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RESUMO

Dengue ¢ uma doenca febril, aguda e sist€émica com amplo espectro clinico, que pode
variar de casos assintomaticos a casos graves e Obito. Frente a uma realidade de
hiperendemicidade, sintomas antes considerados raros estdo se tornando frequentes,
contrariando a ideia de doenca de curso benigno. Desde a primeira identificagdo do dengue
virus3 gend6tipo 1 linhagem 1 (DENV-3 GI L1) em Minas Gerais (MG) por nosso grupo de
pesquisa, foi observado uma associacdo deste virus no desenvolvimento de casos graves.
Diversos estudos envolvendo epidemiologia, biologia molecular, mediadores imunologicos,
analises in vitro e in vivo, t€m sido feitos, indicando uma relagdo dessa linhagem com o
desenvolvimento de sintomas neurologicos. A amostra DENV-3 MG-20, isolada em 2003 a
partir do soro de um caso letal com sintomas neurologicos, foi utilizada como amostra
protétipo de neuroviruléncia nesse estudo. Esta amostra também apresentou neuroviruléncia
em modelo murino. Durante o levantamento epidemioldgico para verificagdo da incidéncia,
distribuicao e sintomatologia, foram identificados relatos que ratificam nossas suspeitas da
associagdo desse genotipo com a neuroviruléncia em diferentes partes do mundo. No entanto,
um grupo de isolados de Ronddnia (RO) apresentando alta identidade com os virus de MG,
paradoxalmente ndo apresentava neuroviruléncia em modelo murino. Na andlise filogenética
foram identificados marcadores moleculares na regido da proteina de envelope (E), e uma das
amostras isoladas foi analisada quanto a viruléncia em camundongos. A amostra DENV-3
PV_BR foi inoculada em camundongos BALB/C de maneira comparativa a DENV-3 MG-20,
ndo apresentando o desenvolvimento de sinais clinicos. As sequéncias da proteina E de ambas
foram analisadas por modelagem comparativa, evidenciando que os aminoacidos (aa) 62 e
123 encontravam-se em regides muito proximas, possivelmente participando da mesma
interacdo bioldgica. Estes aa tém sido relacionados com sitios de interagdo com de
glicosaminoglicanos sulfatados- GAGs (especialmente heparina/ heparan sulfato, moléculas
analogas). Da mesma maneira, a alteragao da sensibilidade a GAGs tem sido amplamente
associada a alteracdes de neuroviruléncia dos flavivirus neurotropicos. As substituicdes
E62K, EI123Q para o DENV-3 MG-20e DENV-3 PV_BR respectivamente, ndo sao
conservativas, incluindo inversdo de cargas, o que gerou alto impacto nas andlises in silico de
densidade eletrostatica, e de docking com moléculas de heparina. Ensaios in vitro, com
heparina e heparinases, comprovaram o impacto biolégico destas trocas. Também foram
verificadas outras caracteristicas, previamente associadas a modificagdes, no tropismo celular
e neuroviruléncia, como alteracdo no tamanho de placas de lise e diferengas no efeito
citopatico, observadas, principalmente, em células de mosquito C6/36 e glioblastoma humano
U251, sendo as U251 destruidas somente pela infecgdo com DENV-3 MG-20. Analises de
imunofluorescéncia mostraram que a amostra DENV-3 MG-20 gerou a formacao de multiplos
sincicios antes da lise celular e o virus também foi identificado por microscopia eletronica de
transmissdo. Devido a importancia da proteina E na interacdo com células hospedeiras, além
da compatibilidade das andlises in silico, caracterizagdo e descrigdes prévias, ¢ altamente
provavel que as modificacdes E62K, E123Q sejam responsaveis pelas alteragdes na
neuroviruléncia em camundongos, e que, apesar deste mecanismo ser multifatorial, a
interacao com GAGs parece ser um forte componente na neuroviruléncia.

Palavras chaves: Dengue, DENV-3 Gl1, flavivirus, neuroviruléncia, envelope, heparina/
heparan Sulfato.



ABSTRACT

Dengue is a febrile, acute and systemic disease with a broad clinical spectrum, which
can range from asymptomatic to severe cases and death. In a hypernedemic area, symptoms
previously considered rare are becoming more frequently opposing the benign course disease
idea. Since the first identification of dengue virus 3 genotype 1 strain 1 (DENV-3 GI L1) in
Minas Gerais (MG) by our research group, an association of this virus has been observed in
the development of severe cases. Several studies involving epidemiology, molecular biology,
immunological mediators, in vitro and in vivo analyses have been done, indicating a
relationship between this lineage and neurological symptoms. DENV-3 MG-20 was isolated
in 2003 from the serum of a lethal case with neurological symptoms and was used as a
neurovirulent prototype sample in this study. During the epidemiological survey to verify
incidence, distribution, and symptomatology, we identified reports that confirm our
suspicions in the association of this genotype with neurovirulence in different parts of the
world. However, a Rondonia (RO) group DENV-3 isolates with high identity to MG viruses
paradoxically were non-neurovirulent in mice models. Phylogenetic analysis identified
molecular markers in the envelope protein region (E). One of the isolates from the same
region and markers was analyzed for neurovirulence in mice. The DENV-3 PV_BR was
inoculated in BALB / C mice compared to DENV-3 MG-20, showing no clinical signs. The
protein E sequences of both viruses were analyzed by comparative modeling, showing that
amino acids (aa) 62 and 123 were in very close regions, possibly participating in the same
biological interaction. These aa have been related to sites of interaction with sulfated
glycosaminoglycans-GAGs (especially heparin / heparan sulfate, analogous molecules).
Similarly, alteration of GAG sensitivity has been largely associated with neurovirulence
alterations of neurotropic flaviviruses.

The E62K, E123Q substitutions for DENV-3 MG-20 and DENV-3 PV_BR
respectively are non-conservative, including charge reversal, which generated a high impact
on in silico electrostatic density and heparin molecule docking analyzes. In vitro tests with
heparin and heparinases indicated the biological impact of these changes.Other characteristics
previously associated with changes in cell tropism and neurovirulence, such as changes in the
size of lysis plaques and differences in cytopathic effect (ECP) were also observed. ECP
differences in C6 / 36 mosquito cells and human glioblastoma U251 cells were observed, in
which U251 cells were destroyed only by infection with DENV-3 MG-20.
Immunofluorescence (IFI) analyzes showed multiple syncytia formation before lysis of
DENV-3 MG-20 and the virus was also identified by transmission electron microscopy. Due
to the importance of protein E in host cell interaction, in addition to the compatibility of in
silico analyses, characterization, and previous descriptions, it is highly probable that the
E62K, E123Q substitutions are responsible for the alteration in neurovirulence in mice.
Although this mechanism is multifactorial, interaction with GAGs seems to be a strong
component in neurovirulence.

Keywords: Dengue, DENV-3 GI L1, DENV-3 GV, flavivirus, neurovirulence, envelope,
heparin / heparan sulfate.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Dengue

A dengue, nome dado a doenca causada pelo Dengue virus (DENV), ¢ um dos
principais problemas na satde publica mundial, especialmente em paises de clima tropical ou
subtropical nos quais ¢ endémica. Esta arbovirose que atinge a humanidade ¢ transmitida
pelas fémeas de mosquitos infectados do género Aedes, em especial o Aedes aegypti, uma
espécie sinantropica (WHO, 2012). O crescimento populacional associado a urbanizagao
desordenada, mobilidade humana e dispersdo do mosquito vetor, tem favorecido o aumento
da frequéncia de epidemias da dengue, e com isso cresce também o nimero de casos graves

da doenca (Barreto & Teixeira et al., 2008b)

1.2 Dengue virus

O DENV ¢ envelopado, de simetria icosaédrica € com o diametro de 40 a 60 nm.
Apresenta genoma formado por 4cido ribonucleico fita simples de polaridade positiva (RNA
fs+), contendo aproximadamente 11 Kb (Kuhn et al., 2002). Apresenta 10 proteinas das quais
trés sdo estruturais (Figura 1): Capsideo (C), proteina M (prM), proteina do envelope (E) e
sete ndo estruturais (NS): NSI, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Sahili & Lescar,
2017). Pertencente ao género Flavivirus, o DENV e cerca de outros 70 virus distintos,
integram a familia Flaviviridae, dentre os quais também sdo patogénicos ao homem o Yellow
fever virus (YFV), Japanese encephalitis virus (JEV), Tick borne encephalitis virus (TBEV);
West Nile virus (WNV) , Saint Louis encephalitis virus (SLEV), Murray Valley encephalitis
virus (MVEV), Usutu virus (USUV) (ICTV, 2017; Mukhopadhyay et al., 2005) (Figura 2).
Dentre esses, sdo reconhecidamente como patdégenos neurotropicos importantes JEV, YFV,
WNV, SLEV, MVEV, TBEV, USUV e o mais recentemente incluido pelos casos de

sindrome congénita em recém-nascidos, o Zika virus (ZIKV) (Li et al., 2017).
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Membrana Lipidica
Proteina capsidio
RMNA F8-

E-dimero
ProteinalMl

Figura 1. Representacio estrutural da particula do DENV. Encontram-se indicadas as )
Envelope (E) e Proteinas M (prM) ancoradas na bicamada lipidica viral. Internamente & membrana, ;
o capsidio formado por repeti¢des da proteina (C). Internamente ao capsidio, encontra-se o mater ,
uma fita simples de RNA polaridade positiva. (Figura Adaptada
https://www.funakoshi.co.jp/contents/63144).

Sao conhecidos quatro sorotipos do virus circulantes em humanos; os DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. No entanto, em 2013, cientistas acreditam ter isolado o que
poderia se tratar de um quinto sorotipo do DENV, mas até o0 momento, essa hipotese ndo se

encontra confirmada, e a amostra isolada encontra-se relacionada apenas aos ciclos silvestres

(Mustafa et al., 2015). 4‘_%?#‘6.
1 JEV @
A

KRV
L AEF
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q—QBV
0.5 e GFv
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=

Figura 2. Filogenia Bayesiana de flavivirus. A arvore filogenética foi reconstruida com sequéncias
completas dos genomas virais. Todos os comprimentos das ramifica¢des horizontais sdo desenhados em escala;
0,5 por substituigdes. Indicados pelo circulo em vermelho encontram-se os virus oficialmente reconhecidos pela
Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como neurotrépicos. Fonte: Figura adaptada de Liu et al.,, 2012.
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1.2.1 Proteinas estruturais

A proteina do capsideo (C) ¢ essencial para a encapsidagdo do RNA gendmico
viral, formando o nucleocapsideo. E composta por 120 residuos de aminoécidos (aa), e
massa molecular de aproximadamente 11 kilodaltons (kDa). Trata-se uma proteina
basica, contendo residuos de lisina e arginina nas extremidades N e C-terminais
apresentando cargas, que estdo envolvidas no empacotamento do material genético
(Lindenbach et al., 2013).

Entre as extremidades N e C-terminais temos uma regido hidrofobica que
apresenta importante fun¢do na interagdo com a membrana viral e ancoragem das
proteinas envelope. Estudos indicam que a por¢do C-terminal também apresenta um
dominio hidrofébico na proteina recém-sintetizada, cuja fungdo estd associada a
sinalizacdo para a translocagdo da prM no reticulo endoplasmatico (RE), sendo
posteriormente clivada por uma serino protease viral (Lindenbach et al., 2013; Wanget
et al., 1999).

A prM, precursora da proteina M, ¢ uma glicoproteina de massa molecular que
varia entre 19-26 kDa. Dentre as fun¢des, como proteina estrutural, encontra-se a
manuten¢do da conformagdo imatura da proteina E em pH acido, evitando seu rearranjo
para a forma fusogénica durante seu transito através da via secretora. Durante todo o
processo, através da via exocitica, encontra-se na conformacdo prM-E, possivelmente
participando do processo de maturagdo da proteina E (Wang et al., 1999; Sittisombut et
al., 2006). Estudos sugerem que a precursora prM, proteina M com a por¢do
glicosilada, atue como uma chaperonina, auxiliando a montagem e enovelamento da
proteina E. A clivagem da prM estd relacionada a maturagdo dos virus, e ocorre
tardiamente na via de secre¢do por uma furina celular, presente na célula hospedeira,
durante seu transporte através do complexo de Golgi. O processo de clivagem ocorre na
regido “pr”, na posicdo n-terminal que contem de um a trés sitios de glicosilagdes e seis
residuos de cisteina, sendo predominantemente hidrofilico. A por¢do M (8 kDa)
juntamente com a proteina E, encontram-se presentes no envelope lipidico do DENV
maduro, formando a estrutura externa da particula viral (Lindenbach et al, 2013,
Nemésio & Villalain, 2014).

A proteina E ¢ o maior componente glicoproteico presente na superficie viral,
com massa molecular de aproximadamente 53 kDa. Apresenta importantes fungdes, das

quais se destacam a montagem da particula viral, ligagdo ao receptor celular e fusdo do
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envelope com a célula hospedeira. Trata-se do principal alvo de anticorpos
neutralizantes. Apresenta sitios de glicosilacdo, sintetizada como proteina de membrana
tipo I, contendo 12 residuos conservados de cisteina que formam pontes dissulfeto
(Lindenbach et al, 2013, Zhang et al, 2019).

Na particula viral encontram-se formas homodimeros ou unidades diméricas,
sendo que cada mondmero € composto por trés dominios distintos; o dominio I
localizado na regido central da molécula, o dominio II, contendo o “loop” de fusdo,
responsavel pelo processo de dimerizagcdo dos mondémeros da proteina E, e o dominio
II1, na por¢ao C-terminal, regido que tem sido descrita como responsavel pela interagao
entre o virus e a célula-hospedeira, e regido de interacdo de anticorpos neutralizantes

(Figura 3) (Modis et al., 2004).

Figura 3. Estrutura da proteina E a Representagdo de genoma viral com a numerago dos residuos de
aminoacidos na poliproteina, b. Estrutura tridimensional da unidade dimérica mostrando os dominios I na
cor vermelha, o dominio II em amarelo e dominio III em azul.c. Organizacdo da unidade dimérica da
proteina E na particula viral. Fonte: Modis et al., 2004.

1.2.2 Proteinas nao estruturais

A proteina ndo estrutural NS1 apresenta massa molecular de aproximadamente
45-48 kDa. Apresenta glicosilagcdes em dois sitios (N130 e N207), sendo relatada como
essencial para a multiplicag@o viral em células de mosquitos e também para a viruléncia
em camundongos (Anderson et al., 2003). Apresenta-se no organismo infectado em trés
formas: secretada, associada ao RE ou associada a superficie celular (Flamand et al.,
1999; Lindenbach et al., 2013). A NS1, quando secretada, apresenta-se estruturalmente
como hexamero e ¢ um forte indutor da resposta imune humoral. A proteina NS1 ¢

liberada nas fases iniciais da multiplicacdo viral, o que permite sua utilizagdo no



25

diagnostico precoce da dengue. Altos niveis séricos da proteina NS1 tém sido
relacionados com as formas graves da doencga (Young et al., 2000; Libraty et al., 2002).

Quando associada ao RE, a proteina NS1 tem sido detectada nas regides onde ha
a presenca das formas replicativas e dupla fita do RNA viral, o que sugere sua atuagdo
como co-fator para replicacdo gendmica (Flamand et al., 1999; Lindenbach et al., 2013).
Ja na forma associada a superficie celular, parece estar relacionada a fungdes como
transducdo de sinal, processos de replicacdo, montagem e maturagdo viral (Lindenbach
et al. , 2013). Estudos como o realizado por Lin et al. (2002; 2003) demonstram que
anticorpos direcionados a NS1 levam ao dano epitelial e apoptose de diferentes tipos
celulares.

Sabe-se que a NS2A apresenta massa molecular em torno de 22 kDa, com
funcdo no processamento da NS1, enquanto que a NS2B (14 kDa), em associacdo com
a NS3, formam um complexo serino-protease ativo, com a funcdo de clivar as jungdes
proteicas nas poliproteinas virais (Aguirre et al., 2017; Xie et al., 2019).

A fracdo NS4A, com massa molecular de 16 kDa, parece estar relacionada a
inducdo do rearranjo da membrana para a formacdo do complexo de replicagdo,
enquanto que a NS4B, com aproximadamente 27kDa, esta relacionada a modulagao da
replicagdo viral através da interacdo com a NS3 (Lindenbach et al., 2013). Existem
poucas informacodes a respeito das proteinas hidrofébicas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B.
Sabe-se que no citoplasma celular, estas proteinas encontram-se associadas a membrana
do RE, apresentando multiplos seguimentos hidrofébicos. E possivel que estejam
associadas também as proteinas envolvidas no ciclo de multiplicagdo do DENV, além
de estarem relacionadas a um mecanismo de escape viral, participando do mecanismo
de bloqueio da via interferon (IFN) (Umareddy et al., 2006; Reddy et al, 2018).

A NS3 apresenta massa molecular de aproximadamente 69-70 kDa, com
atividade multifuncional de serino protease (NS2B-NS3), helicase (através da
dissociacao da dupla fita de RNA viral durante a replicacao), de NTPase (hidrolizando
ATP para os processos de replicacdo) e de RTPase (removendo o grupo fosfato da
regido 5’ N-terminal, envolvido no processo de adi¢ao da estrutura CAP na extremidade
57 UTR do genoma viral) (Gebhard et al., 2014).

A NS5, proteina de massa molecular de 103 kDa, atua como RNA polimerase
dependente de RNA, responsavel pela replicagdo do RNA viral, e atividade de metil-
transferase envolvida na adicdo do CAP 5’ ao RNA mensageiro viral (Lindenbach et al.,

2013).
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1.2.3 Genoma

O genoma do DENV ¢ composto por uma fita simples de RNA, dividido em
regides traduzidas (codificando as proteinas estruturais e ndo estruturais), e regides nao
traduzidas (UTR-untranslated regions) 5’ e 3’ que se apresentam nas formas de
grampos (hairpin loops) (Ray& Shi, 2006; de Borba et al., 2018) .

A regido 5’ ndo traduzida apresenta-se com aproximadamente 100 nucleotideos
e com estrutura CAP (residuo 7-metil-guanosina trifosfato). Diferentemente do mRNA
(RNA mensageiro) celular, o genoma do DENV ndo apresenta uma cauda poliadenilada
na extremidade 3’ UTR (de Borba et al., 2018). Ambas as extremidades desempenham
papel importante na iniciacdo, modulacdo da tradugdo e replicagdo do genoma viral,
possibilitando a ciclizagdo do RNA (Figura 4) necesséria para a atividade eficiente da

RNA polimerase viral dependente de RNA (Alvarez et al.,2005; de Borba et al., 2018).

10.00 nm
40.00 nm
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Figura 4. Visualizacdo do processo de circularizacio do RNA viral por microscopia de forca
atdomica (AFM). A Figura revela a ciclizagdo de moléculas de RNA fita simples através das extremidades
5’ e 3’ do virus da dengue. Fonte: Alvarez et al., 2005. A. Figura identificando as extremidades 3’ e 5’
UTR, B. Material genético em diferentes estdgios de organizacdo, C. Material genético em estagio

ciclico.

O genoma apresenta um Unico fragmento de leitura aberta (open reading frame —
ORF), dando origem a uma poliproteina viral. Essa proteina precursora apresenta uma
sequéncia sinalizadora, que a direciona para o RE das células hospedeiras, se inserindo
na membrana do RE, no qual sera processada, originando as proteinas virais (Figura 5).
Codifica para aproximadamente 3.400 aa, e estes serdo clivados co- e poOs-
traducionalmente por proteases virais e da célula hospedeira (Perera, 2008; Julander, et

al. 2011). As proteinas NS3/NS4A, NS4A/NS4B e NS4B/NS sdo clivadas por uma
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serino protease, codificada pelo virus, gerando as proteinas nao estruturais NS1, NS2A,

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Mukhopadhyayet al., 2005; Lindenbach et al., 2013).

Sequeéncia de ribonucleotidica

S'UTK Froteinas escruturais Froteina s nfio esticurais
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viral
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Figura 5. Representacio do processo de traducio e processamento da poliproteina viral. A. O
genoma do DENV codifica as trés proteinas estruturais: capsideo (C), membrana (M) e envelope (E) e
sete proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5. A traducdo ocorre através
de um unico fragmento de leitura aberta (ORF) gerando uma poliproteina viral que se insere nas
membranas do RE. B. O processamento da poliproteina viral, durante o processo de maturagdo, por
proteases do hospedeiro (furina e signalase) na regido do laimen do RE, e pelo complexo viral NS2B/NS3
e na regido citoplasmatica. Uma peptidase do hospedeiro ¢ responsavel pela clivagem nas regides C/prM,
prM/E, E/NS1, formando as proteinas C, prM e E, além da clivagem da proteina NS4A proxima da regido
carboxi-terminal. As jungdes das proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B e
NS4B/NS sdo clivadas por uma serino protease, codificada pelo virus, gerando as proteinas ndo
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢ NS5. Sdo representadas pelas tesouras as regides de
clivagem (Mukhopadhyayet al., 2005, Neufeldt et al., 2018). (Figura Adaptada. Fonte: Neufeldt et al.,
2018).

1.2.4 Ciclo de multiplicaciao

A interacdo inicial com a célula hospedeira se da através da ligagdo de regides
da proteina E com receptores da superficie celular. Diversas moléculas tém sido
descritas como possiveis receptores celulares, como DC-SIGN [(dendritic cell)-specific
intercellular adhesion molecule ICAM-3-(grabbing nonintegrin)], receptores de manose
(RM), TIM/ TAM dentre outros (Neufeldt et al., 2018; Perera-Lecoin, 2014). Apos essa
interagdo, ocorre a endocitose viral mediada por clatrinas, e o transporte para o interior

das células em vesiculas endossomais. Essas vesiculas apresentam pH &cido, o qual
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promove a dissociagdo dos dimeros da proteina E em mondmeros, posteriormente
formando trimeros irreversiveis, expondo, portanto, o peptideo de fusdo presente no
dominio II. Entdo, esses trimeros de proteina E se estendem em direcdo a membrana do
endossomo, e se inserem na mesma, iniciando o processo de fusdo de membranas e
penetragdo do nucleocapsidio no citoplasma da célula hospedeira (Rodenhuis-Zybert et
al., 2010)

Com a penetragao do virus no citoplasma, inicia-se o processo de desnudamento
do genoma viral, no qual o nucleocapsidio ¢ desmontado e simultaneamente ocorre o
inicio da replicagdo do RNA viral. O RNA fs+ (RNA fita simples de polaridade
positiva) passa a ser traduzido imediatamente nos ribossomos. Simultaneamente a
traducdo do RNA viral, ocorre o processamento da poliproteinas nas membranas do RE,
por uma signal-peptidase e uma serino proteinase contida na por¢do N-terminal de NS3
e por proteases celulares (Mukhopadhyay et al., 2005; Umareddy et al., 2007; Neufeldt
et al., 2018).

A proteina ndo estrutural NS5, que ¢ uma RNA polimerase dependente de RNA,
associa-se a NS3 e outras proteinas virais, para entdo produzir copias de RNA viral
polaridade negativa. A partir dessa fita de polaridade negativa, ocorre a produgdo de
novas fitas de RNA polaridade positiva a serem incorporadas como material genético
nos novos virus formados (Sahili & Lescar, 2017). Com a produgdo das proteinas virais,
inicia-se o processo de montagem do DENV. As proteinas estruturais prM e E formam
heterodimeros que se mantém ancorados na face interna do RE enquanto o complexo de
replicagdo viral (formado por RNA viral, proteinas virais e fatores da propria célula
hospedeira) encontram-se ancorados na face externa das membranas do RE. A interacao
do RNA com as proteinas C formam o nucleocapsidio que brotam em dire¢@o ao limen,
adquirindo a bicamada lipidica com os heterodimeros prM/E (Rodenhuis-Zybertet al.,
2010). A progénie viral €, entdo, transportada para o sistema de Golgi, periodo em que
ocorre a clivagem da prM pela furina, processo responsavel pelo rearranjo da superficie
do virus. A seguir, os heterodimeros M/E sdo rompidos e o dominio de ligacao III da
proteina E ¢ exposto formando uma particula infecciosa. Por fim, essas vesiculas
contendo as particulas infecciosas sdo transportadas pelo mecanismo de exocitose até a
membrana plasmatica, liberando o virus no ambiente extracelular (Figura 6) (Neufeldt

et al., 2018).
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Figura 6. Ciclo de multiplicacio do DENV. Ciclo de multiplicagdo com a representacdo das etapas:
adsor¢do, penetragdo mediada por clatrina, fusdo, desnudamento, traducdo, replicacdo, maturacdo e
brotamento. Tesoura representando a clivagem da porgdo glicosilada da proteina M (Figura adaptada.
Fonte: Neufeldt et al., 2018).

1.2.5 Receptores

Como ocorre para os outros virus, a infec¢do pelo DENV se inicia a partir da
interagdo do virus com moléculas de adesdo/receptores da célula alvo, presentes na
superficie celular. A proteina E, que esta associada a interacdo com os receptores, se
liga a moléculas especificas, permitindo a fusdo e internalizagdo da particula viral ao

citoplasma celular, geralmente mediada por endocitose (Cruz-Oliveira et al., 2015).

In vitro, o DENV ¢ capaz de infectar um grande niimero de linhagens celulares,
com diferentes origens embrionarias. S3o capazes também de infectar uma grande
diversidade de células e organismos como mosquitos, roedores, primatas nao humanos e
humanos. No entanto, 0 mesmo ndo parece ocorrer in vivo, € um espectro muito menor

de células ¢ capaz de suportar a multiplicacdo viral (Noisakran et al., 2010).
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Muitos receptores de superficie celular tém sido associados a penetragdo do
DENV em diferentes tipos celulares, e a susceptibilidade dos tecidos hospedeiros ao
virus ¢ dependente da abundancia e distribuicdo dessas moléculas. Para os virus, de
maneira geral, fatores de adesdo presentes nas superficies celulares facilitam o primeiro
contato. Essa interagdo pode ou ndo ocorrer de maneira especifica, ou seja, dependente
do reconhecimento e encaixe de sitios especificos da proteina E no receptor celular,
levando a internalizagdo da particula. Estudos sugerem a presenga de moléculas que
funcionam como co-receptores € moléculas de adesdo, atuando apenas como um fator
de aproximacao do virus com as células alvo (Grove & Marsh, 2011). Essa diversidade
de reconhecimento, que podem ter variagdes caracteristicas a cada sorotipo ou mesmo
genotipo, e o grande numero de tipos de células que sdo suscetiveis a infeccdo, sdao
fatores que justificam a capacidade de infec¢do do virus tanto em hospedeiros
vertebrados como em mosquitos, € podem estar relacionados a diferentes manifestagoes
clinicas (Cruz-Oliveira et al., 2015).

A primeira molécula identificada como fator de adesdo, para a interagdo das
particulas do DENV as células de mamifero, foi o heparan sufato (HS) (Chen et al
,1997; Dalrymple & Mackow, 2011). O HS faz parte de um grupo de moléculas
conhecidas como glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs). Os GAGs sdao moléculas de
distribuicao ubiqua, presentes na superficie de varios tipos de célulares e também na
matriz extracelular. Apresentam-se na forma linear, ligadas a um core proteico,
alternando unidades de hexoaminas e 4cido urdnico conectados por ligacdes
glicosidicas. Os tipos de hexoaminas podem ser: D-glucosamina (GIcN) ou D-
galactosamina (GalN), e os tipos de acido uronico: D-acido glicurénico (GIcA) ou L-
acido iduronico (IdoA). As ligagdes glicosidicas podem ser do tipo (1—3 ou 1—4) e
distinguem os diferentes glicosaminoglicanos. As sulfatagdes ocorrem em diferentes
posicdes das unidades dissacaridicas (Figura 7) (Sampaio et al, 2006).

A heparina tem a mesma composi¢ao de carboidratos que o HS na sua estrutura,
com a diferenca de que contém mais acido iduronico, sendo a estrutura mais sulfatada e
menos acetilada (Germi et al, 2002). Devido ao grau de similaridade entre as estruturas,
a heparina e HS sdo utilizadas como moléculas andlogas em experimentos (Germi,
2001; Meneghetti et al., 2015). Esses GAGs sdao importantes para a adesao das células a
matriz tecidual, ligacdo de fatores de crescimento e sinalizacdo intracelular (Figura 8)
(Kim et al., 2017) (Reyes-Del Vall et al., 2014). A natureza das interagdes da proteina E

a GAGs nao sdo especificas, ocorrendo por atragdo eletrostatica, uma vez que porgdes
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sulfatadas desses carboidratos sdo carregadas negativamentee interagem com as regides

carregadas positivamente das moléculas da proteina E.
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Figura 7. Estrutura proposta para as macromoléculas de heparan sulfato (HS) e heparina, ambos
GAGs de ampla distribuicio nas superficies celulares. { } Glucosamina; {:}Acido Glicurdnico;
eAcido Idur6nico; . Sulfato; P- proteina; m e n- ntimeros dos blocos na macromolécula.
Fonte:Sampaio et al, 2006.
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Figura 8. Interacio entre a proteina E viral e GAGs presentes nas membranas celulares do
hospedeiro. Flavivirus se liga a glicosaminoglicanos (como heparan sulfato ou heparina) através da
proteina de envelope. A interacdo ocorre por interacdo entre cargas dos grupos sulfatados (carregados
negativamente) com clusters de aminoacidos carregados positivamente na membrana do envelope. Figura
adaptada: ViralZone (https://viralzone.expasy.org/3942?outline=complete by species/).

Dentre os receptores de reconhecimento especificos para o DENV (Figura 9), as
lectinas calcio dependentes tém sido as mais estudadas como mediadores na penetragao
do DENV, e dispersao no organismo hospedeiro. Os receptores de lectina tipo C (CLRs)

em células de mamiferos incluem DC- SIGN/L-SIGN, receptores de manose (RM) e
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CLECSA ( Reyes-Del Valle et al., 2014). O receptor DC-SIGN (dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin) € composto por quatro
dominios: citoplasmatico, transmembrana, prolongamentos extracelulares e um dominio
de reconhecimento de carboidrato (CRD). O DC-SIGN interage com o DENV pelo
reconhecimento dos residuos glicosilados da proteina E (Navarro-Sanchez et al., 2003;
Lozach et al., 2005). As CLRs sdo expressas especialmente por células dentriticas,
como as células de Langerhans, possivelmente as primeiras células de interacdo com o
virus ap6s a picada pelo mosquito transmissor (Allen et al 2009; Reyes-Del Valle et al.,
2014). Uma vez internalizados, as células dentriticas infectadas pelo virus migram para
os linfonodos, onde ha um grande nimero de células do sistema imune, o que favorece a
disseminag¢do da infec¢do para os outros componentes do sistema imune e células mielo-
monociticas. Ainda ndo se sabe se todos os CLRs sdo capazes da ativa¢dao da endocitose
via clatrinas levando a internaliza¢do dos virus (Noisakran et al., 2010).

Os receptores de manose (RM) parecem ser os principais receptores celular do
DENV em macrofagos, células de importancia na multiplicacdo viral no hospedeiro.
Apobs reconhecimento de agucares ligado a patdégenos, o RM ¢ constitutivamente
internalizado na membrana plasmatica por endocitose mediada por clatrina, e reciclada
de volta a superficie celular. O direcionamento intracelular ¢ mediado por um motif de
tirosina na cauda citoplasmatica do receptor, embora ndo contenha motifs de sinalizagao
(Miller et al., 2008).

O receptor CLEC5A coopera com DC-SIGN ou RM para aumentar a ligagdo e
estabilidade da ligagdo com DENV. Tem sido associada também a interagdo de
mediadores inflamatorios importantes nas formas graves de dengue (Reyes-Del Valle et
al., 2014). Outras moléculas como a claudina-1 tém sido estudadas como possiveis
receptores para a penetragdo do DENV, interagindo com o virus através da proteina
prM. As claudinas sdo componentes do complexo de jungdo entre as células, e estdo
relacionadas a permeabilidade dos epitélios (Chen et al.,2013).

Proteinas de choque térmico (HSPs) sdo chaperonas, moléculas que estdo
envolvidas na regulacdo dos dobramentos corretos das proteinas durante a fase de
montagem, além de outras fungdes. As moléculas HSPC70 ou HSPAS, HSP90 ¢ GPR-
78 tém sido descritas em experimentos como ligantes para a proteina de envelope do
DENV, especialmente nas linhagens de células C6/36. Alguns estudos as tém
relacionado como parte de um complexo de mediadores para a penetragdo do DENV em

células de origem neural, hepatica e monociticas (Jindadamrongwech et al., 2004;
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Reyes-Del Valle et al., 2005). Outra proteina com funcao chaperona relatada como um
receptor DENV em células endoteliais ¢ a proteina dissulfeto isomerase (PDI) (Reyes-
Del Valle et al., 2014).

Alguns receptores de natureza lipidica, também tém sido implicados no
reconhecimento do virus as células hospedeiras. As particulas virais do DENV
expressam, em sua superficie, moléculas de fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina
(PE), fatores reconhecidos pelos receptores da familia TIM (T cell immunoglobulin
domainand mucin domain)) TAM (TYRO3, AXL e MER). Esses receptores
intermediam a ligagdo de células apoptoticas para serem eliminadas e estdo ligadas a
imunotolerancia. Também tém sido encontrados em células do sistema nervoso central
(SNC), no entanto, sabe-se que ndo sdo produzidos por neurdnios (Neufeldt et al., 2018;
Reyes-Del Valle et al., 2014).

