important role in maintaining viral infectivity. Interestingly, the process of
budding of DENV occurs into the endoplasmic reticulum (Mackenzie et al., 2001), whose
lipid composition differs from plasma membrane. The cholesterol/phospholipids ratio in the
membrane of the endoplasmic reticulum is approximately 0.15, while in the plasma
membrane it is close to 1 (Van Meer et al., 2008). Thus, it is curious how a lipid molecule
supposed to be present in a relative low concentration in DENV envelope could play a role

in viral infectivity (Fig. 5B) and envelope fluidity (Fig. 6). However, it was shown recently



that WNV infection is able to promote the redistribution of cholesterol molecules to the
perinuclear region of the cell, where the endoplasmic reticulum is placed and the replication
and assembly of viral particles occur (Mackenzie et al., 2007). Thus, this low local content
of cholesterol in normal cells could be increased in flavivirus-infected cells, then
suggesting a high loading of this lipid in the viral envelope during the budding process.

Although we observed that the content of viral RNA inside cells infected for 3 days
that were subjected to cholesterol depletion immediately prior to infection was reduced by
95% (Figs. 4A and 4B), we cannot state that this represents a requirement of cellular
cholesterol for viral RNA replication, given the relative fast turnover of cholesterol
molecules. In conjunction with the data shown in Fig. 1, it is more likely that the amount of
viral particles that undergone fusion is lower in these cells than that in untreated cells.

Surprisingly, despite the observed importance of cholesterol for the early events of
infection, DENV-2 infection induces a decrease in the de novo synthesis of cholesterol in
late stages of infection (Fig. 7). Paradoxically, a previous work shows that an important
enzyme of the mevalonate pathway, 3-hydroxy-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR),
has its expression increased in cells infected with WNV (Mackenzie et al., 2007). However,
as in the refered work the cholesterol content in the infected cells was not assessed, this
augmented expression can be due to a negative feedback mechanism.

One of the proteins that are overexpressed during DENV infection is called viperin
(virus inhibitory protein, endoplasmatic reticulum-associated, interferon-inducible) (Fink et
al., 2007). The refered authors showed that this protein has an activity against DENV by
preventing their replication. However, they failed to demonstrate how viperin inhibit virus
replication. Another study showed that this protein was able to inhibit the budding of

influenza virus by disruption of membrane microdomains, by reducing the activity of FPPS



(farnesyl diphosphate synthase), with a consequent increase in membrane fluidity (Wang et
al., 2007). This enzyme takes part in the mevalonate pathway converting geranyl-PP to
farnesyl-PP. The formed farnesyl diphosphate is a precursor of several essential
metabolites, including dolichol, heme A, ubiquinone, carotenoids, prenylated proteins and
sterols, among them cholesterol (Bellés et al., 2005). In fact, we cannot exclude the
possibility that during DENV infection occurs a cellular counteract to inhibit the infection,
through expression the viperin. Thus, in cells infected with DENV-2 there is a decrease in
the de novo synthesis of cholesterol probably due to the inhibitory effect of viperin on
FPPS, reducing the amount of farnesyl diphosphate for the synthesis of cholesterol. Indeed,
initial experiments show that there is a reduction in the lipid packing degree of the
membrane of cells infected by DENV-2 (unpublished data).

Overall, the results presented here show the importance of cholesterol for an
efficient infection by DENV-2. These observations have fundamental importance in
understanding the virus-cell interactions with potential therapeutic implications. The
flaviviruses exploit the machinery involved in the regulation of cellular cholesterol content
to their advantage. Compounds that are able to attenuate the effects of cholesterogenic

enzymes can provide an interesting antiviral tool against these viruses.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Evaluation of lipid requirements for the interaction of DENV-2 with liposomes.
Fusion of DENV-2 to liposomes was monitored by means of its property of promoting pore
formation on the target membrane, using vesicles loaded with the pair ANTS/DPX. The
arrows indicate moment of addition of a pre-titrated volume of 0.1 M MES, 0.2 M acetic
acid to achieve a final pH 5.5. The pore formation upon fusion to vesicle was assessed by
monitoring fluorescence emission at 523 nm, with excitation at 353 nm. Leakage

measurements were performed at 37°C. The virus concentration was 100 pg/mL.

Fig. 2. Effect of MPBCD treatment on Vero cell viability and cholesterol content. (A)
Vero cells were incubated with different concentrations of MBCD at 37°C for 30 min and
subjected to analysis of viability by the MTT reduction assay. (B) Monolayers of Vero cells
were incubated with 5 or 10 mM MBCD at 37°C for 30 min or were incubated with DMEM
(Control). The cells were then collected, precipitated and subjected to determination of

cholesterol content. The amount of cells used was 10°.

Fig. 3. Effect of cellular cholesterol depletion on the efficiency of DENV-2 infection.
Monolayers of Vero cells were treated with 10 mM MBCD at 37°C for 30 min or treated
with DMEM alone as control. After treatment, the cyclodextrin was removed by
successive washes with PBS. The cells were then infected with DENV-2 at the same MOI
and stained with 1% crystal violet solution 7 days after infection. Mock: non-infected

cells.



Fig. 4. Effect of cellular cholesterol depletion prior to DENV-2 infection on the
content of viral RNA inside the cells. Vero cells were treated with 10 mM MBCD at
37°C for 30 minutes, washed to remove the cyclodextrin and then incubated with DENV-2
(MOI =1) for 1 h. After 3 days of infection, the total RNA was isolated and analyzed by
RT-PCR for the RNA of DENV and GAPDH as described in "Material and Methods." (A)
Separation of the RT-PCR products by a 2% agarose gel electrophoresis visualized with
ethidium bromide staining. (B) The relative amount of DENV RNA was calculated using

GAPDH as normalizer.

Fig. 5. Effect of MBCD treatment on DENV-2 cholesterol content and infectivity.
DENV-2 isolated from Vero cells was treated with 10 mM MBCD for 30 min at 37°C or
mock-treated with PBS as control, subjected to centrifugation on a Microcon filter to
remove the cyclodextrin and analyzed using a cholesterol assay kit (A). The effect of
cholesterol depletion on viral titer was determined by plaque assays in Vero cells and

expressed as plaque-forming units per volume unit (B).

Fig. 6. Effect of cholesterol depletion from DENV-2 envelope on its fluidity. The
isolated virus particles were treated with 10 mM MBCD for 30 min at 37°C (filled line) or
mock-treated with PBS as control (dashed line), subjected to cyclodextrin removal as
described and incubated with 20 uM Laurdan for 30 min. The samples were then analyzed
for its fluorescence exciting them at 360 nm and scanning emission from 380 to 600 nm.

The experiment was performed at 37°C, and the viral concentration used was 100 pg/mL.



Fig. 7. Influence of DENV-2 infection on host cell cholesterol synthesis. Vero cells were
incubated with culture medium containing [*H]acetate immediately after infection with
DENV-2 and subjected to lipid extraction 3 days p.i. The lipid extract was then subjected to
thin-layer chromatography (TLC) for neutral lipids and the revelation of radioactive bands
was performed through phosphorimaging (A). The radioactivity in each band was

determined by scintillation counting (B). Mock: non-infected cells.
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