Apoés a ligacdo com os receptores celulares, as particulas virais sao
internalizadas por endocitose pH dependente. Nao sdo completamente conhecidos os
mecanismos bioquimicos dessa internalizagdo, mas sabe-se que ocorre através de

mediagdo por clatrinas (Neufeldt et al., 2018).
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Figura 9. Modelos de interacio entre 0 DENV e os receptores para apenetracio do virus na célula.
Componentes da superficie celular envolvidos no reconhecimento e internaliza¢do no DENV: GAGs,
receptor de manose, DC-SIGN, HSP90 / HSP70 e TIM / TAM estao sumarizados. Inser¢do: Localizagdo
dos residuos responsaveis pela ligacdo do receptor em DENV E do DENV-2 (PDB: 10AN). Fonte:Cruz-
Oliveira et al., 2015.
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1.2.6 Sorotipos e gendtipos

Estudos epidemiologicos tém relacionado determinadas amostras de DENV a
diferencas de viruléncia no hospedeiro. Essas diferengas de viruléncia tém sido
especialmente associadas a mutagdes no genoma, apds a introducdo do virus em
populacdes susceptiveis, em diferentes localidades (Rico-Hesse, 2010; Ahmad & Poh,
2019). Nao esta claro o processo que modela as diversidades evolutivas na natureza,
mas fatores como condigdes ecoldgicas locais e pressoes seletivas da resposta imune de
uma determinada populagdo, apresentam papel importante na adaptacdo do virus, e na
fixagdo de alteragdes genéticas favoraveis a manutengcdo do mesmo no ambiente (Wittk
et al., 2002).

Segundo Holmes & Twiddy (2003), ¢ possivel que o DENV tenha se originado
em regides da Asia e na Africa Ocidental, mantendo-se circulante em primatas nio
humanos. O crescimento populacional desordenado, relacionado ao desmatamento e a
aproximacao de areas florestais, propiciou a transmissdo dos virus ancestrais de
primatas aos humanos, e, apds sucessivas mutacdes, deu origem aos 4 sorotipos do
DENV. Os sorotipos do DENV apresentam grande variabilidade genética entre si, com
divergéncias que variam de 33 a 38% das sequéncias nucleotidicas do seu genoma. Essa
variabilidade permitiria que os sorotipos do DENV pudessem ser, inclusive,
classificados em diferentes espécies (Kyle & Harris, 2008).

O termo sorotipo ¢ empregado devido as diferentes interagdes com os
anticorpos no soro humano (Guzman et al., 2010). Ha ainda uma grande variabilidade
genética dentro dos sorotipos de DENV, o que levou 4 uma subclassificacdo em
gendtipos. Para DENV, o termo genoétipo foi caracterizado por Rico-Hesse (1990), e
constitui-se no agrupamento de sequéncias nucleotidicas com identidade superior a
94%, numa regido de 240 bases da regido do genoma que corresponde a proteina
Envelope (E) /Proteina NS1. Anaélises filogenéticas mais recentes tém utilizado para a
classificagdo em genoétipos, algoritmos estatisticos mais robustos e se baseado na
proteina E ou no genoma completo. Diferentes genotipos tém sido associados a
diferengas nas manifestacdes clinicas, incluindo as formas graves da doenca (Ferreira et
al.,, 2010). A intensa exposi¢do das populacdes humanas, frente as diversas amostras
virais, traz preocupacdes a saude publica, pois favorecem o aumento da variabilidade
genética e das divergéncias entre as variantes, possibilitando inclusive um aumento da
patogenicidade e infectividade do DENV (Holmes & Twiddy, 2003). A circula¢do do
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DENV em diferentes populacdes tem gerado alteragcdes no genoma que podem estar
relacionadas a diferencas no fitness viral e espectro de sintomas.

Existem inumeras evidéncias de que DENV seja transportado, por grandes
distancias, por hospedeiros e vetores. Com isso, sorotipos e genotipos podem ter ampla
distribui¢do geografica (Holmes & Burch, 2000). Regides com circulacdo distintas de
sorotipos e gendtipos, também sdo fatores que contribuem na variabilidade genética.
Infec¢des heterologas subseqiientes tém forte relagdo com o desenvolvimento de casos
graves (Katzelnick et al., 2017). Soma-se a esse fato, o risco das coinfec¢des em
hospedeiros ou no vetor, podendo favorecer a ocorréncia da recombinacdo génica. Esse
intercadmbio, apesar de raramente reportado, representa um importante mecanismo na
geracdo da diversidade. Uma maior taxa na ocorréncia de mutacio natural aos virus de
RNA fita simples, também podem contribuir para essa variabilidade. A pressao seletiva
e as taxas de erro da polimerase viral (10~ a 107 nucelotideos/ciclo) sdo fatores que
contribuem para a diversidade genética entre os DENV, modulando a sua capacidade
infecciosa e replicativa, tanto no mosquito vetor quanto no hospedeiro vertebrado
(Holmes & Twiddy, 2003; Dunham & Holmes, 2007; Vasilakis et al., 2007). Nesse
contexto, o monitoramento da distribui¢do geografica e deteccdo de eventuais
introducdes de novos sorotipos/genotipos sdo ferramentas importantes para analises
epidemioldgicas e para a compreensdo do mecanismo de interagdo DENV/hospedeiro
(Bennet et al., 2003). A primeira epidemia ocasionada pelo DENV ocorreu na Africa do
Sul, nos anos de 1926 e 1927, sendo atribuida ao DENV-1 (Kokernot et al., 1956).
Durante a 2* guerra mundial, uma série de distirbios ecoldgicos e sociais contribuiram
para a dispersdo do vetor ¢ do virus, do leste da Africa para Asia, oeste da India,
Américas e, posteriormente para o resto do globo (Villabona-Arenas & Zanotto, 2013),
como pode ser verificado na figura 10.Associacdes entre genotipos e desenvolvimento
de formas graves da doenga foram descritas por Cologna & Rico-Hesse, 2003, no qual o
gendtipo sudeste asiatico do DENV-2 foi associado a febre hemorragica de dengue
(DHF), enquanto o genotipo americano foi associado a febre de dengue (FD). O DENV-
3 gendtipo III pertencente ao clado A, tem sido associado a dispersdo da FD, enquanto
uma variagao do clado dentro do mesmo gendtipo (Clado B) coincidiu com aumento de
casos de FHD no Sri Lanka (Hanley et al., 2008). Sittivicharpinyo et al., (2018) relatou
diferencas da patogenicidade entre os genotipos III e V do DENV-3, estando esse

ultimo mais associado as graves manifestacdes.
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Figura 10. Mapa de distribuicio geografica dos sorotipos de DENV nos paises em que casos de dengue foram detectados. Dados atualizados baseado do banco de
dados do NCBI, 2018. Mapa gerado no Genotype Viewer,Yamashita et al., 2016. (https://gph.niid.go.jp/geograph/dengue/content/genome).
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Inicialmente, acreditava-se que os isolados de DENV-3 no Brasil tivessem
surgido a partir de uma unica introducao de amostras do genotipo III (GIII) que
circulavam em Sri Lanka, na India e na Africa Oriental (Araujo et al., 2009).
Posteriormente, em um estudo realizado por Figueiredo et al., 2008 no estado de Minas
Gerais, foi demonstrado também a presenga DENV-3 genotipo I, também identificado
como genotipo V, cuja origem encontra-se relacionada ao DENV circulante nas
Filipinas e China, cujas amostras estdo associadas a altas taxas de DF, DHF e a casos
fatais nesses paises. Diversos estudos realizados pelo Laboratorio de Virus (UFMG)
tém demonstrado uma associagdo entre 0 DENV-3 GI L1 (GV), circulantes em MG, no
desenvolvimento de doengas neurolédgicas, tanto em camundongos como em humanos
(Barcelos Figueiredo, 2008; Ferreira et al., 2010). A amostra DENV-3 MG-20, objeto
deste estudo, foi isolada nesse periodo, a partir do soro de um paciente que foi a obito,
com acometimento neuroldgico. No entanto, esse quadro ndo se mostrou como uma
progressdo de outros sintomas comuns a dengue, a exemplo da febre classica da dengue
(Ferreira et al.,, 2010). O mesmo genoétipo circulante em outra regido do pais
(Rondonia), no entanto, ndo foi relacionado a casos graves, tendo essas amostras sido
isoladas e seqiienciadas a partir de soro de casos de FD (Nogueira et al., 2009). A
amostra PV_BR, também pertencente a essa linhagem, foi isolada pelo grupo de
pesquisa do professor Luis Tadeu Figueiredo (USP-Robeirdo Preto) a partir de soro de
paciente da regido de Rondonia.

Outro estudo realizado por nosso grupo (Andrade, 2015) no periodo de 2013-
2014, no municipio de Contagem, regido metropolitana de Belo Horizonte — MG,
mostrou que mesmo com a introdu¢gao do DENV-4, ainda havia a predominancia do
DENV-3 e a persisténcia do DENV-3 GI L1 na regido. Ao todo, foram encontrados, no
municipio de Contagem, a circula¢do de pelo menos oito gendtipos, com o agravante da
existéncia de co-infeccdo viral em pacientes.

Além da circulacdo na populacao, o DENV-3 GI L1 foi encontrado também em
mosquitos € ovos do A. aegypti, evidenciando uma possivel transmissdo vertical do
virus, fator que provavelmente encontra-se relacionado com a manuten¢do do mesmo no

ambiente (Vilela et al., 2010).
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1.2.6.1 Classificacdo dos genotipos

A classificagdo dos genoétipos dentro de cada sorotipo teve a contribuicao de
muitos autores podendo variar com os diferentes estudos. Até 2016 o DENV-1 era
classificado em cinco genotipos, quando, em estudo realizado por Pyke et al., 2016, foi
identificada uma amostra silvestre com alta divergéncia dentre os gendtipos ja descritos,
implicando na descri¢do de um sexto genétipo. As amostras que circulam no Brasil

pertencem ao gendtipo V (Paiva et al., 2015).

Tabela 1 Identificacdo dos genétipos de DENV-1 e sua distribuicdo geografica*

Genotipo Regido
I Sudeste Asiatico, China e Africa
11 Tailandia em 1950 ¢ 1960
I Amostras silvestres identificadas na Malasia
1A% Ilhas do Pacifico Ocidental e Australia
A% Amostras circulantes nas Américas, no oeste da Africa e Asia
VI Amostra selvagem Brunei 2014 (Australia)

Fonte: Paiva et al., 2015 e Pyke et al., 2016

O DENV-2 ¢ dividido em seis gendtipos sendo o Asidtico I (Al), Asiatico 11
(AII), Cosmopolita (C), Americano (AM), Asidtico / Americano (AA) e Silvatico (S),
com base nas sequéncias do gene do envelope (Chen & Vasilakis, 2011; Twiddy et al.,

2002). No Brasil, o sorotipo circulante ¢ descrito como sendo o Americano-Asidtico

(Chen e Vasilakis, 2011; Drumond et al., 2013).

Tabela 2 Identificacdo dos genotipos de DENV-2 e sua distribuicio geografica*

Genotipo Regido
Asiatico 1 Malasia e na Tailandia
Asiatico 11 Vietna, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas
Cosmopolita Australia, Africa Orieptal e O,cidental, Ilhas do Pacifico, ilhas do
Oceano Indjco, India e Oriente Médio
Americano América do Sul ,Caribe, India ¢ Ilhas do Pacifico ( 1950 ¢ 1960)
Asiatico/Americano Tailandia e Vietna e América a partir 1980
Gendtipo silvestre Oeste da Africa e sudeste da Asia

*Fonte: Chen & Vasilakis, 2011; Twiddy et al., 2002
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A classificagdo do DENV-3 em gendtipos tem apresentado controvérsias. Em 1994,
Lanciotti et al. mostraram, a partir de analises filogenéticas de DENV-3 de diferentes
regides do globo, a presenga de quatro genotipos. A partir das analises das sequéncias das
proteinas estruturais prM/M e E, foi encontrada uma similaridade maior que 95% de
aminoacidos para a classificagdo dos genotipos de DENV-3. Em 2002, Wittke et al.
realizaram um estudo com maior numero de amostras de DENV-3 e, baseadas em
estudos filogenéticos apenas da proteina E, além da analise da topologia da arvore
filogenética, subdividiram o genotipo I em genotipos I € V. As andlises de similaridades
entre os genotipos ndo utilizaram os mesmos critérios utilizados no estudo de Lanciotti
et al. (1994), que definem genotipos como amostras contendo no minimo 94% de
similaridade. No entanto, fazem uma analise das caracteristicas dos aminoacidos
substituidos por clado e niumeros de substitui¢des ocorridas. At¢é o momento nao ha
consenso sobre essa classificacdo, o que nos permite identificar, o que seria gen6tipo V
para Wittke et al. 2002, como genoétipo 1 linhagem 1, nos critérios estabelecidos por
Lanciotti et al., 1994. No Brasil, circulam os genotipos III e GI L1 ou (V), este tltimo,
no entanto, em freqii€éncia muito menor (Aquino et al., 2009).

Nao se sabe a origem da entrada no DENV-3 GI L1 no pais, uma vez que
apresentam  distdncias  genéticas extremamente baixas frente a amostra
Philippines/L 11423 isoladas em 1956 (Aquino et al., 2009). A deteccdo desse genotipo
¢ extremamente rara, como pode ser visualizada na Figura 11. O mapa foi gerado
utilizando-se o Genotype Viewer, tomando como base sequéncias de DENV-3 GI L1

submetidas para a identificagdo e localizacdo das amostras no banco de dados do NCBI.

Tabela 3 Identificacio dos genotipos de DENV-3 e sua distribuicio geografica*

Gendétipo Regiao
I Indonésia, Malasia, Filipinas e ilhas do Pacifico Sul
11 Tailandia, Vietna e Bangladesh
111 Sri Lanka, India, Africa e Samoa
v Porto Rico, América Latina ¢ América Central
V ou GIL1 Até 1980 Asia e América do Sul a partir 2002

*Fonte: Lanciotti et al., 1994; Wittket al., 2002.



40

19 amostras de DENV-
3 GILI ouGV:

*11 sem informagdo de
origem no banco de dados.

Figura 11. Mapa de distribuicio das amostras de DENV-3 GI L1 detectados pelo Genotype Viewer
baseado do banco de dados do NCBI (GenBank) , 2018. Visualizagdo das raras sequéncias submetidas
ao banco de dados do NCBI, totalizando 19 amostras para sequéncias completas ou parciais da linhagem.
A amostra identificada pela seta trata-se ¢ uma amostra que tem origem na China, e foi re-sequenciada em
1963.Yamashita et al., 2016. (https://gph.niid.go.jp/geograph/dengue/content/genomemap).

Atualmente, o DENV-4 ¢ dividido em 5 gendtipos distintos (Gallichott et al.,
2018), sendo que o gendtipo II apresenta-se subdividido em duas linhagens (Ila e IIb).
Os gendtipos I e II circulam atualmente em todo o mundo, enquanto que as infec¢des
pelos gendtipos III, IV e V sdo extremamente raras (Dash et al., 2011; Fares et al.,
2015). Amostras pertencentes aos genotipos I e I também sdo as circulantes no Brasil

(Nunes et al., 2012).

Tabela 4 Identificacdo dos genétipos de DENV-4 e sua distribuiciao geografica*

Genétipo Regiao
1 Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, e casos importados do
sudeste asiatico para o Japao
11 Indonésia, Malasia, Tahiti, Caribe ¢ das Américas
I Tailandia
v Amostras silvestres da Malasia.
A% Amostras de 1960, india

*Fonte: Gallichott et al., 2018
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1.3 Epidemiologia da dengue

A dengue constitui-se em uma doen¢a com importante impacto econdmico e
social nas populagdes das areas endémicas (Nature Publishing Group, 2007; Barreto &
Teixeira, 2008a). Atualmente, estima-se que ocorram 390 milhdes de infecgdes pelo
Dengue virus (DENV) por ano, dos quais 96 milhdes apresentam algum tipo de
manifestagdo clinica. No entanto, os reais niumeros de casos de dengue sdo sub-
notificados e muitos casos sdo classificados erroneamente, especialmente no contexto
de co-circulagdo endémica com outros virus de sintomatologias semelhantes, como Zika
virus e Chikungunya virus (Bhatt et al., 2013; Brasil, Ministério da Saude (MS), 2017).
A incidéncia do DENV, ndo somente tem crescido de maneira dramatica nas ultimas
décadas, como tem se propagado para outras novas areas (WHO, 2018). Segundo estudo
publicado por Brady et al. (2012), aproximadamente 3,9 bilhdes de pessoas em 128
paises estdo em areas de risco de infec¢do pelo Dengue virus (Figura 12).

De acordo com dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2018),
areas que até entdo eram consideradas fora de risco, devido a condi¢des climaticas
desfavoraveis ao vetor, passaram a relatar seus primeiros casos autoctones, como Franca
e Crodacia, em 2010. Casos importados t€ém ocorrido por toda a Europa, especialmente
em Portugal devido a um surto na ilha de Madeira. Em 2013, ocorreram casos na
Florida (Estados Unidos) e na provincia de Yunnan, na China. De fato, os nimeros de
casos globais aumentaram de 2,2 milhdes em 2010 para 3,2 milhdes em 2015. Estima-se
que 500.000 pessoas com dengue grave necessitem de hospitalizacdo a cada ano, e cerca

de 2,5% das pessoas infectadas vao a obito (WHO, 2018).
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Figura 12. Numero médio de casos suspeitos ou confirmados de dengue informados a OMS, 2010-
2016. Fonte: WHO, 2016. Disponivel em: http://www.who.int/ denguecontrol/epidemiology.

Até a metade da década de 1990, o Sudeste Asidtico era a regido mais atingida
por DENV no mundo. A partir deste periodo, os paises das Américas Central ¢ do Sul
comecaram a se destacar nesse contexto, passando a representar mais da metade dos
casos notificados da doenga no mundo (Barreto & Teixeira, 2008a). Os anos de 2015 e
2016 foram caracterizados por grandes surtos de dengue em todo o globo e, nesse
contexto, o Brasil sozinho em 2016 foi responsavel por mais de 60% dos casos, com
uma incidéncia pouco menor que 1,5 milhdes (Figura 12). Em algumas regides da
América, a doenca assumiu um padrdo epidemioldgico de hiperendemicidade, com a
circulagdo de multiplos sorotipos do virus, o que gerou um impacto alarmante na satde
humana. No total, em toda regido das Américas, houve o registro de mais de 2,38
milhdes de casos s6 em 2016, com 1032 6bitos pelo agravo (Brasil-MS, 2017, WHO,
2016 e 2018).

Além da questao do ntimero de casos/Obitos, diferencas importantes, em termos
do curso da doenga, t€ém sido observadas em diferentes regides do globo. Até a década
de 1990, o Brasil apresentava, proporcionalmente, menores taxas de FHD nas Américas,
frente aos expressivos numeros de casos de FD no sudeste Asidtico. Até 2006,
comparando essas duas regides, foram verificadas no Brasil as menores taxas de

incidéncia para FD, FHD, e de infec¢des inaparentes na faixa etaria infantil, enquanto
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que a faixa etaria de maior risco no pais ocorria em adultos jovens (Halstead, 2006;
Siqueira et al., 2005). No entanto, desde 2007, tem havido um gradativo deslocamento
nesse cendrio, verificando-se um relativo aumento nas taxas de incidéncia de dengue
grave e classica em menores de quinze anos, frente aos casos em adultos no pais
(Barreto & Teixeira, 2008a; Brasil-MS, 2017).

E importante observar que as defini¢cdes adotadas para a classificagdo dos
casos de DENV pelo Ministério da Saude (Brasil), at¢ 2013, se baseava na
categorizacdo em FD, FHD e sindrome do choque da dengue (SCD), havendo uma
dificuldade na classificacdo de outros sintomas relacionados a doenca, especialmente
aos que levavam as hospitalizagdes. A partir de 2014, o MS passou a adotar a nova
classificacdo estabelecida pela OMS (WHO, 2009), categorizando em dengue, dengue
com sinais de alarme e dengue grave (Brasil-MS, 2017). Por tanto, ha uma dificuldade
nas comparagdes, em termos epidemiologicos, no decorrer do tempo.

Os possiveis primeiros surtos de dengue na historia do pais encontram-se
referidos em meados do século XIX (1846 a 1853). Relatos de febre, mialgia e artralgia
ocorreram inicialmente no Rio de Janeiro e em Sdo Paulo. Outros relatos semelhantes
seguiram-se no nordeste, sudeste e sul do Brasil. No entanto, a primeira evidéncia da
ocorréncia de uma epidemia de dengue no Brasil ocorreu em 1982, quando foram
isolados os sorotipos DENV-1 ¢ DENV-4, em Boa Vista (RO) (Elisa et al., 2014).
Desde entdo, os picos epidémicos tém sido cada vez maiores, em periodos que se
repetem de 3 a 5 anos, de maneira quase que regular (Brasil-MS, 2017).

No periodo de 1986-1987 o DENV-1 se disseminou para o Sudeste (Rio de
Janeiro, Minas Gerais), Nordeste (Alagoas, Ceard, Pernambuco, Bahia) e
posteriormente para o restante do pais. Na sequéncia, nos anos de 1990-1991, foram
notificados os primeiros casos de DENV-2. Nos dois primeiros anos da década de
1990, os numeros de casos de dengue foram baixos, praticamente se restringindo a
cidades do Rio de Janeiro, Ceara, Alagoas e Pernambuco (Barreto & Teixeira, 2008b).

Em 2001-2002, foram detectados os primeiros casos de DENV-3 no pais, no
estado do Rio de Janeiro. J&4 em 2002, o DENV-3 havia se disseminado para a maioria
dos estados brasileiros, tendo sido o sorotipo predominante durante todo o periodo de
2002 a 2006. A epidemia pelo DENV-3 foi caracterizada por um crescimento
significante da incidéncia da dengue frente aos anos anteriores, com um grande aumento
nas formas graves da doenga, justificado principalmente pela circulagdo simultanea com

o DENV-1 e DENV-2 (Lourengo-de-Oliveira et al., 2002; Camara et al., 2007). De
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2007 ao inicio de 2009, o DENV-2 assumiu o stafus de maior predominancia no pais,
seguido pela re-emergéncia do DENV-1 em 2009, especialmente na regidao sudeste, ano
em que este sorotipo chegou a ser o responsavel pela infec¢do em 50,4% dos casos no
pais, enquanto os DENV-2 ¢ DENV-3 assumiam as taxas 30,5% e 19,1% dos numeros
de casos, respectivamente (Elisa et al., 2014).

Em 2010, uma das grandes variagdes em relagdo aos anos anteriores foi a
re-introducdo do DENV-4, gerando a co-circulagdo dos quatro sorotipos em algumas
regides do pais. Segundo dados apresentados pelo Ministério da Satde (Brasil-MS,
2007), em 2013 o DENV 4 tornou-se o sorotipo dominante, sendo agente etioldogico em
56% dos casos, seguido do DENV-1 com 32,3%. No referido ano, foram notificados
1.452.489 casos com 64.162 hospitalizacdes. Nesse mesmo estudo, ¢ ressaltado que
apesar de o ano de 2014 ter havido um nimero baixo de casos notificados (589.107),
houve uma alta taxa de internagao proporcional (36.809 casos), possivelmente resultado
de co-infecgdes ou infecgdes heterdlogas subsequentes por quatro sorotipos. Esses
dados chamam aten¢do também, para a intensa necessidade de internagdo e geracao dos
altos custos que as recorrentes epidemias de dengue vém gerando para o Sistema Unico
de Saude (SUS). Em 2014, tivemos ainda a introdu¢do do Chikungunya virus (CHIKV)
no pais, que ocorreu no segundo semestre, ¢ a circulagdo do ZIKV no primeiro semestre
de 2015, ambos arbovirus transmitidos pelo mesmo vetor, com sintomatologias muito
semelhantes a dengue. Apesar de estas infecgdes serem de notificacdo obrigatoria, tem
havido uma dificuldade na gera¢do de dados que reflitam a realidade epidemiologica de
cada um desses agravos, uma vez que, a maior parte das notificagdes ¢ baseada apenas
nos sintomas clinicos, e, portanto, tem havido uma confusdo no discernimento do agente
etioldgico nos casos entre essas trés doencas (Reyes-Del Valleet al., 2015).

Considerando até o atual periodo (2020), o ano de 2015 destacou-se como o
mais epidémico da dengue, com 1.649.008 casos provaveis registrados, superando o
numero de casos confirmados e o nimero de hospitalizagdes dos picos epidémicos de

todos os anos anteriores (Brasil-MS, 2017, SVS-2016, SVS-2018) (Figura 13).
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Figura 13. Série historica do nimero de provaveis casos de dengue no periodo de 1990 a 2019* (até
o més de setembro) no Brasil. As setas indicam o ano de entrada do sorotipo. Nos quadros, os
sorotipos predominantes em contexto nacional, em ordem de maior importancia. * Sorotipo dominante;
DENV-2, no entanto os outros sorotipos tém sido detectados. Ainda ndo ha informagdo se se trata de re-
emergéncia ou nova introducdo. Autora, 2019. Fonte dos dados: Ministério da Saude/SVS - Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan); portalarquivos.saude.gov.br/images/ pdf/2017.

Nesse periodo, a regido Sudeste registrou o maior nimero de casos
provaveis (1.026.226 casos; 62,2%) em relagdo ao total do pais, seguida das regides
Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro Oeste (220.966 casos; 13,4%), Sul (56.187
casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%). O numero de casos de dengue grave no pais
chegou a 1.569 com o total de 863 dbitos, destes ultimos, a regido sudeste concentrou
62,2% do numero de dbitos (Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), 2016). Desse
periodo até 2016, o sorotipo predominante foi o DENV-1, representando em 2015,
93,8% dos casos, enquanto os outros sorotipos somados representavam 6,2% das
infecgdes. Os dados dos boletins epidemioldgicos de 2017 registraram (SVS-2017)
251.711 casos provaveis de dengue, uma redugdo drastica comparada a 2016 (1.483.623
casos provaveis). Segundo o boletim epidemioldgico 49, SE n°® 52, referente ao ano de
2017, iniciou-se uma possivel transicdo do sorotipo dominante, no qual foi observado
que das 536 amostras positivas para o DENV (provenientes de diversas regides do pais),
(54,3%) eram positivas para o DENV-2, (40,1%) para DENV-1; (4,3%) para DENV-4 ¢
(1,3%) para DENV-3. Dados do boletim epidemioldgico 22, referentes até o més de
setembro de 2019 (SVS-2019, V.50; SE n°1-34), mostram que no pais foram registrados
1.439.471 casos provaveis de dengue (um aumento de cerca de 600% em relacdo ao ano

de 2018), 1.111 casos graves, 15.179 casos de dengue com sinais de alarme. Em 2018,



46

foram notificados 205.791 casos provaveis, 3.164 casos de dengue com sinais de alarme
e 280 casos graves. Em 2018, o sorotipo predominante considerando todo o territorio
brasileiro, foi 0o DENV-2, com deteccdes do DENV-1, DENV-4 e DENV-3. A epidemia
de 2019 tem sido ocasionada principalmente pelo DENV-2 (SVS-2018, V.49; SE n°34;
SVS-2019, V.50; SE n°12).

1.3.1 Epidemiologia em Minas Gerais

Segundo dados do IBGE (2018), Minas Gerais apresenta a segunda maior
populagdo do pais, com 21.040.662 habitantes e densidade demografica de 33,41
hab/km?. Apresenta-se como o quarto maior estado brasileiro, 586.528 km?, fazendo
divisa com outros 6 estados brasileiros. O clima ¢ predominantemente o subtropical de
altitude, com chuvas distribuidas especialmente no periodo outubro a mar¢o (BRASIL.
InMet, 2017).

Os primeiros registros relacionados a entrada do DENV em Minas Gerais
datam de 1987 (SES/MG, 1995). Desde entdo, o estado tem sido um dos maiores
afetados por epidemias crescentes que ocorrem com picos ciclicos, nos primeiros
quadrimestres anuais. Na primeira grande epidemia no estado, em 1998, Minas Gerais
apresentou o maior numero de casos/ano no pais, tendo registrado 147 mil notificagcdes
de provaveis infecgdes pelo virus. Nesse ano, também foram notificados os primeiros
casos de FHD e obitos do estado. As notificagdes se concentraram especialmente na
regido metropolitana de Belo Horizonte, apresentando cerca de 90% dos provaveis
casos em todo o estado (Duarte & Franga, 2006; Franca et al., 2004). Nesse periodo, o
sorotipo predominante a circular tratava-se do DENV-2 e em menor escala, o DENV-1.

O segundo pico epidémico ocorreu em 2002 e foi caracterizado pela entrada
do DENV-3 no estado, o qual predominou como sorotipo até 2008, no entanto, em co-
circulacdo com os DENV-1 e 2 (Amancio, 2014). Vale destacar que, durante o periodo
de 2002 a 2008, a circulagdo do DENV-3 apresentou mais de uma possivel entrada do
virus, com a circulagdo de dois genotipos do virus (genotipo I e III). O primeiro relato
da circulagdo do gendtipo I (linhagem I ou GV) foi realizado por nosso grupo de
pesquisa (Laboratorio de Virus-UFMG), e publicado por (Figueiredo et al., 2008).
Desde entdo, tem sido associado a casos graves no estado, justificando o interesse por
esse gendtipo, em particular, nesse estudo. Outros estudos realizados pelo Laboratoério

de Virus-UFMG, a exemplo do realizado por Vilela et al.,, 2010 e Andrade, 2015
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mostram que, apesar da introdu¢do do DENV-4, em 2011 no estado, algumas regides,
como a regido metropolitana de Contagem, mostravam persisténcia do DENV-3 como o
sorotipo predominante nos anos de 2013 a 2014. Em 2015, Andrade H. E., encontraram
no municipio de Contagem, a circulagdo de pelo menos oito genotipos, com o agravante
da existéncia de co-infecgdoviral, sejam entre sorotipos ou gendtipos, nos pacientes.

Em 2010, Minas Gerais apresentou o maior niumero de casos notificados no
Brasil, apresentando aproximadamente 21% (212,502 mil casos), um aumento de
289,1% em comparacao com 2009 (55,146 notificacdes). As internagdes seguiram a
tendéncia de aumento observada nas notificacdes de casos 37,55 mil casos contra
35,334 (SVS-MG, 2017).

Observava-se desde 2006, um crescente aumento na taxa de letalidade pelo
DENV (1,77 a 10,75 obitos para cada 10.000), sendo o DENV-1 o sorotipo
predominante no estado. Com a entrada do DENV-4, Minas Gerais passa a apresentar
circulagdo autoctone dos 4 sorotipos virais, situagdo que esta associada a um aumento
de casos graves. Em 2013 tém-se entdo o pico epidémico associado a esse sorotipo
conjuntamente ao DENV-1, apresentando aproximadamente meio milhdo de casos
notificados (Amancio, 2014) (Figura 14). Apesar de quase o dobro de casos notificados
em relagdo a 2010, a epidemia apresentou numero semelhante de hospitalizagdes
(Figura 14).

O maior pico epidémico registrado no estado, até entdo, acompanhando a
tendéncia nacional, foi o ano de 2016. Mais de 500 mil casos foram notificados no
estado (519.050 casos provaveis), com 271 casos graves, € 0 maior nimero de obitos
notificados até entdo; 261 (SVS-MG, 2007; Brasil, MS-boletim epidemiolégico 2018,
v49, 1-14). E provavel ainda que esses numeros estejam subestimados, uma vez que,
com a co-circulagdo com o ZIKV e CHIKV tenha havido erros de diagndstico e
reatividade cruzada em testes laboratoriais (Tasso et al., 2016). Em 2018, Minas Gerais
apresentou 23.290 casos provaveis, com 20 notificagdes para DENV grave, e em 2019,

até o més de setembro, 471.165 casos provaveis com 219 casos graves (SVS-2019,

V.50; SE n°1-34).
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Figura 14. Série histérica do niimero de provaveis casos de dengue e casos graves no periodo de
2008 a 2019 no Brasil. Eixo em azul (4 esquerda) referente ao nlimero de casos provaveis e eixo em
vermelho (a direita), nimero de casos graves. Base de dados: Secretaria de estado da saude de minas
gerais, disponivel em: http://www.saude.mg.gov.br/, Semana Epidemioldgica 15 n° 54;SVS/MG 2018,
Programas e Relatorios Brasilia/DF 2006 e DF, 2011.

1.3.2 Ciclo de transmissao

O ciclo de transmissdo do DENV se inicia quando a fémea do mosquito do
género Aedes pica uma pessoa infectada. Em sequéncia, o virus se multiplica no
intestino médio do mosquito e, ap6és um periodo de 8 a 10 dias, passa a ser encontrado
em outros tecidos como sistema nervoso e nas glandulas salivares (Gubler et al., 2010).
Uma vez infectado, o mosquito passa a transmitir o virus para individuos suscetiveis,
durante o repasto sanguineo. Na circula¢dao sanguinea de um novo hospedeiro humano,
o virus passa por um periodo de incubacdo, podendo variar de 4 a 14 dias para o
aparecimento dos sintomas, até que passa a se multiplicar em células permissivas do
organismo (Whitehead et al., 2007).

A infec¢do primdria no homem inicia-se nas células dentriticas, células residente
de Langerhans, que, apds infectadas pelo virus, migram para os linfonodos, ocorrendo a
disseminagdo da infecgdo para os outros componentes do sistema imune, células mielo-
monociticas, corrente sanguinea e 6rgaos (Noisakran et al., 2010).

E conhecido que o DENV tem tropismo por um amplo espectro de células
humanas, em especial células da linhagem fagocitica monuclear (células dendriticas,
monocitos/macrofagos, células de Langerhans), alvos principais da infeccdo (Wu et al.,

2000). No entanto, ha evidéncias de que o virus € capaz de infectar outras células como:



49

linfocitos B, linfécitos T, células “natural killer”, células endoteliais, hepatocitos e
neurdnios (Ho et al., 2017; Jessi et al., 2004).

Estudos como o realizado por Rosen L. et al. (1987), relataram a possibilidade
da transmissao vertical do virus do mosquito infectado para os seus ovos. Em um estudo
realizado pelo nosso grupo de pesquisa no periodo de 2013- 2014 (Andrade, 2015), foi
verificado a existéncia da transmissao vertical do DENV em areas dentro da regido
metropolitana de Belo Horizonte. Foi detectada, inclusive, a presenca do DENV-3
genotipo I, mostrando a continuidade da circulagdo do mesmo genotipo, que se iniciou
em 2003, em mosquitos € ovos do A. aegypti, fator que provavelmente encontra-se
relacionado com a manuten¢ao do DENV no ambiente.

Apesar dos esfor¢os, a tentativa de prevencdo e controle da doenca por
eliminagdo do vetor ndo tem sido bem sucedida. Diversos fatores t€ém sido associados,
dentre eles, a grande capacidade de adaptagdo do mosquito a diferentes situagdes
ambientais consideradas desfavoraveis (Tauil et al., 2015). Ha relatos de mosquitos
adultos em altitudes elevadas e larvas em daguas poluidas, somando-se a isso a
resisténcia crescente dos insetos aos larvicidas e adulticidas de uso habitual nas
atividades de controle (Teixeira et al., 2011; Tauil et al., 2011). As fémeas do mosquito
permanecem infecciosas por toda sua vida com o potencial de infec¢do do hospedeiro
humano por todo esse periodo. Além dos fatores associados aos mosquitos, ha ainda as
dificuldades de carater institucionais como caréncia de legislacdo de apoio, fiscalizacdo,
e de acesso dos agentes de saude a potenciais criadouros do mosquito, dificultando

assim o controle no ambiente (Tauil et al., 2011).

1.4 Manifestacdes clinicas de dengue

A dengue pode apresentar-se em uma grande variedade de quadros, que vao
desde o ndo desenvolvimento de manifestacdes clinicas a quadros febris (FD), podendo
evoluir para quadros mais graves, como FHD e SCD, com o envolvimento de 6rgaos,
ndo raramente levando o paciente a morte (Gubler, 1998, Martina, 2011). A forma
sintomadtica mais comum se estabelece na forma febril classica (FD), a qual geralmente
cessa dentro de um periodo de 4 a 7 dias, sendo caracterizada por febre alta de inicio
subito, cefaleia, dor retro-orbital, nduseas, €émese, mialgia, artralgia, dor abdominal,

calafrios e exantema (Gubler, 1998). Nas formas graves, pode haver um aumento na
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permeabilidade vascular, com extravasamento de plasma, ocasionada por uma
“tempestade de citocinas” e trombocitopenia. Ambas sdo resultantes da resposta
inflamatoria a presenca do virus nas células do endotélio, favorecendo os quadros FHD
e com a progressao do quadro, a SCD (Lei, 2001; Martina 2011).

A FHD ¢ classificada em quatro graus, segundo a Organizacdo Mundial de
Satde. O grau I: constitui-se em febre acompanhada de sintomas inespecificos com
prova do laco positiva; o grau II: somam-se as manifestacdes do grau I, sangramento
espontaneo leves como epistaxes e gengivorragia; grau III: na qual se observa
insuficiéncia circulatdria (pulso fino), queda da pressdo arterial (20 mmHg ou mais),
extremidades frias e pegajosas, agitacao e o grau IV: a ocorréncia de choque profundo
com auséncia de pulso e de pressdo arterial, caracterizando a SCD (Gubler et al., 2007,
Oishi et al., 2007). Devido ao aumento de casos graves no mundo e da dificuldade de se
enquadrar a sintomatologia nos critérios de FHD, a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO), em 2009, restabeleceu os critérios de classificacdo de gravidade, incluindo
nessa classificagdo, os quadros de extravasamento e acumulo de fluidos com
desconforto respiratorio, choque, hemorragias e envolvimento de 6rgdos, como nos
casos de miocardite, hepatite e encefalite ocasionados pela infec¢ao (WHO, 2009;

Verdeal et al., 2011).

1.4.1 Manifestacoes clinicas no sistema nervoso central (SNC)

O DENYV tem sido associado a casos de encefalite desde a década de 60 (Sarkar
et al., 1969), apresentando, desde entdo, um crescente numero de casos com desordens
neurologicas associado a infecgdo, especialmente no Brasil e na Asia (Jacksonet al.,
2008; Strottmann, 2013). Além da encefalite, hoje, incluem-se as manifestagcdes
neurologicas relacionadas a infeccdo por DENV; mielite, sindrome de Guillain-Barré¢,
paralisias dos nervos cranianos, neuromielite Optica e, em alguns casos raros, a
meningite (Li et al., 2017). Em um estudo realizado no Ceara por Araujo (2012), dos
150 pacientes estudados de casos fatais com acometimentos neuroldgicos, 84 eram
positivos para dengue. O DENV foi encontrado em 41 amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR), apresentando o seguinte diagnostico neuroldgico: 46,3%
encefalite, 34,1% de meningoencefalite, e, 19,5% de meningite. Soares et al., 2011, na
regido endémica do Rio de Janeiro, observou a presenca do DENV como agente

etiologico para 47% das encefalites virais agudas, e em 10% das meningites virais.
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Resultado semelhante foi encontrado em estudo realizado pelo Laboratorio de Virus da
UFMG, por Oliveira et al (2017). A analise de LCR pela reagao da polimerase em
cadeia (PCR), em pacientes pediatricos, na regido de Belo Horizonte, mostrou um
percentual de 11% de meningoencefalites causadas por DENV. Foi verificada também a
presenga de co-infeccdo do DENV com bactérias, achado de grande relevancia, uma vez
que pode prejudicar o diagndstico e o prognostico do paciente.

No Brasil, sdo notificados em média 11.500 casos/ano de
meningite/meningoencefalite com provavel etiologia viral, sem, no entanto,
identificacdo do agente etioldgico para a maioria dos casos (SES-SP, 2006). Em areas
endémicas, o DENV possivelmente representa um importante agente etioldgico na
meningoencefalite viral, que no entanto permanece subnotificada (SIPS et al., 2012).
Nesse contexto, ¢ possivel que a detec¢do do DENV em casos de meningoencefalites, e
um quadro mais amplo da extensdo da neuroviruléncia, estejam limitados as
dificuldades no diagndstico.

O perfil clinico de infec¢do pelo DENV na doenga neurologica em humanos se
caracteriza pela reducdo dos niveis de consciéncia, cefaleia intensa, rigidez da nuca,
sinais neurologicos focais, e convulsdes (Solomonet al., 2000). A fisiopatologia dos
quadros neurologicos na infecgdo com o DENV ¢ inespecifica e incluem fatores como
edema cerebral, hemorragia cerebral, hiponatremia, insuficiéncia hepatica fulminante
com pos-sistémico, encefalopatia, anoxia cerebral, hemorragia microcapilar
(Balmasedaet al., 2006).

O diagnostico de infecgdes virais no SNC ¢ geralmente baseado na quantificagao
de células leucocitarias (< 500/mL), concentragdes de glicose (normais ou levemente
aumentados: 45-80 mg/dL) e concentracdo de proteinas aumentadas (20- 45 mg/dL).
Poucos sdo os testes laboratoriais de rotina para o diagndstico diferencial dos principais
virus causadores de meningoencefalites (SES-SP, 2006). No caso do DENV o
diagnostico encontra-se dificultado, uma vez que ainda ndao ha o reconhecimento do
DENV como um virus neurotrdpico por parte dos érgdos oficiais de satde. No entanto,
ha relatos de pacientes que foram diagnosticados com infeccdo viral no SNC,
erroneamente tratados com antibidticos, sugerindo que os atuais marcadores utilizados

para diagnostico da meningoencefalites virais sao ineficientes (Oliveira, 2015).
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1.5 Mecanismo de neuropatogénese de dengue virus

Com o aumento do numero de casos de dengue por todo o mundo, as
manifestagdes neurologicas tém se tornado mais frequentes. Estima-se que de 1-21%
dos individuos com dengue desenvolvam manifestagdes neurologicas das quais, 4-13%
apresentam sintomas neuroldgicos relacionados a infeccdo pelo virus diretamente no
SNC (Domingues et al, 2008).

Dados como esses sugerem que nem sempre hé a infeccdo pelo DENV no SNC
para o desenvolvimento de sintomas neuroldgicos. Os danos no SNC durante a infec¢do
podem ser causados por quatro mecanismos distintos: desequilibrio metabdlico (como
hipocalemia, hiponatremia, encefalopatia hepatica, hipoperfusdo cerebral), alteragdes
hemorragicas (trombocitopenia, hemorragias intracranianas), reagdo auto imune (4DE-
Antibody-dependent enhancement ,“tempestade” de citocinas pr6 inflamatdrias), e
infeccdo no SNC (Khati et al., 2015; Puccioni-Sohler & Rosadas, 2015). Grande parte
das complicagdes neurologicas ocorre em consequéncia da infec¢do sistémica, no
entanto, recentemente tornou-se evidente que a doenca pode ser causada pelo DENV
neuroinvasivo em uma parcela de individuos infectados. Assume-se que propriedades
intrinsecas das amostras infecciosas possam contribuir na patogenicidade (Leitmeyer et
al., 1999).

Outros membros da familia Flaviviridae apresentam neurotropismo, como
WNV, JEV, TBE, ZKV. No entanto, os mecanismos para o desenvolvimento das
complicacdes neuroldgicas relacionadas a infec¢do pelo DENV no SNC ndo sdo
totalmente compreendidos (Liu et al., 2016).

Nos ultimos anos, a relagdo entre o neurotropismo ¢ os DENV tem se tornado
mais clara. Ao contrario do que ocorre nas sindromes sistémicas, acredita-se que o
desenvolvimento da doenca neurologica requer a capacidade do virus em atravessar
barreiras do SNC e infectar células neurais, fenomeno conhecido como neurotropismo.
Algumas hipdteses tém sido geradas para explicar a capacidade do DENV de acesso ao
SNC, como mecanismo conhecido como “cavalo de Trdia”, passagens através das
barreiras hematoencefalicas e transporte axonal retrogrado (Puccioni-Sohler & Rosadas,
2015). No mecanismo “cavalo de Troéia”, particulas virais e monocitos infectados se
disseminam do sangue (viremia) para os 6rgaos, inclusive para SNC devido ao aumento

da permabilidade das barreiras. O acesso ao SNC ¢ precedido da passagem através
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da barreira hematoencefalica, e ¢ possivelmente facilitado por mediadores quimicos
incluindo citocinas, quimiocinas, e fatores do complemento associados as particulas
virais. Sabe-se que o DENV pode desencadear uma resposta imunologica complexa,
resultando em elevada produgdo de citocinas que podem promover disfuncao de células
endoteliais, ¢ aumento da permeabilidade vascular, a exemplo da IL- 2, IFNy e TNF a
(Sun & Kochel, 2013).

A capacidade do DENV de infectar células endoteliais também parece estar
envolvida nesse processo, uma vez que pode facilitar a entrada do virus para o
parénquima cerebral, de maneira semelhante ao que ja foi verificado para outros
flavivirus. Considerando a deteccdo do virus no LCR, ¢é possivel que processo
semelhante ocorra na invasao do virus através da barreira hemato-encefalica (Puccioni-
Sohler et al., 2015).

Em analogia ao relatado para o WNV (virus pertencente a0 mesmo género), a
chegada ao SNC poderia estar associada ao transporte axonal retrogrado. O DENYV seria
capaz de penetrar e infectar neuronios do sistema nervoso periférico (SNP: neurdnios
motores, axonios e células ependimarias), e, através dos axonios via transporte reverso,
chegarem aos corpos celulares dessas células situadas nos ganglios e nas estruturas do
SNC (Noisakran et al., 2010).

Em outra hipotese, Louveau et al. (2015) descobriram vasos linfaticos funcionais
revestindo os seios durais. Estas estruturas sdo capazes de transportar fluidos e células
do sistema imunolédgico do LCR, e estdo conectadas aos linfonodos cervicais profundos,
criando uma conexao direta entre o sistema linfatico ¢ o SNC. A descoberta do que o
pesquisador chama de “sistema linfatico do SNC” pode exigir uma reavaliagdo dos
pressupostos basicos em relagio a capacidade de neuroinvasividade dos virus. E
possivel, portanto, que essas estruturas sirvam de porta de entrada dos virus no SNC,
especialmente para virus como o DENV, que tendem a se disseminar no sistema
linfatico e a se concentrar nos linfonodos (Noisakran et al., 2010).

Apesar de a presenga do DENV no SNC ter sido demonstrada pela deteccao de
anticorpos IgM e de RNA viral no LCR, a neuroinvasdo nem sempre esta associada ao
desenvolvimento da doenga neurologica. A neuroviruléncia pode ser definida como a
capacidade do virus para induzir doenga neurolégica. E importante ressaltar que a
neuroinvasividade e o neurotropismo ndo levam necessariamente a neuroviruléncia.
Nesse contexto, tem sido demonstrada a capacidade do DENV de infectar neurdnios,

astrocitos, microglia e células de Purkinje (Puccioni-Sohler et al., 2015). Analises de



54

imunohistoquimica ¢ RT-PCR tém detectado antigenos e material genético viral,
respectivamente, mostrando, portanto, um neurotropismo.

A neuroviruléncia tem sido relatada por estudos como o realizado por Despre's
et al,, 1998, no qual apontam a natureza da lesdo da célula hospedeira como um
elemento chave na fisiopatologia da doenga. A infeccdo pelo DENV em neurénios e
células do figado tem mostrado a indugdo da morte celular por apoptose. A apoptose
pode ser induzida por um actimulo de proteinas virais no RE celular, gerando stress
celular e estimulagdo da resposta imune, o que contribui para os danos neuroldgicos.
Nesse contexto, a expressao do 6xido nitrico sintase pode ser um fator importate nos
danos gerados ao SNC durante a infec¢do por DENV no modelo murino (de Souza et
al., 2013). Em alguns casos, o DENV ndo causa disturbios neuroldgicos, mesmo quando
infecta o SNC. De fato, em alguns estudos de neuropatologia, em casos de autopsia, o
DENV ou os antigenos virais foram detectados no tecido cerebral sem caracteristicas
histopatologicas como reagdo inflamatoria (Ramos et al.,1998, Carod-Artal et al., 2013).

Estudos realizados em camundongos como em Amaral et al., 2011 e Miranda et
al., 2012, com amostra de DENV-3 G1 L1 de Minas Gerais, mostraram que além da
neuroviruléncia ja relatada, dentre os sinais iniciais, foi observado um comportamento
semelhante a ansiedade e apatia. Associado a esse dado, foram encontradas alteragdes
histopatologicas no hipocampo, regido cerebral associada ao sistema limbico, memoria
e aprendizagem, como aumento nos niveis de TNF-a e IL-6. Foram verificadas na
matrix cerebral a elevacdo de caspase-3 e morte neuronal. Diversas pesquisas in vitro
tém revelado que diferentes genotipos virais apresentam diferentes caracteristicas de
infeccoes em cultivos celulares, como diferentes tropismos e capacidade de
multiplicagdo, sugerindo uma possivel relagdo entre genotipo viral e viruléncia. Sabe-se
que alguns determinantes genéticos intrinsecos do DENV estdo relacionados a
neuroviruléncia, porém ndo ha correlagdes conclusivas entre gendtipo viral,
transmissibilidade do virus e neurotropismo (Strottmann, 2013). Existe uma maior
associacdo de complicagdes neuroldgicas em relagdo ao DENV-2 e DENV-3, no
entanto, esse acometimento também ja foi relatado para os DENV-1 e DENV-4 (Garcia-
Rivera & Rigau-Pérez, 2002). As proteinas Hsp70 e Hsp90 parecem formar um
complexo receptor candidato a entrada de DENV tanto em monocitos humanos quanto

em células de neuroblastoma (Salazar et al., 2013).
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1.6 A neuroviruléncia de dengue virus e a busca por biomarcadores

Estudos que visam a identificagdo de marcadores relacionados a neuroviruléncia
mostram-se de grande interesse no contexto da dengue. No entanto, devido ao limitado
conhecimento relativo aos acometimentos no SNC, poucos sdo os estudos relacionados
a essa questao (Bordignon, 2008).

Em Ferreira et al., 2010, isolados de DENV-3 GI e GIII foram comparados
quanto a neuroviruléncia em modelo murino. As amostras de DENV-3 GIII ndo
mostraram letalidade nos camundongos. Adicionalmente, camundongos infectados com
G1 mostraram uma redu¢dao do nimero de células de defesa e aumento dos niveis de
IFN-y, IL-6 ¢ MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), mediadores quimicos
encontrados em altas quantidades em pacientes com casos graves da doenga. No
entanto, por se tratarem de diferentes gendtipos, a busca por marcadores moleculares de
forma mais objetiva ndo era possivel, tendo em vista que a divergéncia de aminoacidos
entre as amostras era superior a 6%. Em outro estudo, dessa vez analisando isolados do
DENV-1, Strottmann et al., (2013), investigaram determinantes genéticos previamente
identificados. Inicialmente houve a adaptagdo do virus ao modelo animal, através de
passagens seriadas de uma amostra do DENV em cérebro de camundongos, mostrando
assim capacidade de multiplicagdo. Apds comparagdo com a amostra viral que nao
sofreu neuroadaptacdo, foram verificadas variacdes da proteina E, e no dominio helicase
da proteina NS3. Essas mutagdes resultaram em um efeito sinérgico entre o aumento a
sintese de RNA e carga viral, além da exacerbagdo da resposta imune, gerando maior
mortalidade e neuroviruléncia, dados com importantes implicagdes na compreensao da
patogénese da dengue. Foram observados também altos niveis plasmadticos de
metaloproteinase 9 (MMP-9), enzima associada na digestdo das laminas basais das
unidades neurovasculares, enfraquecendo as interacdes entre as células endoteliais e
outros elementos das unidades neurovasculares. Deste modo, esta enzima poderia
favorecer a entrada de ambos, particula viral e leucocitos infectados no tecido cerebral
(Bordignon, 2008; Strottmann, 2013).

A deteccao de marcadores moleculares que possam ser usados na identificacao
de amostras neurovirulentas ¢ de grande importancia, pois uma vez observada e
constatada essa correlagdo, fica clara a relagdo de causalidade entre determinados
marcadores genéticos e patogenicidade. A possibilidade da utilizacao de tais marcadores

no estabelecimento de um prognostico para a infeccdo pode, também, fornecer mais
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conhecimento sobre as interagdes patogeno/hospedeiro. Uma vez melhor compreendida
a biologia do DENV, ¢ possivel que estudos como esse possam fornecer subsidios para

desenvolvimento de vacinas e controle da infec¢ao.

1.7 A modelagem molecular na virologia

Modelagem molecular ¢ a investigacdo das estruturas e propriedades
moleculares feitas com o uso de técnicas de visualizacdo grafica e quimica
computacional, possibilitando a construgdo, visualizagdo e a manipulacdo de modelos
moleculares tridimensionais (Sant’anna, 2002). Trata-se de um recurso valioso na
caracterizacdo funcional de uma sequéncia proteica, podendo fornecer subsidios para
importantes aplicagdes na bioquimica e biologia molecular, por permitir manuseio de
estruturas moleculares e a avaliagdo do comportamento quimico (Calixto, 2013). O
grande desenvolvimento da modelagem nos ultimos anos encontra-se relacionado ao
avango dos recursos computacionais de software e hardware, além do avango nas
tecnologias de ressondncia magnética nuclear, cristalografia de raios X, crio-
microscopia eletronica (Cohen, 1996; Cressey D, 2017). Na auséncia de estruturas
determinadas experimentalmente, pode-se recorrer a técnicas como modelagem
comparativa, threading ou ab initio (Klepeiset al., 2005). A modelagem comparativa é
considerada a técnica mais acurada na determinacdo de estruturas in silico, no entanto,
depende da pré-existéncia de moléculas moldes. Esses moldes sdo encontrados em
bancos de dados de estruturas moleculares a exemplo do Data Bank Protein (PDB)
(Goodsell, 2010). Devido a existéncia de modelos com alta similaridade com as
sequéncias das proteinas do DENV-3,analisadas nesse estudo, e boas resolucdes das
sequéncias moldes, utilizamos a modelagem comparativa para as analises
tridimensionais. Esse recurso envolve os sequintes passos; alinhamento e selecdo da
estrutura molde, constru¢do dos modelos, refinamento e validagdo (Calixto, 2013).

Seguindo o aumento da submissdo de sequéncias proteicas virais nos bancos de
dados, como o NCBI, tem havido um aumento no nimero de estudos que utilizam
modelos in silico na predicdo e andlises de comportamentos moleculares (Calixto,
2013). Nesse contexto, pode ser ressaltada a utilizacdo dessas analises em diversos
estudos relacionados aos virus. Apds a determinagdao da estrutura tridimensional do
envelope do DENV (Modis et al, 2003 e 2005), uma ampla modalidade de estudos tem

sido realizadas utilizando esses modelos, e outros com que vem sendo determinados
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com resolugdes cada vez melhores (Goodsell, 2010). Logo apo6s a determinacao da
estrutura da proteina E, Modis et al, 2003 observaram que determinadas regides dessa
proteina apresentavam uma concentragdo de aa de cargas positivas, concluindo que
poderiam se tratar de regides de interagdo com moléculas de GAGs. Em 2013, Roehrig
et al. analisaram essas regides e verificaram que mutagdes em determinados aa
localizados nesses sitios de interacdo ocasionavam diferengas de tropismo em células
Vero para o DENV-2. Com o conhecimento da estrutura e caracteristicas bioquimicas
em diferentes proteinas do DENV, o ciclo de multiplicacdo viral tem sido cada vez
melhor compreendido, a exemplo de estudos como os realizados por Schmidt et al,
2010; Scaturro et al, 2017. Tém sido utilizados modelos para demonstragao de mutagdes
e alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas gerando modifica¢des na
interacdo patogeno hospedeiro e atenuagdo da viruléncia, como os estudos realizados
por Nickells et al 2008 para YFV, ou Mandl et al, 2001 para TBEV. Na biotecnologia,
o desenvolvimento de kits diagndsticos com melhor sensibilidade e especificidade tem
sido desenvolvidos com analises de epitopos determinantes empregando modelos
tridimensionais (Nguyen et al, 2019), além de diversos estudos para o desenvolvimento
de vacinas (Ali et al, 2017). Andlises para o desenvolvimento de inibidores virais como

em Ichiyam et al, 2013, também foram desenvolvidas, dentre muitos outros exemplos.
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2.0 JUSTIFICATIVA

Infec¢des no SNC afetam as populagdes em todo o mundo. Dentre os agentes
etiologicos, os virus mostram-se como os mais incidentes, superando as infec¢des
causadas por bactérias fungos e protozoarios (OMS, 2014). As meningoencefalites
virais, apesar de apresentarem baixas taxas de mortalidade, apresentam altas taxas de
morbidade. Sdo infeccdes com potencial de causar sequelas em longo prazo,
especialmente em criancas, contrariando assim, a no¢do do denominado “curso
benigno”, usado por muito tempo (Bedoya & Leite, 1998). No Brasil, 9.282 casos de
meningite/meningoencefalite foram notificados em 2015, com 42% de provavel
etiologia viral, sem, no entanto, ter sido possivel a identificacdo do agente etiologico
para a maioria dos casos (Mezarobba, 2015). Associada a esse dano social, temos ainda
o prejuizo causado pelos altos custos que as recorrentes epidemias de dengue vém
gerando para o Sistema Unico de Satde (SUS). Em 2016, R$ 176 milhdes foram
destinados ao manejo clinico das infecgdes pelo DENV (clédssica e grave). O custo
médio de tratamento de meningoencefalite viral ¢ cerca de R$ 15.000,00 (Teich et al.,
2018).

Com o aumento das epidemias de DENV, manifestagdes clinicas com
envolvimento de quadros neuroldgicos e viscerais tornaram-se mais evidentes gerando
novos questionamentos sobre a patogénese da infec¢do. O DENV ¢ atualmente
considerado o arbovirus mais importante em termos de distribuicdo geografica e
incidéncia de infec¢do em humanos, apresentando as mais altas taxas de morbidade e
mortalidade entre as flaviviroses. Apesar desse fato, o entendimento das bases
moleculares envolvidas nessa grave doenca ¢ ainda pouco compreendido.

Através de linhas de pesquisa que variam desde o diagnostico de meningo
encefalites virais em amostras liquor, isolamento, caracterizagdo e analises de interagdo
patogeno hospedeiro do DENV neurotropico, o Laboratério de Virus, da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), vem acumulando conhecimento a respeito da
neuroviruléncia do DENV, especialmente em amostras naturalmente neurovirulentas
circulantes no estado de Minas Gerais. Nesse contexto, este estudo apresenta como
objetivo geral a avaliacdo do DENV-3 gendtipo I na relagdo com desenvolvimento de
doencas de SNC. Amostras como MG-20, MG-25, BH-17 isoladas de pacientes com

dengue em Minas Gerais, em especial MG-20 isolada de caso fatal com acometimento
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neurolégico, pertencem ao sorotipo DENV-3 gendtipo 1, linhagem 1, cuja infecgdo em
modelo murino tem se mostrado letal aos animais (Barcelos Figueiredo et al., 2008;
Ribeiro de Souza, 2013).

Uma vez que o entendimento de bases moleculares envolvidas nessa grave
doenca ¢ ainda pouco compreendido, vé-se na biologia molecular uma importante
ferramenta na caracterizagdo de determinantes genéticos. Nesse estudo foi caracterizada
uma amostra proveniente de Rondonia PV_BR (DENV-3 GI L1), gentilmente cedida
pelo grupo de pesquisa do professor Luis Tadeu Figueiredo (USP-Ribeirdo Preto), que
em nossos estudos, ndo apresentou neuroviruléncia em camundongos, ndo havendo o
desenvolvimento de sinais evidentes e nem desfecho Obito para os animais.
Empregando a andlise comparativa entre amostras de mesmo genétipo e linhagem,
naturalmente circulantes na populacdo, porém com diferentes comportamentos de
neuroviruléncia em camundongos, foram feitos estudos para a caracterizagdo de
possiveis determinantes genéticos envolvidos no desenvolvimento da neuropatogénese.
A caracterizagdo comparativa de ambas as amostras tem potencial para elucidar
mecanismos envolvidos na patogénese da dengue e contribuir para o entendimento das
interagdes entre virus e hospedeiro. O melhor entendimento da biologia do virus e sua
interagdo com o hospedeiro pode indicar formas de se evitar e/ou controlar os danos

causados por infecgdes com DENV.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Analisar comparativamente in vitro, in vivo e in silico amostras de DENV-3 GI L1
neurovirulentas e ndo neurovirulentes em camundongos, como modelo de estudo do
desenvolvimento de doencas do sistema nervoso central na dengue.

3.2 Objetivos especificos:

e Identificar sequéncias completas ou parciais de DENV-3 GILI submetidas ao
banco de dados do NCBI, assim como pais de origem, ano de seqiienciamento,
regido seqiienciada e quadro clinico de pacientes infectados com DENV.

e Verificar a freqiiéncia de casos de neuroviruléncia para as amostras de DENV-3
Gl e analisar a distribuicdo do DENV-3 GI LI no pais.

e Alinhar e reconstruir filogeneticamente a relagdo entre as sequéncias de DENV
em busca de possiveis marcadores moleculares associados a neuroviruléncia.

e Realizar levantamento de dados com motifs relacionados a neuroviruléncia em
membros da familia Flaviviridae para comparagdo com o DENV-3 MG-20 e
DENV-3 PV_BR

e Avaliar por modelos tridimensionais de amostras representativas de isolados
neurovirulentos (DENV-3 MG-20) e ndo neurovirulentos (DENV-3 PV_BR)
possiveis regides responsaveis pela neurovirulencia e diferencas na interacao
patdgeno hospedeiro através do Docking.

e Analisar em modelo murino (BALB/c) diferengas na patogenicidade entre os
virus baseando-se na observacao de sinais, taxas de mortalidade, cortes
histopatologicos, detec¢do de material genético do virus no soro e cérebro e
hemograma /leucograma.

e Realizar andlises in vitro como verificagdo de diferencas fenotipicas, citopaticas,
e diferencas no tropismo das amostras de DENV-3 MG 20 e DENV-3 PV-BR.

e Investigar diferencas no ECP em células de Glioblastoma humano através de
microscopia Otica, microscopia eletronica de transmissdo (MET) e
imunofluorescéncia indireta (IFT).
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e Validar os modelos tridimensionais avaliando a capacidade de ligagdo viral em
ensaios com heparina/heparinase in vitro e verificar o impacto da presenca da
heparina na infeccdo do DENV-3 Gl LI em células U251.



4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxo de trabalho:

ETAPA 1:

Identificagdo de sequéncias

DENV-3GIL1:
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Arvore filogenética DENV-3:
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parciais. Busca de informacgdes
das amostras.

ETAPA 2:

Seq. de RO descritas como ndo neurovirulentas em
modelo de camundongos

___________________ S

Anélise comparativa entre amostras neurovirulentas e ndo
neurovirulentas em modelo de camundongos BALB/C

Experimentos de comparag¢ao entre DENV-3 MG-20 e DENY-3 PV_BR:

\4
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h 4

Pool trabalho/ titulagdo:
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BHK-21, C6/36, Vero

Curva multiplicacao:
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da proteina E:

l

Modelagem da prot. E

!

Alinhamento
estrutural/ analise
das substituicdes

Analises in vivo
BALB/C via IC:

v

Sinais/curva de mortalidadee
peso

Hemograma /

v

Histopatologia
cérebro

Mapa de densidade
eletronica

\ 4

Disseminacdo viral: cérebro, soro (qPCR)

MET: cél. U251 /

Interagdes com GAG sulfatados

A 4

A 4

Ensaios de sensibilidade a GAGs

Docking: proteina E x Heparan sulfato

Infectividade: competi¢do heparina

\4

Infectividade: tratamento com heparinases

Infectividade: MG-20 e PV_BR intra e extra-celular / U251 em meio contendo heparina.
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4.2 Identificacio de sequéncias completas e parciais de DENV-3 GI L1 ou DENV-3
GV

Partindo da informacao que em 2006 foram isoladas e identificadas amostras de
DENV-3 Gl (genotipo 1) L1 ( linhagem 1) naturalmente neurovirulentas para
camundongos, na regido metropolitana de Belo Horizonte (Ferreira et al., 2010), o
objetivo dessa etapa inicial foi verificar a existéncia de relatos semelhantes por outros
autores. No entanto, os relatos amostras desse genodtipo na literatura sdo raros e os
maiores bancos de dados de sequéncias genéticas ndo identificam os gendtipos. Nesse
estudo, a amostra MG-20, isolada pelo nosso grupo (Figueiredo et al., 2008; Barcelos
Figueiredo et al., 2008), foi utilizada como protétipo de DENV-3 GI L1 neurovirulento.

Nesse contexto, para a identificacdo do maior niimero de sequéncias de DENV-
3GIL1 possiveis, foram selecionados no banco de dados do NCBI/ GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) todas as sequéncias completas de nucleotidios

ou aminoacidos de DENV-3. A busca foi feita com os termos “DENV-3 complete
sequence”, “DENV-3 complete polyprotein” ou “ DENV-3 polyprotein™.
Adicionalmente a esse processo, foi utilizada a ferramenta BLASTN/P para a
identificagdo de sequéncias similares a amostra da poliproteina do MG-20 (amostra
neurovirulenta isolada em 2003/ Belo Horizonte) com similaridade acima de 94%.
As sequéncias, no formato “FASTA”, foram alinhadas utilizando o servidor
Clustal Omega, disponivel no endereco eletronico “European Bioinformatic Institute”,

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Para a identificagdo dos genotipos dessas sequéncias, foi construida uma arvore
filogenética contendo sequéncias de aminoacidos com genétipos conhecidos para
identificagdo dos clados. A reconstru¢do filogenética foi feita utilizandoo programa
MEGA 7, e como modelo de reconstrucdo, utilizado o método estatistico “neighbor
joining”. A verificagdo da confiabilidade dos clados foi realizada através dos célculos
de bootstrap para 1000 replicatas e a correcdo da divergéncia entre as sequéncias foi
realizada através do modelo de substituicdo de Poisson, com taxa de distribuicao
uniforme para as varia¢des de aminoacidos. Uma vez identificadas as sequéncias de
aminoacidos relacionadas a esse gendtipo, foi entdo confeccionada uma arvore com 95
amostras, para servir de data set em verificagdes posteriores.

A identificagdo de sequéncias parciais do DENV-3 GI L1 foi feita utilizando o
algoritimo de busca “BLASTP/N”, disponivel na plataforma no NCBI. A sele¢do das

sequéncias teve como parametro a similaridade acima de 94% com a amostra MG-20.
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4.3 Analise filogenética da proteina E de DENV-3

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos (aa) da proteina E do DENV-3 foi
feito empregando o servidor Clustal Omega. A verificacdo para melhor modelo de
substituicdo de aa, para analises de evolugdo das proteinas E, foi realizada empregando
o software ProtTest HPC (Darriba et al., 2010), indicando dentre os melhores modelos,
Jones Taylor Thornton (JTT)+I+G, sendo “I” proporcdo de sitios invariaveis e “G”
parametro de distribuicdo gama. A qualidade do sinal filogenético para a regido do
envelope foi analisada através do mapeamento da verossimilhanga pelo software tree-
puzzle (anexo 6) (Schmidt et al., 2002). A analise filogenética para a constru¢ao da
arvore foi realizada utilizando a matriz estatistica de maxima verossimilhanca, com
construcdo heuristica partindo do método nearest neighbor interchange (NNI). A
construcdo foi realizada através da plataforma “A7GC bioinformatics” disponivel em

http://www.atgc-montpellier.fr/, utilizando o software PhyML (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/). Como parametros, modelo de substituicdo de aminoacidos

JTT+I+G e forga de distribuigdo dos grupos analisadas por bootstrap de 1000 replicatas
e a correcdo da divergéncia entre as sequéncias foi realizada através do modelo de
substitui¢do de Poisson. A topologia da arvore, incluindo tamanho dos ramos e valores

referentes ao bootstrap foram visualizados através do servidor “ATGC bioinformatics”,

disponivel através do link http://www.atgc-montpellier.fr/presto/index.php?tree

4.4 Levantamento epidemioldégico

O levantamento epidemioldgico das sequéncias parciais ou completas de DENV-
3 GI L1 identificadas foi realizado empregando informacdes coletadas no GenBank, nos
artigos referenciados (indicados na pagina da sequéncia no NCBI) ou através do uso da
ferramenta de localizagdo e identificacdo de genoétipos “DGV : Dengue Genographic

Viewer”  (https://gph.niid.go.jp/geograph/dengue/content/genomemap). Devido a

quantidade limitada de sequéncias e informagdes, ndo foi possivel a realizagdo de

analises estatisticas.



65

4.5 Revisao bibliografica e correlagio com motifs ja descritos para

neuroviruléncia

Para a revisdo bibliografica foram consultadas as bases de dados como Scopus,
Medline/PubMed, Web of Science (disponiveis através do Portal Capes) e Google

(13

académico. Para a busca, foram utilizadas como palavras chave avivirus”

,‘nerovirulence”, “neurotropic”, “neurotropism” ou “neurological”. Foram incluidos
somente artigos publicados em peridodicos que indicassem, de forma objetiva,
substituigdes que estivessem relacionadas ao comportamento neurotropico,
neurovirulento ou atenuagao viral. Artigos em que apenas foi comparado o genoma das
amostras com uma lista de substituicdes possiveis, foram excluidos. Nao foram
incluidos como critérios, ano de publicacdo ou nivel de classificacdo da publicacdo. Foi
confeccionado um mapa tridimensional da unidade dimérica da proteina E e motivos
mencionados nas publicagdes. Por fim, foi construido um grafico com a andlise da

caracteristica fisico-quimica das substituigdes de aa mais prevalentes na

neuroviruléncia.

4.6 Modelagem por homologia

Para a busca dos moldes, foi utilizada a sequencia da proteina E do DENV-3
MG-20 (amostra neurovirulenta) no banco de dados GenBank e ferramenta “basic local
alignment search tool protein” (BLASTp), frente ao banco de dados PDB usando os
seguintes parametros: (word size = 6, matrix blossum = 62, expected threshold = 10;
gap costs. existence = 11 and extension = 1, without filters and masks). As seqliéncias
moldes foram escolhidas de acordo com a similaridade, cobertura e resolugdo da
estrutura do cristal, tendo sido selecionadas quatro estruturas para o modelo de DENV-3
GI: “Envelope of dengue virus serotype 1 sE containing stem” (PDB ID: 4GSX),
“Estrutura do cristal da proteina de envelope de virus de dengue type 3” (PDB ID:
1UZG), “Estrutura cristalina da proteina de envelope do DENV-1 e na conformacao pos
fusao” (PDB ID: 3G7T) e “Estrutura cristalina da proteina do envelope do virus da
dengue 2” (PDB ID: 10AN).

A construcdo dos modelos foi realizada por homologia, utilizando o programa

MODELLER 9.17 (Sali et al, 1993). Os alinhamentos das sequéncias de DENV-3 GI
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L1 MG-20 (amostra protdtipo de neuroviruléncia) e PV_BR (amostra com atenuagdo
demonstrada nesse trabalho) com as sequéncias moldes foram feitas utilizando “scripts”
proprios para o programa. Foram gerados 10 modelos de cada sequéncia, listados na
ordem do valor escore DOPE (discrete optimized protein energy), e entdo selecionados
os de menores valores energéticos. A estrutura molde 4GSX apresentou a melhor
resolugdo de estrutura (1,903 A), e cobertura para as seqiiéncias, resultando nos
melhores modelos, com os melhores escores DOPE. Os modelos tridimensionais foram
visualizados usando o PyMOL. Apds esse processo, os modelos foram refinados
utilizando 0 servidor Yasara, disponivel em

(http://www.yasara.org/minimizationserver.htm). A visualizagao e analises dos modelos

gerados, na conforma¢do dimérica da proteina E, foi feita através da duplicacdo e
alinhamento das cadeias geradas com o a estrutura dimérica do molde, utilizando as
funcdes do PyMOL.

Para a avaliacdo da qualidade, os modelos foram submetidos a fungdo de
pontuagdo composta QMEAN4 (Benkert, 2008; Benkert, 2009; Benkert, 2011,
https://swissmodel.expasy.org/qmean/), ao proSA-web (Wiederstein M, Sippl MJ 2007,

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), e ao MolProbity, para a constru¢do

dos graficos de Ramachandran (Vincent et al;Jeffrey J. Headd et al 2010,

http://molprobity.biochem.duke.edu/). As estruturas dos moldes também foram

submetidas as andlises de qualidade por esses mesmos critérios mencionados, para
comparagdo com os modelos gerados. As estruturas modeladas e moldes foram
visualizadas e alinhadas através do PyMOL. O mapa do potencial eletrostatico foi
gerado a partir da implementacdo do PyMOL com o pluggin APBS (Adaptive Poisson-

Boltzmann Solver).

4.6.1 Docking de heparan sulfato (HS) e proteina Ede DENV

Possiveis regides de interacdes de moléculas de GAGs com a unidade dimérica

da proteina E de DENV foram geradas através do ClusPro Server (Kozakovet al., 2013,

https://cluspro.org). As interacdes foram geradas através do modo “Heparin Ligand” no
servidor, e, portanto, ndo sdo adicionadas coordenadas de residuos e atomos para
interagdo; a analise ¢ completamente informatizada. Foram geradas diversas poses de
interacao da heparina com os dimeros da proteina E ( PV_BR e MG-20). Para a analise,

foi selecionado um dos modelos com menor score que apresentavam distincias entre os
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ligantes da heparina passiveis de interagdes com as trocas nas posi¢cdes dos aminoacidos
62 e 123 da proteina do envelope. O alinhamento dos modelos as distancias e angulos

entre os atomos foram analisados utilizando o PyMOL.

4.7 Células
Células C6/36

Célula C6/36 ¢ uma linhagem celular originarias de larvas mosquito Aedes
albopictus. As células foram cultivadas em meio (L-15) Leibowitz (Gibco, USA)
adicionados de 20pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, USA), 100 Ul/mL de
penicilina (Cultilab, Brasil), Spg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich, USA) e 7% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil). As células foram mantidas a temperatura de

28°C, com repiques a cada 48h.

Células BHK-21

Célula BHK-21 ¢ uma linhagem derivada de rim de hamster neonato. Estas
células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, Cultilab,
Brasil), suplementado com 20ug/mL de streptomicina, 100 U/ml de penicilina, 2ug/mL
deanfotericina B, 5% SFB e tamponado com adicdo de bicarbonato 2,2 g/L. Estas

células foram incubadas a 37°C, em estufa com 5% de COz, e repicadas a cada 48h.

Células Vero

Trata-se de uma linhagem estabelecida a partir de células de rim de macaco
verde africano (Cercopithecus aethiops). Foram mantidas com MEM (Minimum
Essential Medium; Cultilab, Brasil), adicionado de estreptomicina, penicilina,
anfotericina B nas concentragdes ja mencionadas, € 5% de SFB. Meio tamponado com
adicdo de bicarbonato. As células foram mantidas a 37°C, em 5% CO2, e repiques

periddicos a cada 48h.
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Células U251

Linhagem celular derivada de glioblastoma humano. Foram mantidas com
DMEM (Cultilab, Brazil) tamponado com bicarbonato e suplementado com
antibioticos/antifungico (ATB) e 10% SFB. As células foram mantidas a 37° C, 5% de

COz, com repiques periodicos a cada 48h.

4.8 Virus

As amostras de DENV-3 G1 L1 foram isoladas em poucas passagens sucessivas
em células C6/36, a partir dos soros dos pacientes. A amostra de DENV-3 (MG-20) foi
isolada do soro de paciente com manifestagdes clinicas neurologicas com desfecho
obito. A amostra ¢ proveniente da regido metropolitana de Belo Horizonte e cedida pela
Fundagao Ezequiel Dias, Belo Horizonte, MG no ano de 2005 (Figueiredo et al., 2008).
O pool trabalho encontra-se na 4* passagem. A amostra DENV-3PV-BR foi isolada de
soro de paciente, pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Luiz Tadeu Figueiredo, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, e gentilmente cedida para a realizacdo desse

estudo. Nosso pool trabalho encontra-se na 5* passagem (GenBank: ACD85885.1).

4.9 Multiplicacao viral

Aliquotas de 1 mL do DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV-BR foram inoculadas em
monocamadas de células C6/36 com 80 a 90% de confluéncia, em frascos de cultivo
celular médio (75 cm?) , sob a MOI (multiplicidade de infecgdo-multiplicity of infection)
de 0,01. Apds a inoculagdo, foi feita a incubacdo das células a 28°C durante 1h para
aumentar a eficiéncia da adsorc¢do viral. Apds esse periodo, foi adicionado meio L-15
suplementado com 2% de SFB e ATB. Monocamadas de células ndo infectadas foram
mantidas para controle. As células foram observadas diariamente até que apresentassem
efeito citopatico, geralmente levando de 7 a 9 dias para o aparecimento dos efeitos. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado 10 min/3.000 g a 4°C (processo de
clarificagdo), distribuido em aliquotas de 600 puL. e mantidos a -70°C para posterior

titulagdo e utilizacdo nos ensaios (pool trabalho).
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4.10 Titulacao

Para a titulagdo, um nimero de 250.000 células BHK-21 foram incubadas em
placas de 6 pogos, a 37°C e 5% CO2 com DMEM + SFB7%. Ap6s 24 h, as células
foram incubadas com 400 pL de diluigdes seriadas (r =10) das aliquotas de pool
trabalho. Um pogo por placa foi reservado sem inoculagdo com virus para controle
negativo. Apo6s 1h em periodo de incubacdo, foi adicionado meio semi-s6lido composto
de 0,5% carboximetilcelulose (CMC; Synth, Brasil) em meio 199 (Gibco, Brasil)
antibioticos e 2% SFB. As placas foram incubadas por 5 dias a 37°C e 5% de COz. Apos
esse periodo, as células foram fixadas & superficie das placas pela adi¢do de formalina
10% em “overnight” nessa solucdo. Os pocos foram entdo lavados e contra-corados
com solu¢do cristal violeta a 1%. A partir de entdo, foram visualizadas placas de lise,

que foram contadas e plotadas em curvas de titulacao.

4.11 Fenotipos de Placas

As analises dos fenotipos de placas foram feitas em células BHK-21, Vero e
C6/36. Placas de 6 pogos foram inoculadas com 250.000; 400.000 e 800.000 células
respectivamente. Para a observacdo do fendtipo de placa em células BHK-21, o
procedimento foi o mesmo do item 4.10. As células Vero foram incubadas por um
periodo de 7 dias/ 37°C e 5% COz2, com concentracdo de CMC 1,0% em meio 199
marca. Para C6/36, a incubagdo foi de 5 dias com CMC 0,5% diluido em L-15, e
incubagao a 28°C. Apods periodo de incubagdo, as células foram submetidas ao processo

de fixacdo e contra coloracao descritos item 4.10.

4.12 Curva de multiplicacio

A curva de multiplicagdo viral foi feita para células de glioblastoma humano
(U251). Os testes foram feitos em placas de 6 pogos em duplicata para cada tempo.
Foram inoculadas MOIs de 0,1 das amostras virais. Foram coletados 600 pL de
sobrenadante e 300 pL de lisado celular por choque térmico (para U251) de cada pogo
com as diferentes MOIs nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h apos a infec¢ao. As aliquotas
foram armazenadas a -70°C, para posterior titulagdo. As observacdes nos pogos

infectados foram feitas diariamente, e as alteragdes registradas em fotografias.
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4.13 Ensaios de ligacdo e infectividade viral com heparina (Chen et al.,

1997)

Com o objetivo de verificar, comparativamente, a capacidade de inibicdo da
heparina para na adsor¢do das amostras DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV _BR em
monocamadas de células Vero (células que apresentam GAGs sulfatados em sua
membrana), foi realizada uma adaptacdo do experimento padronizado por Chen et al.
em 1997.

Foram adicionadas 800.000 células Vero em placas de seis pogos, de maneira
que apods 24 horas houvesse uma confluéncia de 100%. As amostras virais, ambas
diluidas para 1x10° PFU/mL, foram previamente incubadas com heparina (Hemofol®-
5.000 Ul/mL, Cristalia) nas concentragdes de 1, 10, 100, 500 UI/mL a 4°C pelo periodo
de 30 min. Durante esse periodo de incubagdo, as placas com as células Vero foram
resfriadas a 4°C para prepara-las ao periodo de incubacdo com a suspensdo virus +
heparina (a incubacao nessa temperatura impede a internalizacdo das particulas virais
mas ndo a ligacdo a receptores presentes na membrana celular). A seguir, as suspensdes
virus acrescidas de heparina em diferentes concentracdes foram inoculadas nas
monocamadas de células Vero mantidas a 4°C. Como controles negativo foram
inoculados aos pogos, aliquotas contendo 10° virus sem adi¢do de heparina. Apos
adsorc¢ao pelo periodo de 1h:30 min, com homogenizacdo das placas a cada 15 min, os
pogos foram lavados 3x com 1mL de PBS (tampao fosfato salino- Phosphate Buffered
Saline; 568 mg/L. de Na2HPO4 + 272 mg/L. de KH2PO4 + 8,768 g/L de NaCl, pH 7,4) a
4°C + 3% de soroalbumina bovina (BSA; Inlab, Brasil) e 1% de SFB. A cada poco foi
entdo adicionado uma aliquota de 500 pL de meio DMEM, seguindo-se com o
congelamento e descongelamento das placas para lise, e homogeneizacdo de cada pogo
para completo descolamento e coleta de material celular incubado com DENV-3.

ApOs coleta em microtubos, o material foi entdo clarificado (3000 RPM/5 min) e
titulado em BHK-21 (uma vez que ndo ¢ possivel a titulacdo dessas amostras virais em
células Vero). Os controles negativos foram utilizados como padrdes para a comparagao
na reducdo do nimero de placas de lise, por amostra, ao decorrer do aumento da
concentracdo de heparina. O experimento foi repetido cinco vezes, € a curva em

porcentagem de inibigdo foi elaborada empregando o programa Graph Pad Prism 6.
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4.14 Ensaios de ligacao e infectividade viral apos digestao da heparina/ HS
celular com heparinases (Chen et al., 1997).

Com o objetivo de verificar, comparativamente, a reducdo da ligacdo das
amostras as monocamadas de células Vero apos digestdo da heparina/HS (presente na
membrana), foi feita uma adaptagdo do experimento padronizado por Chen et al. em
1997.

Foram adicionadas 800.000 células Vero em placas de seis pogos, de maneira
que apds 24 horas houvesse uma confluéncia de 100%. Apds esse periodo, as
monocamadas celulares foram tratadas com diferentes concentracdes de heparinase I e
I (Sigma, EUA) pelo periodo de 1 hora a 37°C e 5% COz. As heparinases I e III foram
diluidas nas concentracdes de 5; 7,5; 10 e 20 mUI/mL em tampao liase constituido de
0,14 M NaCl; 3 mM KCI, 0,5mM MgClz; ImM CaClz, 0,1% de Glicose e 0,5% de BSA
solubilizados em PBS pH 7,4.

Apos periodo de digestdo, essas células foram resfriadas a 4°C e infectadas com
300uL de 10° PFU/mL das amostras DENV-3MG-20 ¢ DENV-3 PV _BR. Como
controles negativos foram inoculados aos pogos nao tratados com enzimas, aliquotas
contendo 300uL de 10° PFU/mL. Apds periodo de incubagdo a 4°C por 1 h, com
homogenizagdo das placas a cada 15 min, os pogos foram lavados 3x com ImL de PBS
a 4°C + 3% de soroalbumina bovina (BSA) e 1% de SFB. A cada poco foi entdo
adicionado uma aliquota de 500 puL de meio DMEM, seguindo-se com o congelamento
e descongelamento das placas para lise, e homogeneizacao de cada pogo para completo
descolamento e coleta de material celular incubado com DENV-3.

As suspensoes coletadas em microtubos foram, entdo, clarificadas e tituladas em
BHK-21. Os controles negativos foram utilizados como padrdes para a comparagdo na
redu¢do do numero de placas de lise, por amostra, no decorrer do aumento da
concentragdo de heparinases acélulas Vero. O experimento foi repetido 6 vezes, e a

curva em porcentagem de inibi¢ao elaborada empregando o programa Graph Prism 6.

4.15 Incubacio de células U251 infectadas com DENV-3 MG-20 em meio
contendo heparina.

Inicialmente, células U251 foram infectadas com as amostra DENV-3 MG-20
(nas MOI de 1; 0,1 e 0,01) e incubadas com meio DMEM adicionado de antibioticos,

2% de SFB e 100 Ul/mL de heparina. Como controles negativos, células sem
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inoculagdo com o virus, e células sem virus com meio acrescido de 100 Ul/mL
heparina. Os cultivos foram feitos em placas de 6 pocos (250.000 células), incubados a
37°C e 5% COz por 15 dias. Durante esse periodo, buscou-se observar o efeito
citopatico litico observado nessas células quando infectadas com a amostra DENV-3
MG-20. Os resultados foram registrados em imagens por microscopia Otica. Apos
observagao da inibi¢do, um segundo experimento foi realizado.

Células U251 foram novamente semeadas em placas de 6 pocos cujos pogos
foram infectados com MOI de 0,1 das amostras ou DENV-3 MG-20 ou DENV-3
PV_BR. Apos 1 hora de adsor¢do, foi adicionado DMEM contendo 100 Ul/mL de
heparina e as placas incubadas por um periodo de 2 e 5 dias, para coleta e identificagao
do cDNA viral presente no sobrenadante e células. O experimento foi realizado em

duplicatas.

4.16 Camundongos BALB/C

Para as analises comparativas de neuroviruléncia foram necessarios 36
camundongos da linhagem BALB/C, fémeas de 6 a 8 semanas de idade, as quais foram
obtidas no Biotério do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
divididos em grupos de no maximo seis por gaiola, inclusive para os grupos controles, e
foram mantidos em microisoladores Alesco (Modelo ALE.MIL.01.03) alocados em
estantes ventiladas Alesco (Modelo ALERKD-70), no Biotério do Departamento de
Microbiologia (ICB/UFMG). Foram mantidos sob temperatura controlada (~23°C),
ciclos de iluminagdo de 12h e, ragdo e 4dgua disponivel ad libitum. Foi feito o processo
de manuteng¢ao, limpeza e troca de agua, alimento ¢ maravalha dos animais a cada 48h.

Em todas as experimentagdes, os grupos de camundongos foram identificados e
distribuidos, aleatoriamente, levando em consideragdo o peso corporal. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio
Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/ UFMG
60/2019), anexo 1.
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4.17 Preparo de indculo e modelo de infeccao

Para a preparacdo do in6culo viral, o estoque viral (pool trabalho) de ambos os
DENVs foram previamente titulados e diluidos para a ordem de 10*. As suspensdes
virais foram feitas em meio L-15 (GIBCO, Brasil) suplementado com 1% SFB, na
presenca de antibidticos e antifingicos nas concentragdes descritas anteriormente. Os
animais foram anestesiados, por via i.p. € com o auxilio de uma seringa de 0,3mL (tipo
para insulina), 100mg/Kg Quetamina (Vetnil, Brasil) e 8-16 mg/Kg Xilazina (Syntec,
Brasil) preparados previamente em diluicdo com 4gua de injecdo. A dose a ser
administrada a cada animal foi calculada a partir do seu peso. Apos verificacdo da
analgesia completa, os camundongos foram inoculados com 20 uL de meio contendo
10> PFUs de DENV-3 ou do sobrenadante de células C6/36 ndo infectadas (controle
negativo), por via intracraniana. As inocula¢des foram realizadas na regido do lobo
frontal dos camundongos, com o auxilio de seringas de tuberculina descartaveis (BD

Plastipak 0,38 x 13- 27,5 G'?).

4.18 Observacio de sinais, variacoes de peso e taxa de sobrevivéncia

Foram observados peso, sinais clinicos (perda de peso, piloerecdo, arqueamento
do dorso, alteracdes comportamentais, alteragdes na mobillidade, inflamagdes oculares e
edemas de face) e sobrevivéncia de animais infectados. Para isso, trés grupos [(DENV-3
amostra proveniente de caso fatal (DENV-3 MG-20); DENV-3 amostra proveniente de
caso de febre classica (DENV-3 PV-BR) e controle de meio (CM)] com 6 animais cada,
foram inoculados com o sobrenadante de células C6/36 ou 100 PFU DENV-3 contidos
em 20 pL de L-15 1% SFB, por via intracraniana. Os camundongos foram pesados e
observados diariamente a partir do primeiro dia apds infecgdo (dpi) T= 1, até o ultimo
dia do experimento T=20. Os sinais clinicos foram registrados em fotografias. No caso
de animais apresentarem, durante esse periodo, sinais graves ou grave perda de peso
(superior a 25%), foram anestesiados com 3 vezes a dose analgésica para eutanasia

(dose letal) e coleta de sangue e 6rgaos.
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4.19 Coleta de sangue e 6rgaos

Os animais foram anestesiados com dose letal, e apds analgesia completa, o sangue total
foi coletado por puncdo cardiaca em seringa contendo anticoagulante heparina. Foram
feitos esfregagos em laminas de vidro para as leituras manuais dos leucocitos e
plaquetas. Apos coleta do sangue, foram feitas perfusdes com 40 a 60 mL de PBS e
entdo os 6rgaos como cérebro, rins, figado, bago, linfonodo e olhos foram removidos de
maneira asséptica, seccionados em cortes sagitais, separados em microtubos e
rapidamente resfriados em RNA later (QIAGEN®) a 0°C, para posterior armazenamento
em freezer -70°C. As analises de detec¢ao viral através de PCR em tempo real foram
realizadas apenas para amostras de cérebro e soro, estando os outros Orgdos
armazenados para estudos futuros. Para analises histopatologicas, um hemisfério do

cérebro foi armazenado em solug¢ao de formol 10% em PBS, pH 7.4.

4.20 ELISA indireto

O ELISA indireto foi utilizado para a andlise da soroconversio dos
camundongos infectados pelo DENV-3. Para a realizacdo dessas analises, foram
utilizadas como matriz antigénica para a ligagdo dos anticorpos presentes no soro ou
plasma dos camundongos, placas de poliestireno sensibilizadas do kit comercial
DENGUE IgG INDIRECT ELISA (PANBIO®). Uma vez que placas de microtitulagao
de 96 pogos se encontravam sensibilizadas, com taxas de sensibilidade e especificidade
bem estabelecidas pelo fabricante, foi feita a adaptagcdo para sua utilizagdao na detecg¢ao
de IGg em soro ou plasma de camundongos. Foram feitos pools das amostras de
soros/plasma de camundogos infectados em seus respectivos grupos e também pools
dos soros/plasma dos camundognos nao infectados. Esses pools foram diluidos na
solucao diluente do kit na concentracao de 1:100, adicionados aos pogos e incubados
por um periodo de 1 h a 37°C. Apos periodo de incubagdo, as placas foram lavadas com
“tampao de lavagem” segundo instrugdo do fabricante. Apos lavagem, foram utilizados
anticorpos anti-IgG de camundongo, induzidos em cabra, conjugado com peroxidase, na
diluicao de 1:500 (SigmaAldrich®, EUA). Foi feita uma segunda incubacao de 1h a
37°C, e depois foram feitas 6 lavagens com tampao de lavagem. A placa foi incubada

por 20 min em ambiente escuro, com o 3,355 Tetrametilbenzidina (TMB)
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disponibilizado no kit, e entdo a reacao colorimétrica parada pela adi¢dao da solucdo stop

fornecida no kit. A leitura foi feita em espectrofotometro a 450 nm.

4.21 Hemograma parcial

Depois de anestesiados, no momento da eutanasia dos animais, foram coletados
via pung¢do cardiaca, cerca de 300 uL. de sangue, empregando seringas tuberculincas. As
amostras foram adicionadas a tubos com heparina e homogeneizadas para imediato
processamento. As contagens de hemadcias e leucdcitos foram feitas em camara de
Neubauer, enquanto que as contagens diferenciais e analise de plaquetas (método de
fonio) feitas em esfregacos corados com kit panoético rapido (Laborclin®, Brasil). Para
determinagdo de valores de referéncia, foram utilizados os indices dos camundongos

ndo infectados e comparagdes com valores descritos em Santos et al., 2016.

4.22 Histopatologia

Para a analise histopatologica os camundongos foram sacrificados no 8° dia apds
infecgdo (dpi), e os orgdos fixados por imersao em solu¢dao de formol 10% tamponado
com PBS e mantidos a 4°C por no minimo 24 h. As amostras foram, entao, desidratadas
através da imersao em diferentes concentragdes de alcool (70%, 80%, 90%, e dois
banhos em alcool a 100%), diafanizado sem parafina liquida a 65°C, todos por 1 hora,
utilizando-se o equipamento histotécnico Leica ASP200®. Apds esse processo ter sido
realizado, a inclusdo nos blocos foi feita de maneira automatizada. Os blocos
parafinados foram seccionados nos microtomos em laminas com sec¢des de 4 mm, e
foram corados com hematoxilina e eosina (H & E). Essa andlise foi realizada em
colaboragdo com a professora Maria Isabel M. Guedes, da escola de Veterinaria da

UFMG.

4.23 Maceracao dos orgaos e extracio do RNA para deteccio de DENV

As amostras de cérebro foram coletadas e pesadas em balanca analitica e, com
auxilio de um bisturi estéril, os pesos dos cortes foram igualados (cerca de 0,175g). O
material foi separado em microtubos contendo pérolas de vidro, e adicionados 500uL de

tampao de Lise do kit de extragdo RNeasy Mini Kit(para tecidos),Qiagen®. O material
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foi entdo macerado, com auxilio de Bead Beater (BIOSPEC PRODUCTS®, USA), por
um periodo total de 5 min, com intervalos de 2 em 2 minutos para evitar super
aquecimento. Depois de macerado (concentracdo de extrato cerebral de 0,35 mg/uL),
foi feito o protocolo de extracdo do RNA viral, seguindo as instru¢des do fabricante
(RNeasy Mini Kit). Por fim, o RNA contido nas mini-colunas do kit foi eluido com a
utilizacdo de agua DPEC (agua tratada com dietil pirocarbonato) e imediatamente

mantido a 4°C para seguir ao protocolo de transcrigdo reversa.

4.24 Transcricao reversa

Ap6s a extragdo do RNA dos o6rgaos, foi feita a transcricdo do RNA em cDNA.
O procedimento empregado foi o descrito para a enzima M-MLV RT (Promega
Corporation, E.U.A.). Uma aliquota de 10 pL do material extraido (cerca de dois
microgramas de RNA) foi incubada com 0,5 pg em 1pL de iniciador randomico
(Invitrogen), por 5 minutos, a 70°C, e depois resfriado imediatamente para 4°C. Apds
esse periodo, foi preparada uma mistura contendo 200 unidades da enzima M-MLV RT,
tampao da enzima composto por (Tris-HCl 250 mM pH 8,3; KCI 375mM; MgClz 15
mM e DTT 50 mM), além da adi¢ao de 1,25 pLL de cada ANTP a 10 mM e agua gsp para
10 pL. Dessa mistura,10 pL foi adicionado a 15 pL da amostra extraida acrescido de
iniciador randdémico, e ap6és homogeneizagao, foram incubados a 37°C por um periodo
de 60 min. Terminado o periodo de incubagao e transcri¢do do cDNA, foi feito a qPCR.

Os excedentes da extragao/cDNA foram armazenados a -70°C.

4.25 qPCR

A identificacdo do DENV-3 através do qPCR foi realizada do descrito em Alm
et al. (2015). A reagdo teve como alvo a regido NSI do virus e amplificagdo de uma
regido contendo 167 pares de base. Para a reacdo, foram utilizados 2 pL do cDNA
obtido da reacdo de transcri¢do reversa; 2,5 pL de cada iniciador a 10 uM; e 10 uLdo
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), contendo marcador SYBRGreen
I, AmpliTaq Gold DNA Polimerase, ANTP e tampao.

A ciclagem foi feita na plataforma da Applied Biosytems, com os seguintes
parametros: desnaturagdode a 95°C por 10 min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 seg

e 60°C por 1 min. Para anélise da curva de dissociagdo (Tm) aquecimento de 65
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°C até 95 °C. Apo6s a reagdo, a especificidade dos amplificados foi observada,
conferindo-se a temperatura da curva de dissociagdo (Tm), especifica para o transcrito-
alvo.

Para a analise dos dados foi utilizado o metodo Ct comparativo, utilizando a
forma matematica do AACt (Applied Biosystems guide). A expressdo do gene alvo foi
normalizada em relagdo ao gene constitutivamente expresso S-Actina. Os resultados
foram plotados como unidadesde copias gendmicas arbitrarias. Todas as reacdes foram

feitas em triplicatas.

4.26 Microscopia eletronica de transmissiao (MET)

Em placas de 6 pogos, células U251 foram crescidas até atingirem 90% de
confluéncia e infectadas com DENV-3 PV_BR ou DENV-3 MG-20 na MOI de 0,1 em
DMEM com antibidticos e SFB2%. Células U251 ndo infectadas foram mantidas como
controle. Apds periodo de incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram
lavadas uma vez com DMEM a 37°C. Em seguida, as células foram fixadas com 1 ml
de glutaraldeido 2,5% (Sigma) em solugdo fosfato 0,1 M (0,052 g de NaH2PO4+H20 +
0,435 g de Na2HPO4.7H20 em 20 ml de 4gua destilada) sob agitagdo por duas horas. A
camada celular foi recuperada com um rodo, transferida para um microtubo de 1,5 ml e
centrifugada a 3000 RPM por 5 min. A fase de glutaraldeido foi retiradada do
experimento e aliquotas de 200 pl de solucdo fosfato foram acrescentadas aos tubos. As
amostras foram armazenadas a 4 °C até o envio ao Centro de Microscopia da UFMG. A
leitura das laminas foi feita em microscopia eletronica de transmissdao modelo Tecnai

G2-20 — Super Twin FEI - 200 kV.

4.27 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Laminulas circulares estéreis foram adicionadas a placas de 24 pogos e semeadas
com células U251 (70.000) e C6/36 (150.000). Apds 24 h, as células foram infectadas
com diferentes MOIs (1; 0,1 ¢ 0,01) das amostras DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV_BR,
e apos adsorcao, foram incubadas por 4 dias, lavadas com PBS e fixadas com acetona a
-20°C por 10 min. Apds esse periodo, foram incubadas com o anticorpo monoclonal

murino Pan-Flavi, 4G2, que reconhece e proteina E, na concentragdo 6tima de 1:100. As
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laminulas foram incubadas por periodo “overnight” em cdmara umida a 4°C. Como
controle negativo, foram testadas a reatividade dos AcM frente a células C6/36 e U251
ndo infectadas. Apds esse periodo, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS (10
min cada lavagem) para entdo serem bloqueadas com BSA 3% em PBS. Apos periodo
de 4 horas de bloqueio, as laminulas foram incubadas com IgG anti- camundongo
conjugada com Alexa 488 (Sigma, EUA) em dilui¢do de 1:200 por 1 hora, e entao
novamente lavadas (3 vezes em PBS), para incubacdo por 30 minutos com DAPI (1x)
(Thermo Fisher Scientific, Brasil). Apos lavagem, as laminulas foram contra-coradas
com azul de Evans, e montadas para visualizagdo. Para a montagem, foi adicionada em
laminas uma aliquota de 10 uL. de Muiol, seguido da adi¢dao das laminulas, para entao
verificagdo no microscopio de fluorescéncia. As andlises foram inicialmente realizadas
em microscopios modelo DI-FLO3 e posteriormente analisadas no Centro de
Microscopia da UFMG, microscopio modelo Axio Imager Z2-ApoTome 2 Zeiss. A
reacdo foi positiva para a observacdo de uma coloragdo verde fluorescente no
citoplasma celular na observagdo sob a luz azul (comprimento de onda 519 nm), e a
identificacdo do nucleo celular foi realizada pela coloragdo azul celeste (luz vermelha,
comprimento de onda 358 nm). No microscopio modelo DI-FLO03, a contra coloragdo
com azul de Evans resulta da coloragdo vermelha aos componentes celulares nao

marcados.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Identificacao de sequéncias completas DENV-3 GI L1

Para gerar um banco de dados de sequencias de DENV-3 G1 LI, foi feita uma
busca por sequéncias completas de DENV-3 na biblioteca genomica do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), tendo sido encontradas cerca de 900 sequéncias para o
DENV-3. Empregando estes dados, foi construida uma arvore filogenética com
parametros estatisticos simplificados, cujo objetivo principal foi identificar os genotipos
de DENV-3. A arvore filogenética foi reconstruida com as sequéncias de aminoacidos,
para a regido da poliproteina do virus. Sequéncias com genotipos, previamente
conhecidos, foram incluidos para orientar os diferentes clados da arvore filogenética
(anexo 2).

Nesta arvore filogenética foram identificadas 64 amostras de DENV-3 G1, e 20
seqiiéncias de DENV-3 GI L1 ou DENV-3GV, dentre as quais, 10 eram resultado de
repeticdes de seqiienciamento de amostras. Portanto, apenas 1% das sequéncias de
poliproteinas descritas corresponde a DENV-3 GI L1. Foram selecionadas, baseadas em
diversificacdo de pais e ano, 93 sequéncias de aminodcidos de DENV-3 e foi
reconstruida uma arvore filogenética representativa de DENV-3 com 4 sorotipos ¢ 1

linhagem destacada (também conhecida como genoétipo V) (figura 15).
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Figura 15 Analise filogenética de DENV-3. A andlise de neighbor joining foi feita usando um total de
3395 aminoacidos correspondentes a poliproteina de DENV-3 de 93 amostras de DENV-3. Valores de
bootstrap foram indicados em porcentagem para os ramos. Em verde, o clado correspondente ao DENV-3
GI L1, adotando a classificagdo de Lancioti et al. (1994) ou DENV-3 GV (Wittke et al., 2002). As
marcagdes em vermelho correspondem as sequéncias identificadas em Minas Gerais, relacionadas a
neuroviruléncia. As amostras MG-20 e BH-17 foram sequénciadas por Figueiredo et al., 2008.
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A andlise de identidade entre as sequéncias de aminoacidos da poliproteina
completa foi feita pelo alinhamento entre as amostras do DENV-3GI, incluindo o
DENV-3GI L1, sendo expressos em porcentagem, como pode ser visualizado no anexo
3. Como parametro para a analise de identidade, foi utilizado o modelo estatistico de
Poisson. Foi possivel observar que as sequéncias dentro do DENV-3GI L1
apresentavam identidade que variavam de 98,3 a 100% entre si. A linhagem II (L2) do
DENV-3 Gl (ou simplesmente GI pela classificacdo de Wittke et al., (2002)
apresentaram identidades que variavam de 97,1 a 98,6 % comparadas com as
sequéncias da L1. Considerando em um total de 3395, o DENV-3 GI L1 difere em em
cerca de 29 aminoacidos (0,85%) no genoma comparado ao DENV-3 GI L2, sendo que
a maioria dessas variagcdes encontram-se na regido do envelope.

Como a classificacdo do genotipo para o DENV-3 ¢ controversa, e, devido ao
modelo de arvore para a classificagdo desse estudo ter sido baseado na reconstrugdo
filogenética por neighbor joining, foi adotada a classificacdo de Lanciotii e al., 1994.
Nesta classificacdo ¢ levado em consideragao apenas o critério identidade, sendo
necessaria uma divergéncia acima de 5% para subclassificagdo em genotipos de DENV-
3. No entanto, deixa-se claro aqui que o objetivo desse estudo ndo ¢ realizar uma analise
filogenética aprofundada a respeito dessa classificagdo, por isso a utilizagdo da
denominacdo DENV-3 GI L1 serd adotada apenas para facilitar a compreensao do

trabalho.

5.2 Identificacido de sequéncias parciais do DENV-3 GI L1

Para aumentar a informagao relativa a amostras de DENV-3 GI L1 sequenciadas
e tracar um perfil epidemioldgico de distribuicdo geografica e de gravidade dos casos
clinicos, foi feita uma busca por sequéncias parciais do genoma do virus. Utilizando o

algoritimo de busca BLAST/P e N (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), foi possivel encontrar

sequéncias parciais da linhagem e agregar mais informacgdes ao banco de dados. Foram
acrescentadas a esse estudo 14 sequéncias de DENV-3 GILI, de diferentes proteinas
dos virus, totalizando 24 sequéncias (completas + parciais) referentes a essa linhagem
(Tabela 5). A regido do envelope foi a sequéncia parcial mais encontrada, o que

permitiu uma analise filogenética mais ampliada e com maior nimero de amostras para



82

essa linhagem ou genotipo. Foram encontradas outras sequéncias parciais de C/prM e

NSI.

Tabela 5. Levantamento de dados epidemiolégicos de DENV-3 GI L1 encontradas
no NCBI*.

Sintomas/
evolucao

Designaciao

Genoma completo
1 MG-20 Fatal - 2004 Brasil-MG
2  BH-17 Grave/FHD - 2003 Brasil-MG
3 gill57418347|gb|ABV54900.1| Dengue virus 3 FD BR DEN3 RO1-02 2002 Brasil-RO
4  gi|157418353|gb|ABV54903.1| Dengue_virus_3 FD BR DEN3 RO2-02 2002 Brasil-RO
. . DENV- .
5  gi[359366993|gb|AEV42062.1| Dengue virus 3 3/BR/D3LIMHO/2006 2006 Brasil-MG
6  gil81966966|sp|Q99D35.1|POLG DEN3C China/80-2/1980 1980 China
7 gil428625092|gb/AFZ40124.1| Dengue virus 3 DENV-3/USA/633798/1963 1963 USA*
8  gi[961377532|gb|ALS05358.1| Dengue virus 3 8/3/2016H87 1956 Filipinas
9  gi|937349152|gbJALI16137.1| Dengue virus 3 DENV-3/KBPV-VR-30 Coréia do Sul
10  gi|667668757|gb|AIG60036.1| Dengue virus 3 VIROAF7 1964 Filipinas
C-prM
11 2i[148821104|gb|ABR13855.1| BH-16 Grave/FHD BH-16 2003 Brasil-MG
12 2i[148821102|gb|ABR13854.1| BH-19 FD BH-19 2003 Brasil-MG
13 2i|148821094|gb|ABR13850.1| BH-24 FD BH-24 2003 Brasil-MG
14 2i[301602330|gbJADK79072.1 Dengue virus 3 D3BRO1PA/P20-23 2003 Brasil-MG
15 2i[323657|gb|AAA42963.1| Dengue virus 3 - - -
Envelope
16 2i|156887989|gb|EF625832.1| Dengue virus 3 Grave/FHD BH-27 2003 Brasil-MG
17 £i|189303934|gb]ACD85884.1| Dengue virus 3 Ribeirdo Preto/2003 2003 Filipinas
18 2i[189303936|gb|ACD85885.1| Dengue virus 3 FD DENV-3 PV_BR 2003 Brasil-RO
19 2i[301602330|gb|ADK79072.1| Dengue virus 3 D3BRO1PA/P20-23 2003 Brasil-PA
20 2i[323657|gb|AAA42963.1| Dengue virus 3 - - -
. . . **Japao
21 2i|31339362|dbj BAC77233.1| Dengue virus 3 Grave/FHD D3-73NIID .
(importado)
22 21[298362850|gb|ADI78876.1| envelope protein 09/GZ/1483 2009 China
23 21|298362854|gb|ADI78878.1| envelope protein 09/GZ/10806 2009 China
NS1
24 2i|323657|gb|AAA42963.1| Dengue_virus_3 - - -

* As informagdes foram coletadas na propria pagina referente a cada sequéncia no banco de dados do
NCBI, e, quando ndo disponiveis, por busca da referéncia bibliografica. As sequéncias do envelope do
MG-20 e BH-17 néo foram depositadas no banco de dados do NCBI. (-) Sem dados.*Re-seqiienciamento
da amostra prototipo H-87.** Caso importado.
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5.3 Analises filogenéticas para a regido do envelope de DENV-3

Tendo em vista que a proteina do envelope (E) de DENV tem sido apontada na
literatura como o principal componente relacionado a neurovirulencia do virus (ver
levantamento bibliografico na sec¢do 5.7), ser a maior proteina estrutural e importante
componente na interagdo do virus com o receptor do hospedeiro (Neufeldt et al., 2018),
foi ampliado a filogenia para essa regido. Foi feito o alinhamento de 93 sequéncias do
envelope de DENV-3, e foi feita uma analise comparativa, avaliando as trocas de
aminoacidos entre os diferentes genotipos e dentro na linhagem 1. A regido do envelope
compreende 495 aminoécidos, que se iniciam com a metionina na posi¢ao 281, tomando
como base a poliproteina viral.

O alinhamento multiplo mostrou sitios de substituicdes de aminoacidos dentro
dos genotipos, e foram entdo geradas as sequéncias consensos correspondentes (anexo
3). No alinhamento para o DENV-3 GI LI, substituigdes especificas para um
determinado grupo de amostras de virus foram identificadas nas posi¢des 62, 123 da
proteina E, como pode ser verificado na Figura 16. As sequéncias desse grupo sao de
virus isolados provenientes da cidade de Porto Velho-Rondodnia, e essas alteracdes,
portanto, foram identificadas no nosso estudo apenas nas amostras encontradas nessa
regido (Figura 15).

Empregando a analise de divergéncia com base no modelo de substituicdo JTT
(ver anexo 4) as amostras dentro da linhagem 1 (GI) apresentaram divergéncias no
envelope que variam entre 0 e 3,3%. Comparando as amostras de virus de Minas Gerais
com as amostras de Rondonia, foi observada uma divergéncia de 2 aminoacidos,

correspondendo a uma alteracao de 0,4% na proteina E (Figura 16 e anexo 4).



84

#XDENV3_G1-_liG-20_DENV3GILL MRCVGVGNRD: FVEGLSGATW VDVVLEHGGC VTTMAKNKPT LDIELQKTEA TQLATLRKLC IEGKITNITT DSRCPTQGEA ILPEEQDQNY VCKHTYVRG WGNGCGLFGK GSLVTCAKFQ CLESTEGKW
#91|961377532 | gb| ALS0535 8. 1| DENV3GILL C e eieeer e e e e e e e
#91|937349152 | gb| ALTA6137. 1-DEWV3GILL vevvvrunns

#97| 81966966 | 5p|Q9%035 , 1| DENVIGILL
#01| 667668757 | gb| ALGE0036. 1| DENV3GILL
#g1 428625092 | gb| AFZ40124. 1| DENV3GLLL
#g1|359366993 | gb| AEV42062. 1| DENV3GALL
#01|323657 | gb|AAA+2963 . 1 [DENVZGLLL

#g1 31339362 | dbj | BAC77233. 1| DENVIGALL
#g1|301602330|gb| ADK73072. 1| DENV3GALL
#01 | 298362850 gb| ADI78876. 1 | DENV3GLLL
1#07| 189303936 | gb | ACO85 885, 1| DENVGILY
291157418353 |gh| A8V54903. 1| DENV3GLL
1#g1(157418347 | gb | ABVS4300, 1| DENV3GIL1
#BH-17/2003_GENOTIPO_DENV3GILL

Pevevesien e HET

#DENV3_61-_MG-20_DENV3GILL QHENLKYTVI ITVHTGDQHQ VGNETQGVTA NKAWMVERQN FFDLPLPWTS GATTETPTWN RKELLVTFKN AHAKKQEWWY LGSQEGAMHT
#01(961377532 |gb|ALS05358. 1| _DENV3GIL1
#01|937349152 | gb| ALI16137. 1-DENV3GILL
#01| 81966966 5p|Q99035 . 1| _DENV3GILL
#]1| 667668757 |gb| ATGEON36, 1| DENV3GILL
#01 428625092 | gb| AFZ40124. 1|DENV3GILL
#41| 359366993 |gb| AEV42062. 1| DENVIGILL
#01|323657 | gb |AAA42963, 1 [DENV3GLLL .
#01|31339362 | dbj | BAC77233. 1| DENV3GILL

#01 301602330 gb| ADK79072. 1| DENV3GILL
#01 298362850 gb | ADI78876. 1| DENV3GILL
#01|189303936 | gb|ACDBS 885. 1 | DENV3GILL
#01 157418353 |gb|ABVS4903. 1| DENV3GILL
#01| 157418347 | gb| ABVS4900. 1| DENV3GILL
#BH-17,/2003_GENOTIPO_DENV3G1L1

srvivensas vevnneseas oAl

T vonnrere K e e o

#XDENV3_G1-_G-20_DENVGILL ALTGATEIQT SGGTSIFAGH LKCRLKMDKL KLKGMSYAMC LNTFVLKKEV SETQHGTILI KVEYKGEDAP CKIPFSTEDG QGKAMNGRLI TANPVVTKKE EPVNIEAEPP FGESNIVIGL GDKALKINWY
#01|9613775320D|ALSOS358. 1) DENVEGILL  wvvvvunnes wumsnesnns sunvnsnens Evnvnvnnes wuuvesanns sonrnnenes oovennnnes sousnennnn benetonnns fonneiaies connneren nennnees Gen e
#91|937349152 | gb|ALTA6137. 1-DENVIGILL  vvrrrenns Luw £ J T S

#g7 | 31966966/ 5p|Q9%035 . 1| DENVIGILL v Lo
#01|667668757|0b| ATGE0036, 1| DEMVIGILL  vvvuvvnnis
#01/ 428625092 gh AFZ40124.1|DENV3GILL

#g1| 359366993 | gb| AEV42062. 1| DENV3GALL
#g1(323657 b |AAA42963. 1 [DENV3GLLL

#91 31339362 | dbj | BAC77233. 1| DENV3GALL
#91|301602330|gb| ADK79072. 1| DENV3GALL
#g1( 298362850 gb | ADI78876. 1 | DENV3GLLL
|#07| 189303936 | gh | ACDBS 885, 1 | DENV3GILL
#g1(157418353 | gb| ABV54903. 1| _DENV3GALL
1#01(157418347 | b | ABVS 4300, 1| DENV3GILL
#8H-17/2003_GENOTIPO_DENV3GLLL

#XDENV3_G1-_MG-20_DENV3GILL RKGSSIGKMF EATARGARRM AILGDTAWDF GSVGGVLNSL GKMVHQIFGS AYTALFSGVS WIMKIGIGVL LTWIGLNSKH TSMSFSCIAI GIITLYLGAV VQA
#91]961377532|gb|ALS05358. 1| DENVIGILY  4ovvivine sravinnnnn sennnnnens soneneannr svnnnnenns varenrernn e cronoeneN e Ve
#011937349152 | g0 ALI16137. 1-DENVIGILL MV BRI 66 von bnennl@ia s Nsana Vi

#91| 81966966 5p|Q9%035 . 1| _DENV3GILL .
401]667668757|0DJATGR0036 1[DEWVAGILL  Kivvvrrers vevereries wun 5§ e
401[428625092 | QDIAFZA0I24 1[DENVAGALL  wrvvvivars veverirees vemieniin s
#01|359366993|QDJAEVA2062 A DENVIGELE  wevvvivis wemssninnn wumveninne ven e T e N
#01|323657| 0| AAA42963, 1|DENV3GILL SLRahheE CASRLAT SRR e LY PSR S Rt s adnaN R s
401(31339362[ 001 [BACTT23TA[DEWVABILL  wvvvvvvnns winvvernns sensnnenss snsvarnnns senrnrnnns sevsnreres seeienenes seenesnssl soierinnn
4911301602330/ gb| ADK79072. 1[DENVIGILL . S

#01|298362850| 90| AD178876, 1[DENVIGILL . ; o
#77 | 189303336 0b| Acnssass.xrewmn

vavne wnesannine venieienes srarasssal sidAiiia

TR ()

S e el

#91|157418353(gb[ABVS4903. 1| DENVAGILY  voviivnnve sussnnnn
#01]157418347|gb| ABVS4900, 1| DENVIGILY  wivivuiuin auanianans
#8H-17/2003_GENOTIPO_DENV3GIL1

FRERERTTYL N

Bean o

versnreres Iiiienan v e

Figura 16. Alinhamento multiplo entre sequéncias da proteina do envelope (E) de DENV-3 G1 L1.
Sequéncias de amostras de virus de DENV-3 da regido de Rondonia estdo marcadas em azul. Dentre as
substituicdes foram marcadas em verde as trocas nas posi¢des 62 e 123, regido conservada na linhagem,
servindo como marcadores especificos para as amostras dessa regido. A posi¢do 171 apresenta-se como
motif ndo conservado na proteina.

Ap6s as andlises para determinacdo do modelo de substitui¢do de aminoacidos
ideal e de sinal filogenético das sequéncias (ver anexo 5), foi feita a reconstrugdo
filogenética para a proteina E, baseada no método de méaxima verossimilhanca, com
busca heuristica partindo de analises do tipo nearest neighbor interchange (NNI). Para a
comparagdo ¢ analises das substitui¢des por clados, foram geradas sequéncias consenso
para cada genoétipo, dados que estdo descritos, nos quadros, na Figura 17. Como pode
ser verificado, as sequéncias de Rondonia e de Minas Gerais se enquadram na linhagem
1 do genotipo 1, no entanto em clados especificos devido as trocas sinalizadas na

proteina E.
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Figura 17. Arvore filogenética baseada em sequencia de aminoscidos da proteina de envelope (E)
de DENV-3. A analise filogenética foi feita com 93 sequéncias de amostras de DENV-3 utilizando a
matriz estatistica de maxima verossimilhanga, com constru¢do heuristica baseada no método nearest
neighbor interchange (NNI). Como modelos de analise para a substituigdo de aminoacidos foram
utilizados os métodos estatisticos de JTT com parametro de distribuicdo gama. As substitui¢cdes que
diferenciam os clados foram analisadas através da construgdo da seqiiéncia consenso no programa

BioEdit.
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Quadros: Substitui¢des observadas a medida que sdo mostrados os novos clados. A confiabilidade da
construgdo foi testada por bootstrap de 1000 replicatas, e as porcentagens demonstradas apenas para os
ramos principais. Indicadas em azul encontram-se as sequéncias com os marcadores moleculares nas
posi¢des 62 e 123 provenientes de Rondonia. Em vermelho estdo representadas as amostras relacionadas
4 neuroviruléncia isoladas em Minas Gerais-Brasil, Indonésia, e Polinésia Francesa.

5.4 Coleta de Informacées por amostra

Durante esse levantamento, informagdes importantes foram encontradas. As
amostras BR DEN3 RO1-02 (gb|ABV54900.1) e BR DEN3 RO2-02 (gb|ABV54903.1),
provenientes de Rondonia e pertencentes a linhagem DENV-3 GI L1, apresentam perfil
atenuado de neuroviruléncia para camundongos, ou seja, ndo foram observados os
sinais de alteragdes verificadas nas amostras neurovirulentas, e tiveram isolamento
proveniente de amostra soroldgica para casos de febre de dengue (FD) (NOGUEIRA,
2009). A identidade entre elas ¢ de 100%, e comparadas ao MG-20; 99%, o que
corresponde a uma alteragdo de 21 aminoacidos em todo o genoma. O MG-20, assim
como outras amostras desse genotipo em Minas Gerais tem demonstrado um perfil de
neuroviruléncia em camundongos e tem sido detectada inclusive em liquor de pacientes
com meningoencefalites, o que acreditamos ter uma associa¢do ao gendtipo (Barcelos
Figueiredo et al, 2008). Outros estudos como o publicado por Dhenni et al., 2018,
mostram o isolamento de amostra de DENV-3G1 a partir do liquor de paciente
pediatrico com sintomas neurologicos, em Jakarta, Indonésia (ASK05287.1). Além
desse estudo, uma sequéncia de DENV-3 Gl (AAW66473.1) foi descrita como
proveniente de um caso de paciente com sintomas neuroldgicos em 1990, na Polinésia
Francesa.

O modelo principal para neuroviruléncia desse estudo foi baseado na amostra
MG-20, devido a mesma ter sido isolada de paciente fatal, com sintomas neurologicos,
no Laboratorio de virus. No entanto, a amostra BH-17 assim como a MG-20, MG-21 ¢
outro grupo de amostras mostraram-se neurovirulentas em camundongos nos estudos
anteriores no laboratdrio, tendo a amostra BH-17 sido isolada de quadro grave (ver
Tabela 5) (Ferreira et al 2010; Barcelos Figueiredo et al, 2008; Ribeiro de Souza 2012).
A amostra D3GI/PF-1990 (AAW66473.1) foi incluida para anélises comparativas das
sequéncias devido a mesma ter sido descrita como neurovirulenta em humanos. Por
outro lado, as sequéncias provenientes de Ronddnia serviram como modelo para analise
de amostras ndo neurovirulenta em camundongos, a partir das quais foram possiveis as

analises comparativas demonstradas a seguir. A amostra DENV-3 PV _BR
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(ACD85885.1), também mostrou alta identidade de aminoacidos com as amostras de
Rondonia, isolada de caso de FD.

Poucas sequéncias do DENV-3 GI L1 circulantes no Brasil e no mundo foram
descritas. No total, considerando sequéncias de poliproteinas e sequéncias parciais,
foram identificadas um total de 24 amostras. Como pode ser observado na Figura 18,
foram detectadas 10 sequéncias provenientes do territorio brasileiro. Em relacdo as
amostras identificadas pelo nosso grupo, relativo ao DENV-3 GI L1, foi demonstrado
que essa linhagem causou letalidade por sintomas neuroldgicos em camundongos,
mesmo quando os virus foram isolados de soro de pacientes com FD (Ribeiro de Souza,
2012). No entanto, no estudo realizado por Nogueira et al., 2009, amostras dessa
mesma linhagem s3o descritas como ndo neurovirulentas em camundongos, e sdo
provenientes de pacientes com FD. As amostras descritas por Nogueira et al, 2009
foram coletadas no Estado de Rondonia, area afastada da regido metropolitana de Belo
Horizonte. Estas regides tém caracteristicas demograficas diferentes, como pode ser
verificado na Figura 18. A amostra BR PV (ACD85885.1), isolada pelo grupo do
Professor Dr. Luiz Tadeu Figueiredo (USP-Ribeirdo Preto), ¢ proveniente de Rondonia
e apresenta os mesmos marcadores na proteina E, caracteristico das amostras
seqiienciadas no aminoacido 62 e 123. No entanto, ndo foi descrito o perfil de

neuroviruléncia em camundongos deste virus.
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Figura 18. Mapa do territério brasileiro mostrando a distribuicdo das sequéncias parciais ou
completas de DENV-3 G1 L1 em relacdo as diferentes densidades demograficas no pais. Encontram-
se sinalizadas as localizagdes onde foram identificadas as 10 sequéncias completas ou parciais do DENV-
3GI1LI encontradas no pais e identificadas no banco de dados do NCBI. A amostra MG-20 ¢ a
identificada em vermelho, isolada a partir de soro em caso fatal com sintomas neurologicos. Figura
adaptada. Fonte:https://journals.openedition.org/confins/2083.

5.5 Comparacio entre as sequéncias de aa de amostras de DENV-3
associadas a neuroviruléncia versus niao neurovirulentas em camundongos.

Foi feita uma comparacao das seqiiénciasdas amostras de virus neurovirulentas
em camundongos e/ou humano (MG-20, D3GI/PF-1990, BH-17) e ndo neurovirulentas
em camundongos (RO.01 e RO.02). As substituicdes em comum foram identificadas
tomando como base inicial para a andlise somente as sequéncias com genoma da
poliproteina completa, observa-se que as posi¢des 248 (prM), 342, 403 (E), 902 (NS1),
1388 (NS2B), 1661 (NS3) e 2413 (NS4A e B) correspondem a sitios em que os
aminoacidos s30 0s mesmos entre as 3 amostras associadas a neuroviruléncia, ¢ diferem
das duas amostras ndo neurovirulentas (Figura 19).

Desses sitios, foi observado que a maior parte das substituicdes sdo sinonimas,
ndo havendo, portanto, alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos.
No entanto, os sitios E342K, E403Q (Envelope), T1061S(NS1), T13881 (NS2B),

N1661K (NS3) apresentaram trocas ndo sinonimas. Essas apresentam maior potencial
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para alteragdes das caracteristicas de uma proteina, seja por modificacdes estruturais,

densidade eletronica ou por mudangas na hidrofobicidade.
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Figura 19. Comparacdo entre as sequéncias da poliproteina completa de DENV-3 Gl
neurovirulentas (MG-20, D3GI/PF-1990, BH-17) e nao neurovirulentas (R0O.01 e RO.02). No grafico
azul estd representado o gendoma completo do DENV-3, e a numeragdo representa o inicio e termino
correspondente as proteinas virais. Na tabela, a localizagdo de cada substituicdo encontra-se descrita
levando em considerag@o a contagem a partir da poliproteina (2° linha) e também por proteina especifica
do virus (ultima linha). Em rosa, substituigdes presentes nas amostras neurovirulentas e em amarelo nas
amostras ndo neurovirulentas. O “*”” destacam as substitui¢des comuns frente aos 2 grupos analisados.

5.6 Revisao de literatura e correlacio com sitios ja descritos para neurotropismo

Com o objetivo de relacionar os sitios encontrados nesse estudo a relatos prévios
relacionados a neuroviruléncia, foi realizada uma revisdao de literatura em diferentes
bancos de dados (ver descricdo em metodologia). Um dos parametros mais importantes
como critério de inclusdo do estudo, nessa andlise, foi a sinalizacdo de poucos sitios
relacionados a neuroviruléncia. Portanto, trabalhos em que havia muita distancia entre a
sequencias das amostras, ¢ que tratavam esses dados apenas como uma listagem de
varios possiveis marcadores, ndo foram analisados. Foram listados dados de DENV e
outros flavivirus neurotropicos, como sitios e tipos da substituicdo, proteina e regido da
susbstitucdo do aa, além de consideragdes importantes sobre cada estudo, como pode ser
observado na tabela 6. Vale ressaltar que dentre os DENV, DENV-2 ¢ o que apresenta
mais informacgdes a respeito da neuroviruléncia, e nenhum sitio especifico foi apontado

para o DENV-3 como marcador de neuroviruléncia.
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em camundongo, inoculagdo intraperitoneal, revelou
atenuacdo.Comparagdo com amostra parental.

Passagens sucessivas em células SW1 3 (humanas),
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Nickells et al, 2008
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1998
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1995a

MCminn et al,
1995b

Lobigs et al, 1990

Holzmann et al,
1997

Holzmann, et al,
1990

Mandl et al, 2001

Tabela 6. Revisao bibliografica para residuos relacionados a neuroviruléncia em

flavivirus.*

*Coluna 1; seguem indicados os virus ou quimeras. Na coluna 2, proteinas em que houve a substitui¢do e
entre parénteses, a regido da troca. A coluna 3 apresenta a substituicdo dos aminodcidos em disposi¢ao do
NNeuroV (ndo neuroviruléncia), motivos e NeuroV (neuroviruléncia). A indica regido ndo traduzida do

genoma.
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Neste levantamento, algumas informagdes tornam-se evidentes a respeito do que
tem sido observado em estudos com foco em neuroviruléncia. A primeira, ¢ que a
grande maioria dos estudos relatam mutagdes na proteina E como responsaveis pelas
alteracdes na neuroviruléncia do virus. Um total de 86% das sequencias, (37) motivos,
referem-se a proteina E, e outros 5% (2) referem-se a alteragdes na proteina M,
totalizando mais de 90% das substituigdes em proteinas estruturais. As outras regides do
genoma indicadas foram as proteinas NS3 em 5% (2) ; NS5 2% (1) e a regido ndo

traduzida do genoma 2% (1). Esta distribui¢do encontra-se demonstrada na Figura 20.

A30
2%,
NS5

N33 2%

5%
privi
5%

Figura 20. Distribuicio no genoma viral das
substituicoes descritas para alteracio da
neuroviruléncia. A indica regido ndo traduzida do genoma.

Envelope
B6%

Foi também analisada a distribui¢do dessas trocas de aa na proteina E. As
substituigdes encontram-se distribuidas nas 3 regides (I/ II e III). No entanto, a maioria
dessas substituicdes estd em folhas B da proteina E. Essa distribuicdo pode ser
verificada na Figura 21, no qual foram ressaltados também os sitios que ja foram
relatados mais de uma vez em diferentes estudos e também, para diferentes flavivirus.
Observa-se que a maioria das amostras que apresentou alteragdes na neuroviruléncia
estd relacionada a questdes como escape frente a anticorpos neutralizantes, perda da
capacidade de hemaglutinagdo, diferengas nos tamanhos de placas de lise, diferentes
taxas de multiplicacdo em diferentes células, interagdo diferenciada com moléculas de

heparan sulfato e resisténcia a ligagcao ao receptor (MRP).



Figura 21. Mapa de substitui¢coes de aminoacidos relacionados 4 neuroviruléncia na proteina do
envelopede DENV. Na Figura, estd representado o dimero da proteina de envelope, PDB: 4GSX. No
mondmero em cinza, estdo representadas em rosa as substituigdes relatadas em apenas 1 estudo. Em
vermelho, estdo representadas as substituigoes relacionadas em mais de um estudo e para diferentes
flavivirus. No outro monomero, estdo representadas nas cores lilas, amarelo e laranja os dominios I, IT e
II1, respectivamente. As regides que apresentaram concentragdo das substituigdes analisadas apresentam-
secirculadas em vermelho.

Depois de observada a distribuicdo das substitui¢des na proteina E, o proximo
passo foi verificar se poderia ser detectada alguma caracteristica fisico-quimica
predominante nessas substitui¢cdes, que poderiam estar relacionadas com o perfil de
neuropatogenicidade ou neuroatenuagdo. Tendo em vista que essas proteinas interagem
com moléculas do hospedeiro, sejam proteinas, lipidios, agucares e etc, essas
caracteristicas poderiam dar indicacdes sobre que tipo de interagdes virus - célula que
poderiam estar sendo mais afetadas. As caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos
alterados nos estudos mencionados acima (sendo que a maioria dos estudos indicou
mais de uma substitui¢do) foram entdo verificadas em relacao ao perfil do aminoacido
substituido que conferiu aumento da neuropatogénicidade. Foi detectada uma relagao
maior da alteragdo do comportamento neuropatogénico frente a mudanga de cargas.
Como pode ser verificado na figura 22, os estudos nos quais ocorreram a substitui¢do
por aminoacidos carregados negativamente foram os que mais referiram aumento da
neuropatogenicidade. Ja a substitui¢ao por aminodcidos com cargas positivas foram os
mais mencionados nos estudos descritos na tabela para a neuroatenua¢do. Também foi
observada uma alta freqiiéncia de substituicdo para os perfis de aminodcidos com cadeia

alifatica e auséncia de carga para o comportamento neuroatenuado.
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Figura 22. Caracteristicas fisico-quimicas das substituicdes de aminoacidos na proteina do
envelope. As 76 substituicdes descritas na revisdo bibliografica acima foram categorizadas quanto ao
perfil fisico-quimico. O eixo Y representa os valores absolutos de substituigdes encontradas para cada
uma das susbtitituigdes ¢ sua implicacdo na neuroviruléncia, e, no eixo X, a caracteristica que cada
substituicao representa dentro de um perfil fisico-quimico. Em vermelho, encontram-se representadas as
caracteristicas fisico-quimicas das substitui¢cdes relacionadas ao comportamento neurovirulento, enquanto
que em cinza, as substitui¢des associadas ao comportamento neuroatenuado.

5.7 Alinhamento da proteina E de DENV-3 e outros virus flavivirus

A comparagdo entre as substituicdes encontradas nos outros Flavivirus € o
DENV foi possivel devido a similaridade entre as proteinas E dos diferentes virus nesse
genero. No alinhamento multiplo das sequéncias E de diferentes virus, podem ser
observadas regides da proteina E conservadas dentre os flavivirus, dentre elas, uma
regido que compreende cerca de 130 aminoacidos, iniciando-se a partir da metionina
(1). Quando foram comparadas as seqiiéncias de DENV neurotropicas com as de febre
amarela virus (YFV) neurotropicos (Schlesinger et al., 1996) e TBE ( tickborn
encephalitis virus) (Holziman et al.,1997), também foram observadas trocas nas
posi¢des 123 relacionadas a neuroviruléncia. No alinhamento foi observado que as

posicdes 62 e 123 encontram-se em uma dessas regides conservadas da proteina E,

como pode ser verificado na figura 23.
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Figura 23. Alinhamento multiplo entre sequencias de DENV-3 G1 L1 e amostras de TBE e YFV
neurovirulentas. Indicadas pelas setas as trocas de aminoacidos relacionadas a neuroviruléncia na
posicdo 62 e 123.

No entanto, ¢ importante ressaltar que devido a ancestralidade comum, ha uma
homologia entre as proteinas E dentre os flavivirus de maneira geral, o que nos permite
uma comparagdo cruzada entre os sitios relacionados a neuroviruléncia entre diferentes

virus desse género. Essa homologia encontra-se demonstrada na Figura 24.

TBEV (PDB: 153VB) JEV (PDB: 3P54) DENV (FDB: 3UJAD Alinhamento estrutural

Figura 24. Comparacido e alinhamento estrutural entre monémeros da proteina do envelope de
TBEV, JEV e DENV mostrando alta similaridade estrutural. Alinhamento realizado com o programa
PyMOL.

5.8 MODELAGEM POR HOMOLOGIA
5.8.1 Construcio e validacao dos modelos

Os modelos criados, simulando a proteina E, foram analisados
comparativamente para a investigacdo das alteracdes resultantes na substituicdo dos
aminoacidos nas proteinas de ambos os virus, especialmente para os sitios 62 ¢ 123. O

molde “Envelope of dengue virus serotype 1 sE containing stem” (PDB ID: 4GSX) foi
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identificado usando algoritimos do NCBI BLAST/P (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para buscas dentro do banco de dados PDB, apresentando uma resolugdo de 1.9 A, 77%
de identidade para ambas as sequéncias de DENV-3, e 82%/100% de cobertura para a
amostra MG-20 e PV_BR, respectivamente. Uma vez gerados os modelos, foram
selecionados aqueles com AG mais favoravel (ver metodologia). Os modelos obtidos de
melhor qualidade foram avaliados nos servidores QMEAN, proSA score , por graficos

de Ramachandran e encontram-se descritos na tabela abaixo (Figura 25, Figura 26 e

Tabela 7).

Tabela 7. Tabela resumo da avaliacdo da qualidade para os modelos de DENV-3 e
molde.*

% Ramachandran plot
Estrutura Regides Regides Fora da QMEAN4 (z-score) proSA z-score
favorecidas permitidas regido
Mogeﬁgigv' 98.0% 100.0% 0% -1.12 (1< z-score<2) 8,74
Modelo DENV-
3PV BR 97.2% 99.7% 0,3% -1.20(1< z-score<2) -8,56
Molde 4GSX 96.9% 99.7% 0.3% -0.17 (z-score<l) -8,32

O QMEAN4 (z-score) analisa a energia global da molécula através da
combinagdo linear de 4 potenciais estatisticos. As pseudo-energias, dos termos
contribuintes, sdo atomos de C-beta(f) para implementacdo do nivel residual, energia de
todos os atomos, energia de solvatacdo nos residuos e angulo de Torison para geometria
local. De acordo com os indices descritos na tabela, por se encontrarem no intervalo
entre 1<z-score<2, os modelos mostraram-se em regides energéticas favoraveis, com
bons resultados, especialmente por se tratarem de modelos gerados a partir de
programas computacionais. O molde 4GSX foi gerado a partir de difragdo de raios X.

O proSA z-score calcula uma pontuacao geral de qualidade para a estrutura em
questdo, analisando a energia de apenas os atomos de carbono(C)-o da estrutura. O
valor do z-score ¢ exibido em um grafico que analisa todas as cadeias protéicas para as
proteinas experimentalmente depositadas no PDB, sejam elas por difragdo raios-X ou
RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). Como pode ser verificado abaixo (Figura 24)
ha uma distingdo de cores, mostrando os valores energéticos de estruturas provenientes
de raios X ou RMN. Dessa forma, pode ser identificado se o modelo apresentado se

encontra na faixa de scores tipicamente encontrados por proteinas nativas de tamanho
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similar. Como pode ser visualizado no Grafico 3, de maneira geral, os atomos de C-a
dos nossos modelos encontram-se nas regioes favoraveis, ou seja, proximas dos valores
de scores encontradas para proteinas similares, e muito proximo ao melhor modelo

disponivel no PDB para nosso estudo, ou seja 0 4GSX (Figura 25).

Xeray Xray
= NMR = NMR

Zsrare

Zecore

Xray
m NMR

by %0 i 550 %0 Tt 00 [ B0 o 00 w0 8O0
Number of residuss Number of residues Number of residues

Molde: 4GSX DENV-3 PV_BR DENV-3 MG-20

Figura 25. Graficos de scores globais de energia para os modelos contruidos analisados no proSA z-
score. O ponto representa os scores globais para cada modelo. Wiederstein & Sippl (2007) e Sippl, M.J.
(1993). (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php).

No gréafico de Ramachandran (Figura 25) podem ser observadas as analises de
rotagdes dos residuos, sendo possivel identificar as regides permitidas e ndo permitidas
para os atomos nas moléculas. Essas analises se baseiam nas analises dos angulos ¢
(phi), v (psi), e efeitos estéricos entre os residuos (cadeias laterais) dos aminodcidos em
folhas o (alfa) e P (beta) em uma cadeia proteica. As andlises de Ramachandram
identificam impedimentos estéricos entre dtomos e geram graficos bi-dimensionais,
demonstrando os residuos dentro ou fora das regides favorecidas/permitidas. Os
aminodcidos glicina e prolina apresentam-se como excecdes e, por isso, além do modelo
global, também sdo gerados graficos especificos para os valores de energia desses
aminoacidos. No caso na glicina, o modelo rotacional ¢ muito mais amplo devido a sua
cadeia lateral apresentar somente um hidrogénio, e, portanto, apresentam maiores areas
de possivel conformagdo. A prolina ¢ o unico aminoacido capaz de gerar conformagdes
cis e trans, o que pode alterar consideravelmente a estrutura global de uma cadeia. A
isoleucina apresenta cadeias alifaticas grandes, apolares e hidrofoficas, aumentando a
probabilidade de impedimentos estéricos, e por isso também analisadas em gréaficos

especificos de Ramachandran.
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Figura 26. A. Analise de Ramachandran do modelo DENV-3-PV_BR. 97,2% (388/399) de todos os
residuos estavam em regides favorecidas (98%). 99,7% (398/399) de todos os residuos estavam nas
regides permitidas (> 99,8%). Houve 1 outliers 36 HYS. Lovell, Davis, et al. Proteins 50:437 (2003)
(http://kinemage.biochem.duke.edu).
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Figura 26. B. Andlise de Ramachandran do modelo DENV-3-MG-20. 98,0% (391/399) de todos os
residuos estavam em regides favorecidas (98%). 100,0% (399/399) de todos os residuos estavam nas
regides permitidas (> 99,8%). Nao houve outliers. Lovell, Davis, et al. Proteins 50:437 (2003)
(http://kinemage.biochem.duke.edu)
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5.8.2 Analises das substituicées nas estruturas tridimensionais da proteina E.

Apesar de as amostras DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV_BR serem do mesmo
gendtipo, apresentando 99,1% de identidade entre suas seqii€ncias, analises na estrutura
da proteina E mostraram alteragdes significativas entre as duas amostras. Foram
identificadas trés substituigdes, E62K, E123Q e A171V, trocas que se encontram fora
da regido de ancoragem. A regido de ancoragem se encontra inserida dentro da proteina
E, e orienta a formagdo dos trimeros de envelope durante o processo de fusdo do virus.
Destas, duas substituicoes (62 e 123) levaram a alteragdes das caracteristicas fisico-
quimicas dos residuos. Como pode ser verificada na figura 27A, ambas as substitui¢cdes
se encontram muito proximas, estando na superficie da face externa de E, e
possivelmente participam de um mesmo nicho de interagdes moleculares. Apesar da
troca na posi¢ao 171 ter sido sindnima, e estar em regido de loop, na posicao 62 houve a
substitui¢do de um residuo de acido glutdmico, residuo carregado negativamente, para
um residuo de lisina, carregado positivamente, enquanto que na posicdo 123, a
substitui¢do de um acido glutdmico por uma glutamina, esse ultimo com caracteristicas
polares, mas nao carregado. Ambas as trocas 62 e 123 encontram-se em regides de

folhas B da proteina, ou seja, regido de maior estabilidade conformacional.
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Figura 27. Mondmero da proteina do envelope em representacio de “superficie”. A. As trocas ndo
conservativas 62 e 123 encontram-se muito proximas no modelo tridimensional. B. Alinhamento
estrutural das sequéncias do DENV-3MG-20 (azul ciano) representando as amostras neurovirulentas e
DENV-3 PV_BR representando as amostras ndo neurovirulentas. Em “zoom”, mudanga conformacional
a nivel molecular, no qual as extremidades azuis representam &atomos de nitrogénio enquanto as
extremidades vermelhas representam atomos de oxigénio.

5.8.3 Potencial eletrostatico

O mapa do potencial eletrostatico foi calculado com o objetivo de gerar uma
visualizacdo dos efeitos resultantes das substituigdes de aminodcidos no dimero da
proteina do envelope do DENV-3. A estrutura do DENV-3 GI nao neurovirulento
(sequéncia DENV-3 PV _BR) apresenta uma superficie carregada positivamente na
regido central do dimero da proteina do envelope, regido que corresponde a cadeia
lateral, dominio II, enquanto que a amostra neurovirulenta (tomando como base a
sequéncia do DENV-3 MG 20) possui uma regidao central carregada negativamente

(Figura 28).
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Figura 28. Variacio no potencial eletrostatico de superficie da proteina de Envelope das amostras
de DENV-3 G1 L1 em pH fisiologico. Regido em vermelho representando concentragdo de cargas de
potencial eletrostatico negativo e em azul, positivo. Comparac¢do entre as duas amostras apresentando
diferencas em determinadas regides, especialmente na cadeia lateral II (por¢do central), regido onde se
apresentam as substitui¢des 62 e 123. Mapa gerado no software Pymol suplementado ao pluggin APBS.

5.8.4 Analise in silico de interagoes com heparan sulfato (HS)

Quando foram analisados os tipos de interagdes possiveis para a regido da
proteina E que contém os residuos 62 e 123, frente as moléculas das células do
hospedeiro, encontramos relatos especialmente relacionados a interagdo com
glicosaminoglicanos sulfatados (GAG-s). Durante a revisdo de literatura foram
identificados alguns estudos que as indicavam como regides de interagdo com
moléculas de heparan sulfato (HS) para outros DENV que ndo o DENV-3,
especialmente para o DENV-2 (Roehrig et al., 2013, Nickells et al., 2008; Mand] et al.,
2001). Além disso, nos estudos realizados por Nickellset al. (2008) e Mandlet al.(2001)
ha uma relagdo entre a neurovirulencia e a afinidade por moléculas de heparan sulfato, a
ser discutida posteriormente. O fato de se tratarem de trocas extremas de carga indica
que, havendo uma interacdo com moléculas de heparina/heparan sulfato (moléculas
carregadas negativamente), a presenca de cargas negativas poderia reduzir a afinidade
ou até mesmo levar a perda das interagdes eletrostaticas com esses GAGs. Baseado
nessas descricdes, uma analise foi feita para a predicdo de possiveis regides de
interagdes dos modelos gerados frente as moléculas de heparan sulfato. Utilizando a

técnica de docking molecular, através do servidor online http://cluspro.bu.edu/, foi

possivel analisar os possiveis sitios de interacdo da molécula de heparan sulfato no
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dimero da proteina do envelope, e as possiveis poses formadas por esse GAGs. A
modalidade “heparin ligand” nesse servidor indica as regides e as possiveis poses de
interacdes da proteina com uma por¢do da molécula de Heparan Sulfato, e
diferentemente dos servidores usuais de docking, ndo ha como inserir pontos de “Grid”,
ou seja, indicar coordenadas dos atomos no qual se deseja analisar.

Para o modelo de proteina E da amostra ndo neurovirulenta, foram geradas 20
possiveis poses de interagdo para a molécula parcial de HS. Como podem ser
observadas na figura 29, as interagcdes concentram-se na regido média do dimero
proteico, localizando-se na cadeia lateral do dominio II na proteina do envelope. Foi
observado também uma maior area de possiveis interacdes com esses GAG-s, pois
como cada troca ocorre em um monomero da proteina, temos em uma unidade dimérica
pelo menos 4 sitios a mais para a geracdo de possiveis poses do heparan sulfato.
Ressalta-se também que, como as alterages ocorrem nas regides do monomero de face
frente para a outra, permite interagcdes simultineas de uma unica molécula de heparina
com os dois monomeros do homodimero do E (Figura 29). Para o modelo de E do
DENV-3 neurovirulento (DENV-3 MG-20) foram geradas 10 possiveis poses de
interagdes com os GAGs sulfatados, quando excluidas as poses na por¢ao ndo exposta a
face viral, ou seja, a face da proteina que ndo estd direcionada & interagdo com as
células. Apresentam também um padrao de interagao diferente ao padrao verificado para
a amostra ndo neurovirulenta (DENV-3 PV _BR). Nesse modelo, verifica-se uma
concentragdo das moléculas parciais de GAGs no dominio III da proteina do envelope,
com areas de interagdes e conformacdes muito mais limitadas (ver Figura 29 C e D).

Cada particula viral do DENV apresenta ancorada na proteina E 90
homodimeros (180 mondmeros da proteina E), o que indica que as trocas 62 e 123 em
cada monomero geram na particula completa 720 novos sitios de interacdo com o0s
GAGs, aumentando portanto a afinidade a da amostra DENV-3 PV_BR para HS.
Infere-se, através desses resultados, que a presenca de cargas negativas possam estar
relacionadasa uma diminuicdo da interagdo com moléculas de HS, podendo também
gerar implicacdes na maneira em que ha a interacdo com a célula hospedeira, a serem

discutidos posteriormente.
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Figura 29. Predicdo de possiveis sitios de ligacdo entre a unidade dimérica da proteina do envelope
das amostras MG-20 e ndo PV_BR com moléculas de heparina. A predi¢do foi realizada através do
servidor online Cluspro (http://cluspro.bu.edu/). O Dock foi realizado pela opgao “heparinligand”. A.

Dengue Virus, PDB: 1K4R. Observar disposi¢cdo das proteinas de Envelope na particula viral completa,
circulado em amarelo, encontra-se um exemplo de unidade dimérica da proteina do envelope. B.
Moléculas de heparan sulfato/ heparina em interagdo com o virus (PDB:3IRL). Moléculas de heparan/
heparina ndo apresentam tamanho definido, sdo compostas por por¢des repetidas de hexoaminas e acido
urdnico, sdo muito maleaveis e podem se ligar com as moléculas do envelope em diferentes poses. Para o
docking ¢ utilizada apenas uma por¢do da molécula do GAGs. Em aumento, modelo tridimensional do
HS utilizada para a constru¢do do dock pelo ClusPro. C. Modelo tridimensional do dimero de envelope
da amostra DENV-3 PV_BR (ndo neurovirulento) e interagcdes com diferentes poses de HS, concentradas
no dominio II da proteina. D. Modelo tridimensional do dimero do envelope da amostra MG-20(
neurovirulenta) e interagcdes com diferentes conformagdes da HS, mostrando uma concentragio na regido
111 da proteina do envelope.
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Ao analisarmos as trocas K62E e GI123E na proteina E das amostras
neurovirulentas e ndo neurovirulentas, respectivamente, € possivel verificar que a
mudanga de cargas alterou o potencial eletrostatico e regides de interagdo com os
GAGs. Pela andlise de docking utilizando os modelos DENV-3 MG-20 e DENV-3
PV_BR, podemos verificar como ocorre essa interacdo, ou a sua perda, frente aos
GAGs. Como pode ser verificada na Figura 30A, no qual hd a representacdo ‘“de
superficie” do homodimero da proteina E; a interagdo de cada molécula de GAG pode
ocorrer de maneira simultdnea com os dois mondémeros no homodimero. Na Figura 30,
observando a interacdo da molécula de heparina utilizada como modelo, gerada pelo

servidor ClusPro (http://cluspro.bu.edu/), verificou-se a interagdo com os residuos 62 ¢

123. Analisando o homodimero do envelope de ambas as amostras alinhadas, na
representacdo em “cartoon” (Figura 30 B), e os residuos 62 e 123 na representagdo em
cadeia (ou seja, evidenciando os atomos e suas ligagdes nos aminoacidos), foi possivel
analisar os tipos de interagdes e as distancias envolvidas nas ligagdes. Na analise
detalhada de nossos resultados de acoplamento ao DENV-3 PV_BR, um dos modos de
ligagao favoraveis previstos, o0 K62 de um monomero interage com HS através de uma
ligagdo de hidrogénio a um grupo hidroxila (distincia = 1,9 A, angulo = 150,5 °) e duas
interagdes idnicas com grupos sulfato (distancias entre N e O = 2,7 ¢ 2,9 A). No outro
mondmero, K62 forma interagdes idnicas com um carbonil e um sulfato a partir do HS
(distancias 2,6 € 2,7 A, respectivamente), enquanto o hidrogénio G123 se liga a um
sulfato (distAncia = 2,1 A, 4ngulo = 143,8 °). Quando analisamos as interacdes para o
modelo DENV-3 MG-20, observamos ndo apenas a perda dessas interagcdes, mas
também impedimentos estereoquimicos e repulsdo nessas regides para moléculas
carregadas negativamente. Esses fatores podem estar relacionados ao direcionamento de
interagdes com receptores especificos e, assim, modular o tropismo viral para diferentes

receptores
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Figura30A. Analise de docking das trocas e interacdes das mesmas com molécula de HS. A predicio
dos sitios de interagdo com a GAG-s foi realizada através do servidor ClusPro. (http://cluspro.bu.edu/). O

Dock foi realizado pela opgdo “heparinligand”. A imagem refere-se aos modelos alinhados (superpostos)
e na representacdo de “superficie”- cor bege. Em vermelho, as trocas 62 e 123. Em verde, na
representagdo em cadeia, um fragmento de uma molécula de heparan sulfato em interagdo com ambos os
mondmeros da unidade dimérica da proteina do envelope.
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Figura 30. Docking das unidades diméricas do DENV-3 PV_BR e DENV-3 MG-20 alinhadas com molécula de heparina.A -Figura 29 em menor aumento, para fins de orientacdo. B- Analise do
dimero das proteinas em alinhamento do envelope das amostras de DENV-3 MG-20em azul ciano, e do envelope da amostra DENV-3-PV_BR, em amarelo. Ambas sequéncias encontram-se alinhadas e
representadas em “cartoon”. Em verde, molécula parcial do GAG sulfatado (heparina, molécula analoga ao heparan sulfato) em representacdo de cadeia. Ligagdes de hidrogénio e as respectivas distancias
encontram-se representadas na Figura e indicadas pelos pontilhados amarelos. Analise do docking realizada no software PyMOL.
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5.9 ANALISES IN VITRO DE SENSIBILIDADE DO DENV-3 MG-20 e
DENV-3 PV_BR AS GAGs.

5.9.1 Analises de sensibilidade a heparina e heparan sulfato (HS)

Para validar os estudos in silico das andlises tridimensionais, e comparar a
sensibilidade das suas amostras frente aos GAGs, foram feitos estudos de interagdes
utilizando a heparina e heparinases. Foram feitas analises de inibi¢ao de interagdo com a
superficie celular via competicdo e analises de inibicdo de ligacdo viral através da
digestdo desses GAGs com enzimas GAGliases. O estudo de sensibilidade a Heparina

foi feito em células Vero, no entanto, a contagem das placas foi feita em BHK- 21.

5.9.2 Analise de interacdo com heparina por competicio.

Os virus DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV BR foram incubados com
concentragoes de heparina que variaram de 1 a 500 U/mla 37°C por 30 min. Esta
suspensao foi inoculada em células Vero e incubadas a 4° C por 1 hora. Apds este
periodo as células foram lavadas, lisadas, e o lisado foi titulado. Os ensaios foram feitos
em quintuplicatas. No controle negativo foram feitos os mesmos procedimentos, porém
sem a adicao da heparina. Como pode ser verificado na Figura 31, hd uma reducdo nos
titulos virais no intervalo entre 10 e 100 Ul/mL para ambas as amostras, no entanto,
com maior intensidade para a amostra DENV-3 BR PV. O ponto de inflexdo foi
observado para as amostras na concentracao de 100UIl/mL. A partir dessa concentragao,

ainda foi possivel observar reducao viral, porém em menor intensidade.
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Figura 31. Curva de inibicdo por competicdo das amostras de DENV-3 G1L1 frente a Heparina. O
grafico de PFU/mL em % versus concentragdo de heparina foi realizado tomando como base os valores
da titulagdo calculados em BHK-21 corresppondentes as dilui¢oes seriadas. O teste T-student foi
realizado para as analises em quintuplicatas. O eixo X encontra-se representado em logaritimo na base 10,
para melhor visualizacdo dos dados. O controle negativo representa 100% da contagem inicial. Sao
visualizados também os desvios padrdes para os titulos virais encontrados para cada concentracao da
heparina. As colunas no padrio tracejado refererem-se aos titulos do DENV-3 MG-20, e sobreposto, na
coloragdo cinza, a coluna correspondente ao DENV-3 PV_BR. O “*” indica significancia estatistica para
a redugdo comparativa entre as amostras, com P< 0,01. A concentragdo testada com maior inibigdo foi
para 100 UI/mL de heparina. O grafico e as analises estatisticas foram realizadas através do programa
GraphPad Prism 6.

Foi feito um experimento de competicdo com heparina nas concentragdes entre
10 a 100 UI/mL. Como pode ser visualizado na Figura 32, ndo foi possivel estabelecer
um ponto evidente de inflexdo que caracterizasse o inicio da reducdo, devido a presenca
de altos desvios padrdes na analise. O teste ndo se mostrou sensivel para a detec¢do de
diferencas significativas entre as diluicdes menores que a testada anteriormente para
uma mesma amostra. No entanto, mais uma vez observamos que a amostra PV_BR
parece apresentar uma maior susceptibilidade a diferentes concentragdes de heparina,
inclusive com uma maior redugdo dos titulos virais das dosagens iniciais para as finais.
As oscilagdes das médias e desvio padrao observados para o DENV-3 MG-20 sao
compativeis com o grafico anterior, uma vez que a reducdo dos titulos ndo se mostrou

tdo intenso quanto ao do DENV-3 PV_BR.
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Figura 32. Curva de inibicido por competicio das amostras de DENV-3 G1L1 frente a Heparina. O
grafico de PFU/mL x concentragdo de heparina foi realizado tomando como base os valores de titulagdo
calculados em BHK respectivos para as diluigdes seriadas desse GAG. O teste foi realizado em
quintuplicata. Sdo visualizados também as médias e desvios padrdes para cada concentragdo de heparina
encontradas nas replicatas. Como pode ser visualizado, o ponto de maior inflexdo para a amostra DENV-
3PV_BR parece ser o a de 20 Ul/mL. Para a amostra DENV-3 MG-20, essa concentragdo ndo se mostra
evidente nesse grafico. O grafico e as analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 6.

5.9.3 Analise da interacio com células Vero pos digestdo enzimatica
com GAG liases.

Placas de 6 pogos com monocamadas de Vero em 100% de confluéncia foram
tratadas com heparinase I e III, em concentragdes de 2,5 ; 5; 7,5; 10; 20 mUI/mL. Apos
o periodo de incubacdo com esses GAGs liases (1h) foi observada a digestdo dessas
moléculas através da curva de reducdo na adsor¢do desses virus as células, efeito
observado, especialmente, para a amostra DENV-3 PV_BR. Na figura 33, pode ser
observada a analise comparativa de adsor¢do das amostras DENV-3 PV_BR e MG 20 a
células Vero com e sem digestdo por heparinases. No grafico construido, o eixo Y
representa os valores da titulagdo em porcentagem, gerando uma normaliza¢do dos
titulos. As analises de correlacdo entre as curvas foram realizadas utilizando teste T-

student. Para o controle negativo, a média dos titulos de PFU/mL foram tomados como
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nosso parametro (ou seja, 100%) para inicio da analise de redu¢do. Como pode ser
verificada na figura 33, a reducao do titulo para a amostra DENV-3 PV_BR se inicia em
5.0 mUI/mL mostrando redugao significativa em 7,5 mUI/mL e estabilizando a partir de
10 mUI/mL. Redugao significativa para o MG s6 ¢ visualizada na concentra¢ao de 20
mUI/mL. Pode-se observar que uma diferenga significativa entre as curvas do DENV-3

MG e DENV-3-PV a partir de 7,5 mUI/mL.
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Figura 33. Curva de reducdo da adesdo a células Vero , apos digestio com GAG liases, das
amostras de DENV-3 GIL1, representadas em porcentagem. O grifico de % de Reducdo x
concentragdo de heparinases I e III foi realizado tomando como base os valores de titulagdo calculados
em BHK respectivos para as concentragdes enzimaticas testadas. O teste foi realizado em quintuplicata.
Sob o eixo Y, toma-se como 100% a média dos titulos virais encontrados nos pogos ndo tratados com
heparinases. Sdo visualizados também os titulos e os desvios padrdes para a contagem de placas virais,
em porcentagem, nas titulagdes correspondentes as diferentes concentra¢des das enzimas. As analises de
correlagdo entre as curvas foram realizadas utilizando teste T, sendo indicadas por * p<0,05 e ** p< 0,01.
O grafico e as analises estatisticas foram realizadas através do programa Graph Pad Prism 6 e Excel.
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5.10 ANALISES IN VIVO

5.10.1 Modelo de infeccio em camundongos Balb/c

Ap6s identificacdo de motivos relacionados a neuroviruléncia para o DENV e
compara¢do com outros virus a exemplo do YFV, SLEV, associados as predi¢cdes em
modelos tridimensionais, o proximo passo foi verificar, comparativamente, as
diferencas in vivo. Para o estudo foram feitos 3 grupos de 6 camundongos Balb/c, com
a idade de 6 a 8 semanas. O trabalho foi realizado dentro das diretrizes do CONCEA e
foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da UFMG (CEUA/ UFMG
60/2019).

Os camundongos foram inoculados com 10> PFU/20uL das amostras de DENV-
3 MG-20, previamente descritas como neurovirulenta, ¢ pela amostra de DENV-
3PV_BR com perfil ndo conhecido para neuroviruléncia. A amostra DENV-3BR PV
foi isolada pelo grupo do Professor Dr. Tadeu Figueiredo, proveniente da regido de
Rondonia, e cedida para a realizacdo do nosso estudo.

ApOs anestesia, foi feita a inoculacdo do DENV-3GIL1 das duas amostras virais
por via intracraniana e os camaundongos foram observados durante 20 dias. Foram
avaliados sinais e mudancas na integridade fisica do animal, como perda de peso,
piloere¢do, mudanga comportamental, alteragdes na curvatura dorsal, presenga de
edemas, inflamagdes e alteragdes na motilidade/paralisias.

O grupo de camundongos inoculados com DENV-3 MG-20 apresentaram perda
de peso a partir do sétimo dia p6s infeccdo (dpi). A andlise estatistica t-student mostrou
diferenca significativa entre o peso dos grupos, com p< 0,05 a partir do 8° dia (Figura
34A). Como sinais no grupo MG-20, foi observado inicialmente uma diminuicao da
agilidade dos camundongos, que comegou a ocorrer a partir do 6° dia, seguido de um
isolamento e retragdo frente ao restante do grupo no 8° dia. Houve uma rapida piora na
saude dos camundongos infectados com DENV-3 MG-20, sendo possivel observar a
presenca de inflamacdo ocular em 2 camundongos, arqueamento dorsal e por fim,
paralisia dos membros inferiores no 9° e 10° dias para 100% dos camundongos. Para o
grupo de camundongos inoculados com a amostra DENV-3BR PV, nenhum desses
sinais foram observados. O grupo controle de camundongos inoculados com o meio L-

15, também nao mostrou quaisquer alteragdoes nesses parametros.
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Apo6s reducao do peso e desenvolvimento da paralisia o grupo de camundongos
inoculados com DENV-3 MG-20 foi devidamente anestesiado e eutanasiado para coleta
de material biologico (9° e 10° dpi). Foram observadas alteragcdes morfologicas no
tecido cerebral desse grupo. Foi observada uma matriz cerebral com consisténcia mais
gelatinosa, além de um aumento da vascularizacdo visivel, indicando um processo
inflamatorio grave. Os outros grupos de camundongos foram observados por mais
tempo, mas ndo ocorreu o desenvolvimento de sinais. A presenga do virus foi analisada
por qPCR do cérebro e soro, sendo detectado material genético na amostra cerebral do
grupo MG-20, no entanto, ndo havendo detec¢do no soro. A soroconversdo frente a
inoculagdo com o DENV-3 foi analisada por ELISA indireto anti IgG para os grupos de
camundongos inoculados com DENV-3 e controles, apresentando resultado positivo. A
analise da curva de sobrevivéncia (Figura 34B) foi feita utilizando o testlog-rank
(mantel-cox), apresentando significancia estatistica (p=0,01), no qual ¢ possivel
observar que mais da metade dos camundongos (60%) vieram a obito no 9° dia e os

40% restantes no 10° dia ap6s inoculagdo com a amostra DENV-3 MG-20.

B) Curva de sobrevivéncia
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Figura34. Curva de peso e sobrevivéncia de camundongos BALB/C incoculados com as amostras
DENV-3 PV_BV e DENV-3 MG-20. Apés anestesia, a inoculagdo foi feita por via intracraniana com
2x10? PFU/mL. A- Curva de peso representada em aumento percentual dos 3 grupos de camundongos
BALB/C até o 15° dia. Peso inicial considerado como 100% para todos os camundongos. Foi realizada a
analise estatistica t-student, mostrando diferenca significativa entre os pesos a partir do 8°dia “*”.B-
Curva de sobrevivéncia mostrando 6obito para 100% dos camundongos do grupo MG-20 ( P=0,01). As
analises estatisticas foram feitas com o software GraphPad Prism 6.0.
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Outros grupos de 6 camundongos foram infectados com o DENV-3 MG-20 e
DENV-3 PV_BR e quando foram verificados os sinais neurologicos do grupo DENV-3
MG-20 (paralisia dos membros inferiores), os camundongos de todos os grupos foram
anestesiados com dosagem letal e foram feitas coletas de sangue e cérebro. Durante a
coleta, foram observadas algumas diferencas nos dois grupos de animais. Para os
animais do grupo inoculado com DENV-3 MG-20 foram observadas a presenca de
edema generalizado, avaliado por pincamento das patas para verificar analgesia, e
edema de face. Também foi observado um maior sangramento dos animais, durante a
primeira incisdao abdominal para coleta dos orgdos, nos grupos de infectados com os

DENV-3 GI1 L1 quando comparados ao grupo controle.
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Figuras 35. Sinais pés inoculagdo viral das amostras de DENV-3 GI L1 via intracraniana. Os
animais foram divididos em 3 grupos com 6 animais cada. A, B ,C, D. Manifesta¢cdes clinicas em
camundongos BALB/C infectados com DENV-3 MG-20. A.Isolamento do grupo e encolhimento,
geralmente nos cantos das gaiolas, B. Presen¢a de inflamagdo ocular em alguns camundongos, C.
Aumento da curvatura dorsal, D. Piloere¢do e edema da parte superior do focinho. E e F: Manifestagdes
clinicas em camundongos BALB/C infectados com DENV-3 BR _PV. O grupo ndo desenvolveu sinais
perceptiveis da infec¢@o e mostraram-se iguais aos controles.



118

Para avaliar a soroconversao dos camundongosap6s a inoculacdo, foram feitos
ensaios de ELISA indireto para detec¢do de IgG nos pools de plasma dos grupos
DENV-3 MG-20, DENV-3 PV_BR, controle negativo (inocula¢do de meio de cultivo).
Adicionalmente, foi utilizado um controle negativo externo, proveniente de
camundongo que nao passou por qualquer procedimento de inoculagdo. Como pode ser
verificado na Figura 36A, hd uma densidade 6tica de no minimo trés vezes maior para
os grupos infectados com o virus frente ao pool de soros das amostras provenientes dos
camundongos controles. Na Figura 36.B estd sendo mostrada as diferentes D.O em uma

diluigdo seriada dos pools de razio 2.
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Figura 36. ELISA indireto para a detec¢io de IgG para DENYV. Adaptado do kit PANBIO-Alere®.
A. O teste foi realizado utilizando como amostras os pools de plasma provenientes dos grupos DENV-3
MG-20, DENV-3 BR PV e controle negativo e controle negativo externo. B. ELISA indireto para a
deteccdo de IgG para DENV. Grafico gerado a partir do mostrando uma relagdo linear entre D.O ¢
diluigdo.

5.10.2 Detecgao de RNA viral e quantificacdo relativa

A detecgao de RNA viral no plasma e nos cérebros dos camundongos infectados
com as amostras DENV-3 MG-20, DENV-3 PV_BR e controle foi feita por RT-PCR
semi-quantitativo para regido do gene da proteina NS1 de DENV-3. A qualidade da
extragdo e comparagdo entre as cargas virais nos diferentes grupos foi analisada através
da quantificacdo relativa, tomando como base o gene constitutivo B-actina. Foi feita

uma curva padrdo empregando cérebro de camundongo macerado em concentragdes
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idénticas, adicionado de particulas virais de DENV-3 (variando de 10 a 10° PFU/mL)
tituladas em BHK-21 (Figura 37). Foi extraido o RNA e foi feito o cDNA. As detecgdes
do cDNA viral para a curva no RT _PCR foram feitas com cérebro de camundongo pos
adicdo de 10 a 10° PFU/mL dos virus. A curva padrio (Figura 37A) foi entio
linearizadae a distribui¢do dos 6 pontos plotadas no grafico Ct versus log PFU/mL. A
equacio da reta gerada apresentou um coeficiente de linearidade (R?)= 0,973 e
eficiéncia de 93,97% (Figura 37C) para a detecg¢@o na reagdo. A amplificagio de RNA
viral no cérebro controle mostrou-se positiva (Figura 38A) e temperatura de dissociagao
compativel ao esperado para 0 DENV-3, cuja temperatura de dissociagdo foi de 82,48°C

(Figura 38B). Nao houve amplificagdo dos controles negativos.
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Figura 37. Teste de sensibilidade analitica para DENV-3 em matriz de tecido cerebral A-Curva de
amplifica¢do de diluigdes seriadas de DENV-3 para titulos virais de 10 a 10° PFU/mL, ARn € o valor
relativo de fluorescéncia emitido. B-Curva de dissociagdo para o DENV-3, com TM=82,48°C. C- Curva
padrdo com diluigdes seriadas do DENV-3, gerando uma equagdo linear com R?>= 0,973.

O DENV-3 foi detectado no cérebro dos 2 grupos de camundongos BALB/C
infectados com as amostrasDENV-3 PV _BR e DENV-3 MG-20 no 8° dpi. Esse
resultado pode ser verificado na curva logaritima de amplifica¢do viral na Figura 38 A,
e confirmado através da temperatura de dissociacdo (Figura 38C). No entanto, a
amplificacdo das amostras ocorreu em Ct tardios, € mesmo apds normalizagdo com o
gene da B-actina murina (Figura 39), ndo foram verificadas diferencas com significancia
estatistica entre os grupos (teste AA Ct, analise Two Way ANOVA), como pode ser
visualizada na Figura 40. Através da equacdo da curva padrdo, estima-se que a carga

viral presente nos hemisférios dos cérebros dos camundongos, no 8° dpi, esteja variando
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entre 30 a 400 PFU/mL (0.1 a 1.3 PFU/mg). Como controle positivo foi utilizado uma
das amostras previamente analisadas na geracdo da curva padrdo, e como controle

negativo, cérebros de camundongos inoculados com meio L-15.
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Figura 38. PCR em tempo real realizado em cérebros de camundongos para a deteccio do gene
NS1 no cDNA de DENV-3. As 6 amostras cerebrais por cada grupo de animais infectados (grupol:
DENV-3 MG-20. Grupo 2: DENV-3 PV_BR e Grupo 3: controle negativo-L15) foram analisadas quando
a presenca e realizagdo da semi-quantificacdo do cDNA de DENV-3. A. Curvas de na escala logaritmica
referente 4 amplificacdo de gene NS1/ DENV-3 para amostras cerebrais. B. Curva de dissociagdo do
controle positivo em rosa, ¢ como controle negativo; cérebro dos camundongos inoculados com L-15, em
azul. C. Curva de dissociagdo do produto amplificado nos cérebros dos camundongos infectados com o
DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV_BR. O Tm do fragmento foi de 83,8°.

A Amplification Flot B Melt Curve

100000

80000

0.1 \

=
o ool
<1

0.001

6000.0

40000

Derivative Reporter (-

0.0001
0.00001
0.000001

20000

2 4 & 8 W 12 ¥ ¥ 18 N 2 M X N XN DL M E RN 8.0 70.0 T80 80.0 850 0.0 050

Tm: 77,53
Cycle Temperature (°C)

Figura 39. Curva de amplificacdo do gene constitutivo para p-actina murina em matriz de tecido
cerebral. A.Curvas de na escala logaritmica para o gene da B-actina. B. Curva de dissociag¢do do produto
amplificado, Tm do fragmento foi de 77,69.
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Figura 40. Grafico de distribuicdo para o nimero de copias arbitrarias de cDNA de DENV-3
encontradas no tecido cerebral. Nimeros de copias arbitrarias de DENV-3 encontradas no cérebro de
camundongos infectados apds normalizacdo com gene constitutivo da B-actina murina, analise baseada
em calculos de AACt. Baseado nos dados gerados na curva padrio, estima-se concentragdes virais que
variem de 30 a 400 PFU/mL de tecido macerado.

Apesar de copias de cDNA terem sido detectadas no tecido cerebral, ndo foram
detectadas copias génomicas nas amostras de plasma dos camundongos infectados com

as amostras virais (Figura 41).
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Figura 41. Curva de amplificacio para o gene NS1 de DENV-3 em plasma de camundongos
infectados. A. Curvas de na escala logaritmica referentes 4 amplificagdo de gene NS1/ DENV-3. B.
Curva de dissociagdo do controle positivo indicadas pela seta, e controle negativo; plasma dos
camundongos inoculados com L-15.
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5.10.3 Hemograma parcial

Com o objetivo de identificar possiveis alteragcdes hematologicas, foi feito o
hemograma parcial dos 3 grupos de camundongos. O sangue total coletado em heparina
foi analisado quanto ao nimero de plaquetas, leucdcitos totais, diferencial para
leucocitos e hemacias. As contagens globais e diferenciais foram realizadas
manualmente em camara de Neubauer e esfregagos sanguineos foram feitos. Os
resultados foram analisados entre os grupos estdo representados na Figura 42.

Nas comparagdes das contagens de hemécias, ndo foi verificada uma diferenca
frente ao controle que pudesse indicar hemoconcentragdo por extravasamento de
plasma, ou uma perda de células sanguineas (Figura 42 A).

Na contagem global de leucécitos, observa-se que ndo ha diferencas entre os
grupos de camundongos inoculados com as amostras virais, no entanto ha leucopenia
com linfopenia quando comparadas ao grupo controle (Figura 42 B).

Os mondcitos apresentam uma diferenca significativa entre os grupos infectados,
no qual o grupo de camundongos inoculado com DENV-3 MG-20 apresentou uma
maior redu¢do do que o grupo infectado com DENV-3 BR PV ( P= 0,002) (Figura 42
C). A redugo no nimero de plaquetas nos grupos infectados frente ao grupo controle
pode ser observada no grafico (Figura 42 D). No entanto, nao houve diferencas no

nimero de plaquetas encontradas nos grupos de camundongos infectados com os dois

virus.
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Figura 42. Hemograma parcial dos camundongos infectados com DENV-3 GI L1 MG20 ¢ BR_PV.
Apds contagem das células e plaquetas, os dados foram distribuidos nos respectivos grupos (Infectados
com DENV-3 MG-20, DENV-3 BR PV ou controle), com 6 animais por grupo, para construg¢do de
graficos de colunas. As andlises estatisticas de desvio padrio e teste t-teste para verificagdo da
significancia estatistica foram realizadas no GraphPad Prism 6. * Significancia estatistica frente ao
controle, * Significancia estatisticas entre os grupos virais. Os valores de referéncia foram baseados ao
descrito em (Santos et al., 2016) e comparados aos encontrados nas amostras obtidas dos camundongos
controles inoculados com meio. Como métodos estatisticos, foram analisados o desvio padrdo ¢ a
significancia estatistica. Essa ultima através do modelo ‘One unpaired” t-teste multiplo, com corrego
para comparagdes multiplas pelo método de Holm-Sidak. A significancia estatistica foi considerada para
p<0,05.

5.10.3 Histopatologia

Foi feita a andlise histopatologica dos hemisférios dos cérebros dos
camundongos em cortes sagitais no 8° DPI. Na Figura 43, podem ser observadas as
alteracdes histopatologicas geradas pela inoculagdo com o virus. Nos cérebros dos
camundongos inoculados com DENV-3 MG-20, foram bem evidentes a presenca de
grande infiltrado inflamatério na matriz cerebral e meninges, incluindo a visualizagao
de espacgos de Virchow Robin. Foi observado também um aumento vascularizacdo e a
presenca de congestdo, caracterizando uma inflamacdo generalizada. Além dos
infiltrados e congestdo vascular, foi possivel observar algumas regides de alteragdes

degenerativas do cortex cerebral, areas sugestivas de morte celular por apoptose.
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Nenhuma alteracdo foi encontrada no grupo de animais infectados com DENV-3

PV_BR ou inoculados com L15 (controle negativo).

Figura43. Histopatologia do cérebro dos camundongos BALB/C infectados com DENV-3 G1 L1. Os
camundngos BALB/C foram infectados por via intracraniana com 10> PFU/20uL. de DENV-3. Os
cérebros dos 3 grupos de animais foram coletados no 8° dia pds infec¢do e processados para analise
histopatologica. Os controles negativos sdo cérebros de animais inoculados com meio L-15. A. Controle
negativo (aumento de 100x). Pode ser verificado no controle, meninges saudaveis ¢ parénquima cerebral
uniforme, sem sinais de lesdo tecidual. As setas longas ( =———) indicam as meninges. B. Grupo
infectado com o PV_BR (100 X). Analise da meninge e parénquima cerebral ndo apresentando indicagdes
de inflamagdes ou lesdes sugestivas de meningoencefalites. C. Meninge e parénquima cerebral do grupo
MG-20.As setas tracejadas (= — =% ) indicam a presen¢a de vasos sanguineos congestionados € como
podemos observar, ha um aumento importante da vascularizagdo. Observamos também a presenga de
grande quantidade de infiltrados celulares, tanto nas meninges, no espago perivascular e no tecido
cerebral, da amostra com MG-20. Os infiltrados celulares e estdo indicados pelas setas pontilhadas
(*****»). D. Aumento de 100X ( MG-20). Observa-se o parénquima cerebral, com a presenga de vasos
sanguineos congestionados e de infiltrados celulares.
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5.11 ANALISES IN VITRO

5.11.1 Analise fenotipica dos DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV_BR em
diferentes linhagens celulares

Com o objetivo de avaliar o fendtipo de placas do DENV-3 MG-20 e DENV-3
PV _BR, foram feitos testes para analises de placas em linhagens celulares de Vero,
C6/36 e BHK-21. As amostras virais foram incubadas por um periodo de 5 dias, com
CMC em concentragdo de 1% durante 7 dias para células Vero; 0,5% durante 7 dias
para células BHK-21 e com CMC 0,5 % em meio L-15 durante 7 dias para as células
C6/36.

Em células Vero, foi possivel observar pequena diferenca nos tamanhos das
placas sendo que DENV-3 MG-20 apresentou placas menores, como pode ser
observado na figura 44A. No entanto, a formagdo de placas de lise para ambas as
amostras, nessas cé€lulas, ¢ de dificil visualizacdo, pois ndo ocorre a formacgao de lise
completa. Na linhagem C6/36, células provenientes do mosquito Aedes albopictus, a
amostra nao neurovirulenta para camundongos DENV-3 PV_BR apresentou formagao
de placas de lise (Figura 44 E), enquanto que o mesmo nao foi verificado para a amostra
DENV-3 MG-20, como demonstrado da figura 44 B.

Em células BHK-21, fibroblasto proveniente de rim de hamster neonato, foi
observado o inverso do que ocorreu nas células Vero. A amostra DENV-3 MG-20
apresentou placas maiores que a amostra DENV-3 PV_BR quando incubadas por um
periodo maior que 5 dias (7 dias) (Figura 44). Como pode ser verificada na figura 44, a
visualizag¢ao das placas ¢ melhor na linhagem BHK-21, e, portanto, essa foi a célula de

escolha para os ensaios de titulagdo viral.
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Figura 44. Anilise de fenétipo de placas para as amostras de DENV-3 GI L1. Figuras referentes 4
pogos com 34,20 mm de didmetro de placas de poliestireno contendo 6 pocos. Aderidas ao fundo, células
de diferentes linhagens e coradas por cristal violeta. As placas sdo ocasionadas pela lise viral, apds 5 dias
em incubagdo a 37°C com CMC 1% para Vero, 5 dias, CMC 0,5% a 28°C para C6/36 e 5 dias CMC
0,5% a 37°C para BHK-21. As setas indicam as placas de lise.

5.11.2 Efeito citopatico viral

Com o objetivo de verificar diferengas biologicas de impacto na multiplicagao
viral entre as amostras de DENV-3 G1 L1 PV_BR ¢ DENV-3 MG-20 in vitro, foram
feitas observacdes de efeito citopatico (ECP) e imunofluorescéncia indireta (IFI) em
diferentes linhagens celulares. As células selecionadas para a anélise de efeito citopatico
em microscopia Otica foram Vero, C6/36, glioblastoma humano- U251 e células de
neuroblastoma de camundongo- neuro 2A. As células foram infectadas com diferentes
MOIs, em duplicata, com os in6culos de DENV-3 G1 L1 (MOI=1; 0,1 ¢ 0,01) por um
periodo de incubagdo e temperaturas que variaram de acordo com a linhagem celular.
Células nao infectadas foram cultivadas para andlise comparativa como controle
negativo (Figura 45).

Os isolados DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV_BR inoculados nas células Vero
nao desenvolveram ECP de lise evidente, em nenhuma das MOIs, mesmo apos 7 dias.
Para a amostra DENV-3MG-20 foi observada uma sobreposi¢cdo de camadas celulares,
gerando um efeito semelhante a ‘“dobras” sobre a monocamada, e encontram-se

indicadas na figura pelas setas (Figura 45 C). Para o isolado DENV-3 PV_BR nao
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ocorreram essas formagdes de monocamadas sobrepostas nas MOIs de 1 e de 0,1
ocorrendo apenas na MOI de 0,01. A ndo sobreposi¢dao de monocamadas pode indicar
um processo de lise maior relacionada ao DENV-3 PV_BR, no entanto, foi considerada
auséncia de ECP.

Em células C6/36, ha um efeito citopatico relacionado a formagdo de sincicios,
que a partir do 3° DPI na MOI 1 com o DENV-3 MG-20 (Figura 45 H). Para a infec¢ao
com a amostra DENV-3 PV_BR, no mesmo periodo e MOI, foi observado um efeito
citopatico com caracteristica mais litica ¢ uma mudanca na morfologia celular, que
passa a se apresentar mais fusiforme (Figura 45 L).

Nas cé¢lulas de glioblastoma humano (U251) a partir do 3° dpi foi possivel
observar lise intensa nas células inoculadas com DENV-3 MG-20 (Figura 45 N),
levando a completa destrui¢do da monocamada a partir do 6° dia na MOI 1 (Figura 45
O). Em outras MOIs foi observado o mesmo efeito, se iniciando em periodos mais
tardios (4 dias, 5 dias). A inoculacdo com DENV-3 PV_BR, nas mesmas condicdes e
MOIs nado apresentaram nenhum ECP, mesmo quando estendido o periodo de andlise
para até 15 dias. Esse resultado, em conjunto com as andlises in vivo e in silico deixam
claro uma diferenga viruléncia desses virus, mesmo sendo pertencentes a mesma
linhagem viral.

As amostras inoculadas na linhagem neuro 2A (Mus musculos neuroblastoma),
apresentaram uma pequena reducdo do numero de celulas apenas quando inoculadas
com o DENV-3 MG-20, MOI 1 no 9 dpi. No entanto ndo foi identificado ECP em
células inoculadas com outras MOIs. Trata-se de uma linhagem que ndo forma
monocamada uniforme, o que por si s ja dificulta as andlises de ECP. Apresentam
também a caracteristicas de formarem aglomerados ou “ilhas” que se conectam por
prolongamentos celulares, como pode ser visto no controle (Figura 45 V). Foi
observada uma redug¢do no tamanho das células e aumento no numero de
prolongamentos na amostra DENV-3 MG-20 1 MOI 1. Nas outras MOlIs, todas as
amostras, incluindo o controle negativo e o DENV-3 PV_BR MOI 1 apresentaram-se
semelhantes, ndo parecendo haver ECP. Com o passar de mais dias de observagao,
tornou-se inviavel distinguir sofrimento celular por senescéncia ou impacto viral. As
Figuras 45 V, X, Z ndo mostram um efeito citopatico evidente, e, devido as dificuldades
de manutencdo e visualizacdo dessa linhagem celular, optamos por ndo seguir estudos

com essas células.
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Figura 45. Analises dos efeitos citopaticos das amostras de DENV-3 em diferentes linhagens
celulares. Fotos realizadas das inoculagdes com MOI de 1, visualizadas sob aumento de 100x. A, B e C-
Células Vero inoculadas com o DENV-3 MG-20. Indicada pela seta em amarelo na Figura C,
sobreposi¢dao da monocamada celular. D, E e F- Células Vero inoculadas com DENV-3 PV_BR, sem a
visualizagdo de sobreposi¢do por excesso celular. G, H, I- Células C6/36 inoculadas com MG-20,
mostrando a evolugdo do efeito citopatico ao passar dos dias. A partir do 3° dia, inicia-se a formagdo de
sincicios, culminando em um grande numero de formag¢do dos mesmos no 6° dia, como pode ser
observado em I. F, K, L- Observacdo da redugdo gradativa do niimero de células e da modificagdo
morfologica. As células inicialmente apresentam-se redondas, tornando-se alongadas no decorrer dos
dias. Observa-se também efeito de lise, sem a observacdo de sincicios. M, N e O- Células U251
inoculadas com MG-20, mostrando significativa lise e destruicdo da monocamada celular. P,Q,R- Células
U251 ndo mostrando efeito citopatico para a infeccdo com DENV-3 PV_BR, mesmo sob a MOI 1 em 6
dias de incubacgdo. S, T e U, controles negativos das células Vero, C6/36 e U251 respectivamente, no 6
dia, para efeitos de comparagdo. V, X, Z- Células Neuro 2A, sob aumento de 200X. Observa-se a
presenca de prolongamentos entre grupos de células, e auséncia de formagdo de monocamada celular.
Redugdo subjetiva de numero de células para a inoculagdo com MG-20. Observacdo de redugdo do
tamanho celular na Figura Z, talvez relacionada a viabilidade celular.

5.11.3 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Foi observada uma positividade gradativa (através da coloragdo verde no
citolasma celular de acordo com as MOIs 0,01; 0,1 e 1), para o DENV-3, mostrando a
capacidade de infeccdo em ambas as cé€lulas. As fotos feitas em microscopios de IFI sdao
referentes a MOI 1, 4 dpi, para os virus, por seus efeitos terem sido mais significativos e
evidentes.

Na linhagem U251, foi possivel observar a positividade para a presenca de
proteinas virais do envelope para as amostras DENV-3 PV_BR e DENV-3 MG-20. A
reducdo do niimero de células quando foi feita a inoculagdo de DENV-3 MG-20 ja tinha
sido identificado em microscopia otica. No entanto, através da IFI foi possivel observar
uma importante caracteristica na infec¢do do DENV-3 MG-20 nas células U251; a
capacidade de formacao de sincicios. A amostra DENV-3 PV_BR nao gera destrui¢ao
celular, mas forma sincicios em pouca quantidade, e de tamanhos muito reduzidos.
Esses sincicios podem ser observados tanto pela ligacdo do Alexa Fluor 488, na regido
do citoplasma celular, quanto pelo DAPI. As Figuras 46, 47, 48 mostram em detalhes as
alteragdes mencionadas a cima e referem-se as linhagens de células U251 e C6/36,

respectivamente.
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Figura 46. Imunofluorescéncia Indireta para a detec¢do de proteinas do DENV-3 L1 G1, amostras
DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV_BR em células U251 (glioblastoma humano). Todas as fotos foram
feitas no 4° dia pos infeccdo com MOI de 1 em microscopio de IFI modelo DI-FL0O3 .Em verde,
fluorescéncia do Alexa Fluor 488. Em azul, colorag@o do niicleo com DAPI. O aumento de cada Figura
encontra-se indicado nas mesmas sob parénteses. A - Controle negativo apresentando coloragdo vermelha
devido a contra coloragdo com azul de Evans em leitura sob comprimento de onda 519 nm. B- Controle
negativo mostrando a coloragdo positiva para nicleo celular (DAPI). C e D- Presenga de proteinas virais
da amostra DENV-3 MG-20observadas na regido do citoplasma celular.Observa-se também a auséncia de
coloragdo do ntcleo. Indicada pela seta observa-se proteinas virais em citoplasma celular fusionado
(sincicios). E e F, DAPI das células U251 infectadas com DENV-3 MG-20. Em E, ¢ visivel uma
importante diminui¢do da desidade de nucleos celulares em relagdo ao controle, incluindo uma certa
degradacdo dos mesmos. Em F, indicados pelas setas, pode ser observada a formagdo de pelo menos 4
sincicios formados em um unico campo de leitura. G trata-se de uma ampliacdo de F, focando no sincicio
formado. Observa-se o agrupamento de varios nticleos, com a formacdo de vesiculas menores contendo
material genético, provavelmente um processo relacionado a apoptose. H e 1. Observagdo das proteinas
da amostra DENV-3 PV-BR em células U251 na regido do citoplasma pela fluorescéncia verde observa-
se também pela contra colora¢do o nicleo em vermelho. J- Coloragdo de DAPI para as células infectadas
com DENV-3 PV_BR, mostrando alta densidade celular por campo, e presenca de um pequeno sincicio.
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1) PV_BR ( 200x) / DAPI J) MG-20 (200X)

Figura 47. Imunofluorescéncia indireta para a detec¢io de proteinas das amostras DENV-3 MG-20
e DENV-3 PV_BR em células C6/36 (Aedes albopictus). Todas as fotos foram feitas no 4° dia pos
infecgdo com MOI de 1em microscopio de IFI modelo DI-FL0O3. Em verde, fluorescéncia do Alexa Fluor
488. Em azul, coloragdo do nticleo com DAPI. O aumento de cada figura encontra-se indicado nas
mesmas sob parénteses. A ¢ B - Controle negativo, em diferentes aumentos, apresentando coloragéo
vermelha devido a contra coloragdo com azul de Evans. C- Controle negativo mostrando a coloragao
positiva para a identificagdo do nticleo celular utilizando DAPI. D- Presenca de proteinas virais da
amostra DENV-3 PV_BR observadas na regido do citoplasma celular. Observa-se também a auséncia de
coloragdo do nucleo. Indicada pela seta pode ser observada mudanca na morfologia celular. E e F,
identificacdo de proteinas virais da amostra DENV-3 PV_BR, na regido do citoplasma em diferentes
aumentos. Em E observa-se a reducdo de densidade celular por campo em comparagdo ao controle
negativo, indicando lise celular. G- DAPI para células C6/36 infectadas com DENV-3 PV_BR. H ¢ I-
Células C6/36 infectadas com o DENV-3 MG-20 sob diferentes aumentos, mostrando coloragdo verde na
regido do citoplasma celular. Em H observa-se alguns sincicios indicados pelas setas. Na Figura I,
observagdo em maior aumento de sincicios induzidos pela amostra MG-20 em células C6/36. Na Figura J,
observacgdo de sincicios sob a perspectiva da coloragdo nuclear das células C/36 com DAPI.
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48. Microscopia de Imunofluorescéncia indireta realizada nas células U251 (A —F) e C6/36 (G-L), em modelo Axio Imager Z2-
ApoTome 2 Zeiss. As fotos foram feitas no 4° dia de infec¢do com MOI de 1 com amostras de DENV-3. Fluorescéncia Verde para
proteinas do virus; Alexa fltor 488, fluorescéncia azul para o nicleo; DAPI. A, B e C- Efeito citopatico de sincicio observado para o
DENV-3 MG-20 em U251. D, E e F, ndo observacdo de efeito citopatico para o DENV-3 PV-BR em U251. G, H e I; efeito citopatico
de formagdo de sincicio para a amostra DENV-3 MG-20 em células C6/36. J, K, L; Efeito citopatico de lise ¢ mudanga de morfologia
celular verificado em células C6/36 infectadas com PV_BR. M, N e O- controles negativos.
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5.11.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para verificar a presenca das particulas virais das amostras DENV-3MG-20 e
PV_BR no interior das células U251, foi feita a microscopia eletronica de transmissao.
As células foram multiplicadas em placas de 6 pocos, infectadas na MOI de 0,1 e
fixadas no 4° dia pds infeccdo. As células ndo infectadas mostraram a morfologia de
uma célula vidvel, com citoesqueleto visivel, e nucleo apresentando regides de
cromatina bem condensada (nucléolos), podendo ser visualizada na Figura 49. E
possivel observar diversas organelas como mitocondrias, reticulos endoplasmaticos e
vesiculas, algumas multimembranares, com aparéncia e distribuicdo normais. Foram
visualizados, inclusive, centriolos, indicando que as mesmas continuavam a manter seu
ciclo de multiplicagao (Figura 49 A-G).

As células infectadas com a amostra DENV-3 MG-20 apresentaram diversas
variagdes na morfologia (Figura 49). Foi possivel observar varias células inteiramente
vacuolizadas, indicando um estagio de degeneragdo por autofagia (ou apoptose). Houve
uma hipertrofia evidente dos reticulos endoplasmaticos, assim como o aumento intenso
do transito de vesiculas, aumento expressivo do tamanho das mesmas e preenchimento
com grande quantidade de proteinas. Em algumas dessas vesiculas, foi possivel
observar particulas virais completas. As particulas virais podem ser observadas dentro
dessas organelas como pequenas estruturas geométricas com interior eletrodenso. Com
relacdo as células infectadas com DENV-3 PV _BR, também foi possivel observar
hipertrofiados reticulos endoplasmaticos e entumescimento das vesiculas com proteinas
quando comparadas ao controle. E possivel verificar a presenga de algumas vesiculas
multimembranosas, porém, em quantidade superior a visualizada no controle. Foi
possivel observar a presenca de particulas virais da amostra PV_BR dentro das células
U251, ou seja, essa amostra ¢ capaz de infectar essas células e produzir particulas virais,
apesar de ndo haver ECP visivel ao microscopio otico. Em especial, na figura 50 D,
podemos visualizar um transito intenso e grande numero de vesiculas com particulas
virais, proximas a diversas organelas membranosas, endossomas e complexos de Golgi,
sugerindo apresentar-se como uma regido de morfogénese viral. Quando foram
comparadas com as células infectadas com o DENV-3 MG-20, foi evidenciado que as
alteracOes intracelulares sdo semelhantes, porém com intensidade inferior. Nao foram
encontradas células em processo degenerativo avancado na analise com o DENV-

3PV_BR.



Figura 49. Microscopia eletronica de transmissiio de células de glioblastoma humano (U251) néo infectadas (controle negativo). As células foram infectadas na MOI de 0,1com DENV-3 ¢
coletadas no 4° dia, seguindo processo de fixa¢do e analise em MET. A e B-Microscopia em menor aumento (escala em 2 e 5 nm) permitindo uma visualizagdo ampla da célula e sua estrutura.
Podem ser visualizadoso nticleo (N), com nucléolos (Nu). Na Figura A, a célula parece encontra-se em divisdo, devido a constri¢do presente no niicleo e presencga de par de centriolos. Na regido
do citoplasma, sdo observadas mitocondrias (M), reticulos endosplasmaticos (RE) e vesiculas multimebranosas (VM) e vesiculas (V). A membrana celular(MC) mostra-se integra e a célula com
estrutura compativel & de uma célula saudével. Em C, indicado pela seta, em maior aumento sio visualizadas vesiculas multimembranosas (VM). E possivel observar as membranas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), com particulas eletrodensas aderidas, possivelmente ribossomos (Rib), em distribui¢ao e tamanho normais, além da presenca de vesiculas menores (Vs). Em D,
indicados pelas setas observamos o reticulo endoplasmatico (RE), VM e V ¢ indicadas pelas setas, citoesqeueleto celular (CtE). E- Indicados: M, RER, CtE, que pode ser visualizado como
“linhas” suaves distribuidas por todo o citoplasma. E-Regido com presenga de RE, Vs, VM, Rib, CtE. F- Figura enfatizando o tamanho regular das organelas, forma e distribuicdo dos RE dentro
da célula, presenca de Reticulos de Golgi (RG) e estrutura regular, sendo bem visualizado o CtE.



500 nm

Figura 50. Microscopia eletrénica de transmissdo de células de glioblastoma humano (U251) infectadas com a amostra DENV-3MG-20. As células foram infectadas na MOI de 0,1 e
coletadas no 4° dia, seguindo processo de fixacdo e analise em MET. A-Microscopia em menor aumento (escala em 2 nm) permitindo a visualizagdo, em detalhes, do dano celular observado
anteriormente na microscopia oOtica. Percebe-se a presenca de multiplos vactiolos, indicando um possivel processo de morte celular por apoptose (C. Ap — Corpos Apoptdticos). B- Observa-se
alteracdes na distribui¢do e hipertrofia dos RE (regido em vermelho). C ,D e E- Dilatagdo expressiva das vesiculas, com intenso preenchimento proteico (destacados em roxo). As figuras
mostram a presenga dessas estrututras presentes em diferentes regides do citoplasma, incluindo proximas ao nucleo celular, além da hipertrofia de intensa distribui¢do do RE. F -Podem ser
observadas a presenga de vesiculas multimembranosas, contendo particulas eletrodensas * Dengue virus /ike. Em maior aumento, da Figura E, possivel observar particulas eletrodensas com
geometrias e tamanhos compativeis aos descritos para o dengue virus. Nao foram observadas modifica¢cdes em numero ou tamanho de mitocondrias.



Figura 51. Microscopia eletronica de transmissao de células de glioblastoma humano (U251) infectadas com a amostra DENV-3 PV_BR. As células foram infectadas na MOI de 0,1 e
coletadas no 4° dia, seguindo processo de fixacao ¢ analise em MET.A- Estrutura geral da célula mantida, com presenga de VM ,V, M. B- Analise em maior aumento mostrando a presenca de RE ¢
organelas em distribuicdo semelhante ao controle. Presenca de citoesqueleto visivel, indicando manutencédo estrutural. C- RE e RER com hipertrofia leve comparada ao controle, presenca de transito
proteico e intumescimento de vesiculas com proteinas. D- Vesiculas dilatas com preenchimento proteico e RER com distribui¢do e tamanho levemente aumentados. E- Regido com intensa presenga
de RE e vesiculas com particulas eletrodensas dengue virus like (indicadas pelos *), intenso transito de endossomos e membranas do complexo de Golgi (CG). Devido a atividade de todo esse
aparato celular, acreditamos trata-se de uma regido da morfogénese viral.
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5.11.5 Curva de multiplicacdo das amostras DENV-3 MG-20 e DENV-3

PV_BR em células U251.

Para a verifica¢do de diferencas de tropismo e multiplicagdo viral em células de
sistema nervoso que pudessem gerar informagdes mais proximas ao que ocorrem in
vivo, foi feita uma curva de multiplicacao viral em células de glioblastoma humano
(U251). As anélises do titulo viral foram feitas em células BHK-21 e também por PCR
Act comparativo. Os titulos de virus (Figura 52) foram analisados nos tempos de 1 a 3
dpi no sobrenadante e no lisado celular, sendo observado que na infec¢cdo por ambas as
amostras, hd um maior titulo viral no interior das células do que no sobrenadante. A
partir do 3°dpi, houve uma brusca queda dos titulos do DENV-3 MG-20, com um
aumento dos titulos no sobrenadante relacionado a lise celular ocasionada por esse
virus. Os maiores titulos para ambas as amostras foi verificado no 2° dpi, com maior
valor encontrado, para o DENV-3 MG-20, de 2,2 x10° e 1,3x10° PFU/mL para o
DENV-3PV_BR. Considerando a inoculagio inicial de 2x10* PFU/mL, verifica-se que

essas células ndo se mostraram eficientes para a multiplicagdo viral na MOI de 0,1.
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Figura 52. Curva de multiplicacdo viral de amostras de DENV-3 em células U252. Células foram
infectadas em MOI de 0,1 (2x10* PFU), e a quantifica¢do de placas de lise realizadas em células BHK-21.
Foram realizadas coletas no 1°, 2° e 3 ° dpi. (C) refere-se a quantificagdo feita a partir do lisado celular e
(S) quantificagao feita do sobrenadante.

A andlise RNA viral por PCR Act comparativo mostrou resultado compativel
com a curva de titulagdo, com maiores valores de detecgdo do RNA viral no 2° dpi. Ao
verificarmos as taxas de cDNA no 3° dia, verificamos a reducdo do material genético de
ambas as amostras, especialmente para a curva referente ao DENV-3 MG-20
intracelular, redugdo relacionada ao processo de lise.
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Figura 53. Deteccdo de RNA viral em diferentes tempos pos infeccio de amostras de DENV-3 em
células U251 . As células foram infectadas em MOI de 0,1 (inocula¢do de 2x10* PFU/mL). As amostras
foram coletadas nos dia 1, 2 e 3 dpi e semi quantificadas utilizando RT-PCR. Os titulos de Act foram
realizados tomando como base a curva padrio realizada para o DENV-3, no qual a amostra comparativa
apresentava titulos virais de 2x10* PFU/mL e Ct correspondente a 22,78.(C) refere-se a quantificagio
feita a partir do lisado celular e (S) quantificagao feita do sobrenadante.

5.11.6 Deteccao de particulas viaveis.

Com o objetivo de verificar infecciosidade dos DENV multiplicados em células
U251 em ECP visivel foi feito uma titulagdo do sobrenandante das células infectadas na
MOI de 0,1 coletados no quarto dia para a analise, em células BHK-21. Foi possivel
detectar particulas infecciosas para DENV-3 GIL1 em baixos titulos e muito

semelhantes entre si.

DENV-3 MG-20 DENV-3 PV_BR Controle

Figura 54. Ensaio de placa para analise da presenca de particulas virais viaveis em infec¢cio das
células U251 com amotras de DENV-3. A infecgdo foi realizada na MOI de 0,1 ¢ a formagao de placas
analisadas via inoculag¢do em células BHK-21. A presenga de particulas viaveis comega a ser visualizada
a partir do 2° dia de infecgdo. O padrdao de fenotipico de placa se mantém, no qual MG-20 apresenta
placas maiores que o PV_BR nas analises de placas em BHK-21.
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5.11.7 Inibicao do efeito citopatico de células U251 inoculadas com 0 DENV-3 MG-
20 por efeito da heparina.

DENV-3 MG-20 apresenta ECP a microscopia otica, 0 que ndo ocorre para a infec¢ao
com a DENV-3 PV_BR. Baseando-se nesse resultado, aliado ao fato de haver uma reducio
significativa do titulo viral em ensaios com células Vero, na concentracdo de 100 Ul/mL de
heparina, células U251 foram inoculadas com o DENV-3 MG-20, em MOI 0,1 e na presenga de
100 UI/mL de heparina/mL diluida no meio de cultura, por 10 dias. Ndo houve a deteccgdo de

ECP até 10 dias de incubag@o como pode ser visualizada na Figura 51.

A- ' Controle negativo/ sem heparina B- Controle negativo/ com heparina

™ C /
C--DENV-3 MG-20 MOI 0,1/sem heparina D- DENV-3 MG-20 MOI'0,1/,100 U1/mL HS

Figura 55. Tratamento de células U251 infectadas com 2x 10* PFU de DENV-3 MG-20 (MOI de
0,1). Apos adsor¢do com as amostras virais, foram acrescentados 100UI/mL de heparina em meio DMEM
e observadas por 10 dpi. O experimento foi realizado em duplicata. A e B controles de célulassem e com
heparina respectivamente. C. controle de virus. D- Células tratadas com heparina em 100 UI/mL 10 dpi.
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Para verificar a presenca de cDNA viral, foram coletados os sobrenadantes e os lisados
de células U251 infectadas com o DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV_BR no 2° dpi (onde
se verificou pico de multiplicagdo viral) e no 5° dpi. O resultado foi negativo para
ambas as amostras nos diferentes tempos, revelando a capacidade da HS de inibir a
infec¢do viral na MOI de 0,1 (titulos de inoculagdo de 2x10* PFU/mL) nessas células

(Figura 56).
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Figura 56. PCR em tempo real de sobrenadante e células U251 infectadas com as amostras DENV-3
MG _20 ¢ DENV-3 PV_BR na MOI de 0,1. (2 x 10* PFU). As amostras foram coletas no 2° e no 5° dia
p6s infeccdo. A- Curva de amplificagdo mostrando detec¢do do controle negativo e amostras com
amplificagdo negativa. B- Curva de Melt (Tm=84,24) mostrando compatibilidade na deteccdo do DENV-
3.
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6.0 - DISCUSSAO

6.1 Identificacao de sequéncias descritas de DENV-3 G1 L1

Desde a primeira identificagdo do DENV-3 G1 L1 na América latina em 2002
por Barcelos Figueiredo et al., (2008), tem sido observada uma correlagdo entre a
circulacao dessa linhagem com o desenvolvimento de casos graves de dengue. No total,
9 dessas amostras foram identificadas pelo nosso grupo de pesquisa (Laboratério de
Virus-UFMG), na regido metropolitana de Belo Horizonte-MG, através do
seqiienciamento da regido gendmica C/prM. Dentre essas sequéncias, 4 estavam
relacionadas a casos graves, e uma delas, relacionada a um caso fatal com
acometimento neurologico; a amostra DENV-3 MG-20. Esses dados chamam atencao,
uma vez que a circulag@o dessa linhagem no pais ¢ extremamente reduzida, e a evolucdo
para quadros graves, a exemplo dos quadros neuroldgicos, € considerada um evento raro
na infec¢ao (OMS,2009).

De 2003-2008, co-circularam nos estados de Rondonia e Minas Gerais o DENV-
3 GI LI (ou DENV-3 GV) e o DENV-3 GIII, este ultimo com possivel introducio
originaria do Sri Lanka/India, regido em que foi associado a um aumento de casos
graves. O DENV-3 GIII causou uma das maiores epidemias de dengue no pais, com alta
dispersdao no territorio nacional, gerando grande nimero de casos graves e mortes
confirmadas (Nogueira et al. 2005). No entanto, a introdu¢do do DENV-3 G1 L1, ndo
gerou uma epidemia, tendo sido detectado somente nos estados de Minas Gerais,
Rondoénia e Pard, apresentando numero de casos muito inferiores aos notificados para o
DENV-3 GIII. Mesmo ap6s o pico epidémico do DENV-3, continuamos a detectar o
DENV-3 G1 L1 em casos de meningoencefalites. Em 2012, Oliveira et. al., (2016)
detectou através de PCR para a regido NS5, uma nova sequéncia de DENV-3 G1 L1 a
partir de liquido céfalo raquidiano em mais um caso fatal com sintomas neuroldgicos. A
origem dessa amostra no pais também nao ¢ bem compreendida. Dentre os motivos esté
o fato de se tratarem de amostras com alto grau de similaridade com isolados da China
(amostra H-87) e Filipinas, que datam de 1980e 1956, respectivamente. A taxa de
substitui¢do para os DENVs, de acordo com o descrito em outros estudos, estaria em
cerca de 9x 10%ano, o que ndo corresponde ao que tem sido descrito em andlises
filogenéticas para o DENV-3 G1 L1, ou mesmo para outros virus de RNA fita simples
(Dunham & Holmes, 2007; Vasilakis et al., 2007; Araujo et al., 2009).
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Em 2003, foi depositada no GenBank, a sequéncia ADK79072.1
corresppondente ao DENV-3 G1 L1, originaria do Pard, regido da Amazonia Legal.
Usme-Ciro et al, 2008 descreveu também a circulagdo dessas amostras na Colombia,
submetendo 9 sequéncias ao NCBI, que foram associadas a esse gendtipo (genotipo 1)
provenientes de amostras clinicas (ndo hd a informagdo da sintomatologia nos
pacientes). No entanto, devido ao curto fragmento seqiienciado do envelope ndo foram
incluidas nesse estudo, pois hd uma dificuldade na classificagdo destes virus. Em 2006 e
2007, Thoisy et al (2007) identificou 3 sequéncias desse genodtipo em duas espécies de
animais na regido Amazonia da Guiana Francesa, duas em marsipiais Marmosa murinae
uma em roedor Procchimys cuvieri. Ambas extremamente similares as amostras
Brasileiras e a H-87.

Soma-se a esse paradoxo, o fato de tratar-se de um virus de classificagdo
controversa, ¢ que ao serem analisadas pelas sequéncias da regido C-prM/E, agrupam-se
como gendtipo I (lanciotti et al, 1994), e quando analisadas pela proteina E, agrupam-se
em clados distintos Wittke er al. (2002). Esses fatores associados evidenciam a
dificuldade de estudos filogenéticos, e levantam importantes questdes a respeito do
fitness e circulagdo do DENV-3 G1 L1. Foi observado, no entanto, que se trata de um
genotipo submetido a uma diversificagdo de hospedeiros, espacos geograficos, biomas e
vetores. Nesse trabalho, foi mantida a nomenclatura DENV-3 G1 devido aos nossos
estudos filogenéticos da proteina do E terem mostrado uma relagdo proxima dessa
linhagem com as outras amostras do GI (acima de 94% de identidade), como pode ser
verificado no Anexo 4. No entanto, foi incluida a nomenclatura “linhagem 1-(L1)” na
identificagdo, como uma formade sinalizar que corresponde a um clado também
conhecido como genoétipo V.

Estudos feitos in vivo comparando os isolados de DENV-3 GI L1 e o DENV-3
GIII que co-circulavam no periodo, apresentaram resultados divergentes. A analise dos
isolados DENV-3 MG-20, DENV-3 MG-21 por exemplo, pertencentes ao DENV-3 G1
L1 e isolados de amostras de pacientes graves, foram mais neurovirulentas em testes in
vivo que as amostras de DENV-3 GIII circulantes em Minas Gerais (Ferreira et al.,
2010; Ribeiro de Souza, 2012). No entanto, nos estudos realizados por (NOGUEIRA,
2009), comparando os dois genotipos circulantes em Rondonia, foram observados
resultados opostos nos testes in vivo, ou seja, as amostras de DENV-3 G1 L1 (RO.01 e

RO.02), isoladas de caso de febre da dengue mostraram-se atenuadas. Frente a esses
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fatos, alguns questionamentos foram levantados; como o porqué desta neuroviruléncia

de virus circulantes em Minas Gerais?

Para responder a esta pergunta, o primeiro passo foi a identificacdo de outras
sequéncias de DENV-3 G1 L1 circulantes em outros paises. Devido as dificuldades de
se encontrar estudos que descrevam essa linhagem, o que inclui os problemas na
classificagdo (se Gendtipo I ou V), a abordagem escolhida foi triagem a partir do banco
de dados no NCBI. No entanto, ndo ha nesse banco de dados a descri¢do quanto ao
genotipo ou outras informacgdes relevantes para a grande maioria das amostras. Nesse
contexto, para que pudéssemos triar o maior nuimero de sequéncias possiveis,
inicialmente foi criada uma arvore com todas as sequéncias completas de DENV-3
disponiveis. Apos identificagdo das sequéncias das poliproteinas completas, foi usada a
ferramenta BLAST para detectar sequéncias parciais. Essa metodologia se mostrou
eficaz, pois permitiu a identificacdo de varias sequéncias de maneira simultinea, e
interessante, por permitir que encontrassemos um maior nimero de relatos possiveis a
respeito do genotipo, muitas vezes disponibilizados nos artigos indicados nos bancos de
dados. Apesar de poucas amostras terem sido identificadas (24 sequéncias completas e
parciais- Tabela 5), essa busca permitiu a coleta de informagdes que viabilizaram o
desenvolvimento desse trabalho, como a deteccdo de outras amostras relacionadas ao
gendtipo I e a neuroviruléncia, além de amostras de DENV-3 G1 L1 testadas in vivo e in
vitro, mostrando o ndo desenvolvimento de sinais e sintomas em modelos animais,
como o descrito por NOGUEIRA, 2009.

Estudos publicados por Dhenni et al., 2018, mostraram o isolamento de DENV-
3G1 a partir do liquor de paciente pediatrico com sintomas neuroldgicos, em Jakarta,
Indonésia (ASK05287.1). Em outro caso, uma sequéncia submetida por Roche, C. et al,
2004, identificou a sequéncia de DENV-3 G1 (AAW66473.1) proveniente de um caso
de paciente com sintomas neuroldgicos (em 1990), na Polinésia Francesa. Reafirmando
os resultados anteriores, parece haver uma relagdo positiva entre o DENV-3 Gl
(especialmente dentro da linhagem 1) e o desenvolvimento de quadros neuroldgicos,
que foram reproduzidos em experimentos com modelo animal.

As andlises de identidade do envelopeentre os grupos de DENV-3 Gl e o
DENV-3 G1 LI apresentaram resultados em sua maior parte nos intervalos entre 97 a
98%, enquanto que a identidade dentro do G1 L1 em sua maioria apresentou 99% de

identidade. Baseado nesses dados, e tendo em vista que dentro dos algoritimos
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estatisticos, a identidade ¢ um fator importante para a construgdo filogenética, pode se
comprovar o porqué da tendéncia de essas amostras se agruparem muito proximas.

Nos estudos filogenéticos utilizando a proteina E para a reconstru¢do da arvore,
foi possivel observar que as sequéncias de Rondonia se agrupavam eu um clado
especifico dentro do grupo DENV-3 G1 L1. Nas analises das sequéncias da proteina E,
e alinhamento (Figuras16 e 17), ha evidencias da presen¢a de marcadores moleculares
exclusivos para essas amostras, as substituigdes E62K, E123Q. Essas alteracdes no
genoma podem ser resultado das diferencas da circulagdo viral entre regides
geograficas. Minas Gerais ¢ o segundo estado mais populoso do Brasil, com uma
populagdo de 21 milhdes de habitantes. Por outro lado, Rondénia ¢ um estado com
baixa densidade demografica, localizado na regido da Amazodnia legal (IBGE, 2016).
Portanto, sdo duas regides distantes com diferentes caracteristicas urbanas e
demograficas, inseridas em diferentes biomas (Figura 18). Nesse contexto, ¢ possivel
que o ciclo do DENV-3 G1 L1 esteja associado a uma maior diversidade de vetores e
hospedeiros, quando comparado ao ciclo em Minas Gerais, possivelmente mais
relacionada e adaptada a um ciclo urbano. Essa hipdtese ¢ suportada pelos dados
descritos por Thoisy et al., 2007 na deteccdo desse gendtipo em animais, como o
descrito anteriomente. Sabe-se que fatores como distribui¢do espacial, caracteristicas
genéticas populacionais, diversidade de hospedeiros, fatores demograficos e ambientais
sdo elementos que incidem sobre a variabilidade genética dos virus (Chevillon &

Failloux, 2003).

6.2 Comparacio entre as sequéncias da poliproteina completa das amostras de
DENV-3 de MG ¢ RO

As trés amostras de DENV-3 G1 L1, relacionadas a neuroviruléncia (DENV-3
MG-20, DENV-3 BH-17 e DENV-3 PF/1990), apresentam entre si uma identidade de
99,96% a 99,99, enquanto que as sequéncias ndo neurovirulentas RO.01 e RO.02 de RO
sdo idénticas para a regido da poliproteina (Anexo 4). No alinhamento da proteina E de
todos os DENV-3 GI1 LI, foi observada a presenca de marcadores moleculares para
sequéncias de RO, inclusive para amostras seqiienciadas por grupos de pesquisa
diferentes, a exemplo da amostra DENV-3 PV BR, seqilienciada pelo grupo do
professor Tadeu Figueiredo- USP/Ribeirdo Preto (Figura 16). Quando foi analisadoo
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genoma completo da poliproteina viral de maneira comparativa, foram observadas
divergéncias entre as 3 amostras neurovirulentas frente as amostras nao neurovirulentas.
Tratam-se das substituicdes encontradas nos seguintes sitios, tomando como base a
localizag¢ao na poliproteina completa; T2481, E342K, E403Q, Q902R, T1388I, V2413I.
Essas substituicdes estdo distribuidas no genoma, com exce¢do da porgdo
correspondente as proteinas NS2A e NS5. Dessas trocas, quatro; T248I; E342K;
E403Q; T1388I sdo ndo conservativas, e as 2 substituigdes mais representativas, que
inclui mudanga de sentido de carga, ocorreram na proteina E. Estas sdo as mesmas
trocas que funcionam como os marcadores das amostras de RO E62K; E123Q (tomando
como base a contagem a partir da proteina E). As andlises realizadas por si s0, ja
chamam ateng¢do para essas duas substitui¢des, em especial por se encontrarem em uma
proteina estrutural de grande relevancia na intera¢ao patdgeno receptor.

Nos estudos anteriores, realizados no laboratério de virus Figueiredo et al, 2008,
Barcelos Figueiredo et al, 2008 cujo objetivo era a comparagdo entre o DENV-3 G1 L1
e o DENV-3, foram observadas cerca de 15 substitui¢des entre os genotipos na regiao
do envelope, o que dificultou anélises mais aprofundadas. No entanto, dentre a listagem
das trocas, atentamos para o relato da substituicdo S124P, e pela proximidade com a
troca 123 encontrada nesse estudo. Fibriansah et al, 2015, (Nature Comunications)
descreve a capacidade de neutralizagdao do anticorpo monoclonal Fab 5J7 (AcM) para o
DENV-3, cujo epitopo inclui um acido glutamico na posicdo 123 da proteina E. No
entanto, nessa mesma posicao, o DENV-2 apresenta residuos carregados positivamente
(Lisina), e o DENV-4 apresenta o mesmo sitio ocupado por uma glicina, perdendo a
habilidade de formar pontes salinas, e portanto, alteracdes relacionadas a perda da
interacdo com o Fab 5J7. Foi visualizado, através da crio-microscopia eletronica, que a
cadeia pesada de Fab 5J7 gerou um impedimento estérico para o reconhecimento de
carboidrato (N67) pelo receptor DC-SIGN, sugerindo que a ligagdo do anticorpo pode
impedir ou competir com o virus pela interagdo com o DC-SIGN receptor em células
dendriticas.

Outro estudo, divulgado recentemente (2018), Sarathy et al., compararam a
sequéncia de duas amostras de DENV-3 GII com diferentes letalidades em
camundongos AG129. Neste caso também, as substituicdoes H132Y, e S124P (com
menor intensidade) levaram a uma perda local de carga positiva nessa regido. Com
relacdo a substituicdo 62, ndo foram encontrados estudos que a mencionassem para o

DENV-3. A substituicdo 62 foi relatada como fator relacionado a neuroviruléncia para o



149

DENV-2 por Zhao et al (2003). E importante ressaltar que o residuo 62 ¢é
estruturalmente proximo do residuo glicosilado N67 (sitio de reconhecimento do

receptor DC-SIGN), e que a glicosilagdo nesse residuo ocorre apenas para os DENVs

(Sun et al, 2013).

6.3 Revisao de literatura e comparacio com os outros virus neurotropicos da
familia flaviviridae

Existem muitas semelhancas na patogénese entre os flavivirus. Devido a
homologia estrutural e similaridade entre as proteinas E na familia flaviviridae (como
pode ser visualizada na Figura 24), ¢ provavel que regides da proteina E possam exercer
funcdes similares, o que nos permite realizar essa analogia cruzada entre os DENVs e
também com outros flavivirus (McMinn, 1997;Kim et al 2017). Apesar de os
mecanismos ainda serem pouco compreendidos, sabe-se que a proteina E apresenta
papel crucial na infec¢do viral, uma vez que ¢ a proteina responsavel pela interagdo com
os receptores celulares (Velandia &Castellanos 2012).

Em uma andlise realizada por Wang et al, (2017) em publicagdo de alto impacto,
foi registrado com auxilio da crio-microscopia eletronica a interacdo de motivos na
proteina E do JEV com receptores de células de neuroblastoma. Dentre os motivos
visualizados, foi indicada a importincia da substituicdo E138K, resultando na perda da
neuroviruléncia em modelo animal.

Na Tabela 6, onde se encontram listados diversos estudos relacionados a
neuroviruléncia e os respectivos aa, ¢ possivel observar relatos de virus que apresentam
alteracoes de neutroviruléncia associadas a diversas alteracdes. Dentre estas, destacam-
se os relatos de escape a resposta neutralizante de AcM, perda da capacidade de
hemaglutinagdo, diferencas nos tamanhos de placas de lise, diferentes taxas de
multiplicagdo em células, resisténcia a ligacdo ao receptor (MRP) e, principalmente,
substitui¢des de aa com mudangas de cargas em sitios de interagdo com GAGs. GAGs
tem sido descritas como moléculas de interagdo inicial (moléculas de adesdo) na
infecgdo dos flavivirus em células hospedeiras. Sdo polissacarideos compostos por
repetidas unidades dissacaridicas anionicos e estao presentes nas superficies de células
eucarioticas e matriz extracelular. Estdo envolvidas em diversos processos biologicos,

dentro os quais, a migra¢do, adesdo celular e reparo de tecidos (Kim et al, 2017).
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A maior parte das substitui¢cdes descritas nesse levantamento foram relacionadas
a proteina E (86%) (Figura 20). Para o DENV, até o momento, o inico sorotipo em que
foi reconhecido um marcador especifico para neuroviruléncia ¢ o DENV-2, no aa
E390(Sanchez & Ruiz,1996). No entanto, como pode ser visualizado na Figura 21,
alguns sitios t€ém sido reportados diversas vezes dentro da familia flaviviridae, como as
trocas E123; E138; E270 e E390. Esse mapeamento também mostrou uma alta
freqliéncia de substitui¢des no dominio II da proteina E, alteragdes que ocorreram na
regido de folhas B da proteina (conformacdo de alta estabilidade) (Modis ef al, 2004).

Dentre os estudos levantados para comparagdo entre outros flavivirus, pode ser
destacado o de Tajima et al, 2009, no qual uma tnica mutacao na proteina E do JEV
(S123R) foi responsavel por um aumentona taxa de multiplicagdo em células de
neuroblastoma murino e viruléncia em camundongos. Alem desse, Mandl et al, 2001
dentre as substitui¢des analisadas, descreve uma troca idéntica aquela relatada em nosso
estudo, E122G, como alteracdo capaz de gerar atenuagdo da neurovirulencia do TBE em

camundongos ¢ a associa a um aumento da afinidade aos GAGs em células Vero.

6.4 Analises tridimensionais

Com o avanco da modelagem molecular e ampliagdo de sua aplicagdo em
diferentes ramos da ciéncia, tornou-se possivel a otimizagdo do tempo, recursos e
experimentacdo na predi¢do de possiveis comportamentos quimicos e biologicos em
organismos (Ramos, B; 2009). A determinagao da estrutura tridimensional da proteina E
do DENV em alta resolugdo, obtida por Klein et al, 2013 (PDB: 4GSX) permitiu a
utilizagdo desse modelo como molde para as andlises computacionais realizadas nesse
estudo. Foram construidos modelos comparativos baseados nas sequéncias dessa das
amostras DENV-3 MG-20 (neurovirulento) e da amostra DENV-3 PV _BR (ndo
neurovirulento). A amostra DENV-3 PV_BR apresentou nas analises filogenéticas, os
mesmos marcadores K62 e Q123 para a proteina E verificada nas outras sequéncias de
R.O (com 99,99% de identidade), ¢ foi ndo neurovirulenta para camundongos nas
nossas andlises in vivo, assim como os outros virus de RO. Trata-se, portanto, da
amostra ndo neurovirulenta utilizada nesse estudo. Apos a constru¢do dos modelos
tridimensionais (Figura 27), um dos resultados mais importantes foi a observa¢dao da

proximidade do residuo 62 com o residuo 123, o que nos permitiu gerar a hipotese de
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que ambos desempenhem fung¢des semelhantes nas interagdes quimicas e
reconhecimento patdégeno-hospedeiro. Foi feito alinhamento estrutural e observagao das
trocas dos aa E62K e EI123G para o DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV BR
respectivamente. Observa-se no primeiro caso, a substitui¢do do 4cido glutdmico,
residuo carregado negativamente, para um residuo de lisina, carregado positivamente,
enquanto que na posi¢do 123, ocorreu a substituicado de um 4cido glutdimico por uma
glutamina, esse ultimo com caracteristicas polares, mas ndo carregado. Como ja
discutido anteriormente, estas substituicdes podem gerar mudangas importantes nas
interagdes com os componentes biologicos do hospedeiro, como interagdo com
receptores ou na resposta neutralizante. A proteina E encontra-se distribuida na
superficie viral na forma de 90 unidades diméricas (ou 180 copias da proteina E) (Modis
et al, 2005). Portanto, cada alteracdo tem um impacto amplificado quando analisada a

biologia do virus.

No mapa de potencial eletrostatico (Figura 28), pode ser observado que as trocas
desses aa resultaram em uma significativa diferenga na distribui¢do do potencial
eletrostatico dessas moléculas, localizadas especialmente na regido central da unidade
dimérica (dominio lateral II). Essa regido tem sido descrita por varios autores como
regido de interagdo do DENV com as GAGs. Modis et al (2003 e 2005), apos
identificarem a estrutura cristalizada das proteinas E do DENV-2 e DENV-3,
observaram a existéncia de 3 regides carregadas positivamentes, que poderiam interagir
eletrostaticamente com GAGs sulfatados. Uma regido conservada entre os 4 sorotipos
de DENVs e outros flavvivirus, como JEV, WVN, MVEV e SLEV, localizada no
dominio I, compreendendo os aminoacidos R188, H282, K284, R286, K288, K291 ¢
K295 (tomando como referéncia as localizagdes do DENV-2). Uma segunda regiao
estaria localizada no dominio II na regido da interface do dimero da proteina E,
consistindo nos aas K58, K64, K89, K122, K123, e K128 de DENV-2. Uma terceira
regido, que seria composta pelos aas K305, K307, K310 no dominio III. Em uma
analise comparativa, foi observado que no dominio II o DENV-3 PV _BR e as outras
amostras de RO (E62K e E123G), se aproximam da configuragdo eletrostatica descritas
para o DENV-2. Roehrig et al, 2013, realizou mutagdes dirigidas na proteina E dominio
I do DENV-2 e verificou que alteragdes nesses sitios reduziam a afinidade aos GAGs e

bloqueavam a multiplicagao em células Vero.
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Para verificar a viabilidade das nossas hipdteses, utilizamos os modelos gerados
para as proteinas do envelope do DENV-3 PV_BR e DENV-3 MG-20 na predi¢cdo de

regides de interagdes com GAGs. Utilizando o servidor online http://cluspro.bu.edu/

identificamos quais as possiveis regides de interagdo para os diferentes virus, a analise
do docking frente as moléculas de HS, e o impacto das trocas nessa interagdo. A
primeira observacao € que, apesar da substituicdo no residuo 62 ter sido pouco
implicada em outros estudos relacionados a neuroatenuacdo, em nossas analises foi a de
maior impacto. Ocorreu uma brusca mudanga da carga dos aa, e no docking ¢ possivel
observar a interacdo de HS com ambos mondmeros da unidade dimérica da proteina E.
Como o residuo 62 se encontra na face central na unidade dimérica, essa mesma
substituicdo, em ambas as moléculas, estio muito proximas estruturalmente, o que
aumentou a densidade de cargas negativas no dominio II da proteina E e a interagdo
simultanea com os modelos das moléculas de HS. Devido ao aumento da densidade
dessas cargas em cada dimero, ¢ a substituicdo 123, foram verificadas varias poses na
interacdo com a molécula de HS nessa regido, o que nao foi verificado na amostra
DENV-3 MG-20. O que entendemos ¢ que estas substituigdes podem ter sido
suficientes para gerar um novo sitio de interacdo que até entdo ndo tinha sido observado
para o DENV-3. Para a amostra DENV-3 MG-20, foram identificadas possiveis
interacoes da heparina, alguns motivos no dominio III, e ainda assim, em um numero
reduzido de possiveis poses. Na regido central da unidade dimérica do DENV-3 MG-20,
foi encontrada uma alta densidade de cargas negativas, o que inclusive poderia gerar
ndo sé a perda de interacdo, como uma repulsdo na interagdo com moléculas carregadas
negativamente.

Assim, a dindmica de aproximag¢do viral e interagdo com maior ou menor
afinidade a receptores especificos poderiam estar sendo modulada pelas forgas de
atracdo e repulsdo em relagdo as moléculas do HS. Apoés interagdo diferenciada com
esses GAGs, o virus interage entdo, com receptores especificos capazes de endocitose.
Um impedimento estérico resultante da ligagdo com a heparina poderia estar gerando
uma competicdo e dificultando interacdes com receptores que reconhecam sitios
préoximos a esses sitios, dirigindo-os para outros tipos de interagdes ou receptores. Da
mesma maneira, a aproximagao das células induzida por essas interagdes eletrostaticas
poderiam aproximar o virus de determinados receptores. Tem sido descrito, inclusive,
que alguns possiveis receptores do DENV encontram-se associados a esses GAGs (Kim

et al., 2017). Embora HS sejam moléculas ubiquas, existem diferencas como a
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distribuicdo nas espécies, densidade em diferentes tecidos ou superficies de tipos de
células (Putnaket al., 1997).

Para validar nossas hipoteses in silico de que houve uma perda de sensibilidade
aos GAGs do glicocalix celular durante o processo de adsor¢do, foram realizados
ensaios de inibi¢do da ligacdo viral em desenhos experimentais de competicio com
heparina e de lise de GAGs celulares com heparan liases. A linhagem celular escolhida
para realizagdo desses experimentos, assim como a metodologia, foi baseada nos
estudos de Chen et al, (1997) e Roehrig et al., (2013). Estudos como o realizado por
Roehrig et al., (2013), mostraram que substituigdes nos aa da proteina E KK124/123EE
do DENV-2 estdo associadas a redugdo na interacdo com HS, reducdo da replicagao
viral nas células e no tamanho das placas de lise em Vero. Essa tltima observacao
também foi realizada em nosso estudo, no entanto para o DENV-3 (DENV-3 MG-20).
Por meio dos testes de competi¢do contra diferentes concentragdes de andlises de
heparina e heparinase, foi possivel observar que o virus com maior sensibilidade aos
GAGs sulfatados foi o DENV-3 PV_BR, validando nossas andlises estruturais. As
maiores redugdes foram observadas na faixa de 10 UI/mL a 100 UI/mL na concentragao
de heparina, o que corresponde de 50 pg/mL a 500 pg/mL. Essas sdo concentragdes
extremamente altas quando comparadas com os estudos relatados para outras DENV.
Hilgard & Stockert (2000), realizando testes para DENV-1 em células HuH-7, mostram
sensibilidade a heparina a partir de 0,1 UI/mL. Lin e colegas (2002) testaram os quatro
sorotipos de DENV em BHK-21, verificando que o DENV-2 era o mais sensivel a
heparina, embora a sensibilidade de DENV-1, 3 ¢ 4 sejam menos significativas. Nossos
dados comparados a esses estudos mostraram uma menor sensibilidade do DENV-3 aos
GAGs e uma resisténcia maior da amostra DENV-3 MG-20, amostra com perda do sitio

de ligacdo no dominio II do envelope.

6.5 Analises in vivo

Diferentes modelos animais tém sido estudados na tentativa de reproduzir os
aspectos da patogénse causada pelo DENV. Camundongos da linhagem Balb/c sao
modelos isogénicos, o que favorece a reprodutibilidade dos resultados; e
imunocompetentes, os aproximando das condi¢des do que ocorre na infecgdo do DENV

na populacao humana (Ferreira et al, 2010; Ribeiro de Souza, 2012). Estudos como o
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realizado por Salomao et al, 2018, mostram a capacidade de reproducdo de sintomas
neurologicos nessa linhagem de camundongos em inoculagao intravenosa. Os resultados
encontrados em nosso estudo, e os relatados em estudos prévios do nosso grupo
(Ferreira et al, 2010; Ribeiro de Souza, 2012) tem mostrado semelhancas com a
infeccdo do DENV em humanos, mostrando-se util para o estudo da patogénese da
doenca grave, em especial as manifestacdes neurologicas.

Apos inoculagdo via i.c. com 2x10?> PFU/mL em modelo animal, 100% dos
animais inoculados com o DENV-3 MG-20 foram a 6bito, no entanto nenhum o6bito foi
verificado para o grupo infectado com o DENV-3 PV_BR. Esses dados sdo compativeis
com os descritos por Ferreira et al 2010; Ribeiro de Souza, 2012; da Silva Santos, 2018,
para as analises in vivo com os DENV-3 GI L1 circulantes em Minas Gerais. Esses
resultados também sdo compativeis com o descrito em Nogueira 2009, no qual 10*
PFU/mL de 2 amostras de DENV-3 GI L1 (RO.01 ¢ RO.02), circulantes em Rondonia,
foram inoculadas via i.c em camundongos Balb/c, ndo levando ao desenvolvimento de
qualquer sinal de doenga nos camundongos.

Nesse estudo foram verificados sinais da infeccdo nos camundongos Balb/c
inoculados no DENV-3 MG-20 como perda de peso, piloerecdo, edema de face,
arqueamento do dorso, paralisia dos membros inferiores, e para dois camundongos, foi
verificada inflamacao ocular. De acordo com Salomao et al, 2018; sinais neurologicos
do DENV tém sido agrupados em trés sub-classificagdes; encefalopatia, complicagdes
neuromusculares e envolvimento neuro-oftalmolégico. Baseado nesses critérios foi
possivel observar esses trés sinais em nosso modelo com o DENV-3 MG-20. Existem
poucos relatos na literatura relacionando o DENV com complicagdes oculares (Gupta et
al, 2009; Yip et al, 2012), sendo um sinal clinico que tém sido amplamente relacionadas
as infecgdes por ZIKV e utilizado como um dos critérios na distingdo entre infecgdes
por DENV e ZIKV (Yan et al, 2018). No entanto, nosso grupo de pesquisa tem
enfatizado a deteccao cada vez mais frequente do DENV em LCR de pacientes, e
mostrado a relacdo de um genotipo viral do DENV associado a neuroviruléncia.

Uma vez que h4a a inoculagdo i.c do virus nos camundongos, com
comprometimento do SNC resultando em meningoencefalite e paralisia nos membros
inferiores (relacionados ao sistema nervoso periférico), mostra-se viavel a hipotese de
que a inflama¢do ocular observada nos camundongos seja resultante de uma
disseminagdo através do nervo o6tico, nervo que faz conexdo direta com SNC (Leblanc,

2012).
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Nas analises do hemograma, ndo foram detectados aumentos significativos nas
contagens de hemacias dos grupos infectados comparados ao controle, o que indica que
ndo ocorreu a hemoconcentracdo decorrente de aumento de permeabilidade vascular e
perda de plasma (WHO, 2009). No entanto, durante a manipulacdo dos animais, ao
pressionar as patas para verificacdo da anestesia, foi observado edema. Foi verificada
uma importante reducao na contagem de plaquetas dos camundongos inoculados com as
amostras de DENV-3, quando comparado com o grupo controle. Essa reducio foi,
inclusive, percebida através do aumento da perda sanguinea durante as incisdes pos
anestesia, eutanasia e cirurgia nos animais. A trombocitopenia ¢ um achado laboratorial
comum em pacientes com dengue, no entanto, quando os niveis estao inferiores a 100
mm?®/pL, é considerado um sinal de alarme para o desenvolvimento da dengue grave
(WHO, 2009). Os indices de referéncias para contagens de elementos sanguineos entre
humanos e camundongos sdo diferentes, e, portanto, ndo ¢ possivel uma correlagdo
direta nos indices, mas fica claro a reprodutibilidade da trombocitopenia.

A contagem de leucdcitos também apresentou valores significativamente
reduzidos para os grupos infectados com o DENV-3 em comparagdo com o grupo
controle. Na contagem diferencial, foi verificado que a leucopenia foi acompanhada de
uma linfopenia brusca, similar para os grupos infectados, ¢ uma monocitopenia mais
acentuada nos camundongos infectados com o DENV-3MG-20. Essa diferenga na
contagem de monocitos entre os grupos infectados pode ser em decorréncia de
diferengas na inflamacdo e infiltracdo de tecidos (Yong et al, 2017). A fase aguda da
dengue em humanos ¢ caracterizada por leucopenia, acompanhada de uma linfopenia e
neutrofilia (Chadwick et al, 2006; Potts & Rothman, 2008).

As analises de quantificacdo da carga viral por AACt comparativo ndo mostrou
diferencas de carga viral entre os camundongos infectados com o0 DENV-3 GI L1 no 8°
dpi. E possivel que uma diferenca de carga viral para o DENV-3 tenha ocorrido em dias
anteriores da infec¢do, como o verificado em Sarathy et al, 2018 para o DENV-3 em
camundongos AG129.

Apesar de ndo ter sido detectada diferenca de carga viral, em analises
histopatologicas do tecido cerebral dos camundongos no 8° dpi, foram observadas
importantes diferencas na infec¢do pelo DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV _BR. Foi
observado uma meningoencefalite difusa no grupo dos camundongos infectados com o
DENV-3 MG-20, com significativo infiltrado inflamatdrio de células mononucleares,

aumento da vascularizagdo e congestdo vascular. Analise semelhante feita por Ribeiro
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de Souza et al, 2012, em modelos murinos C57Bl/6, com 0 DENV-3 MG-20, mostraram
que além das caracteristicas mencionadas na histopatologia, houve a presenca de regides
de degeneragdo e vacuolizacdo no tecido cerebral, sugerindo morte celular por apoptose.

Salomdo et al, 2018, em andlises imunohistoquimicas e de microscopia
eletronica mostraram que o DENV-2 neurovirulento era capaz de gerar desorganizagao
tecidual, danos teciduais e alteragdes morfoldgicas em células da glia: micréoglia e
astrocitos, sugerindo indug¢do de apoptose. Ribeiro de Souza, 2012, comparando a
infeccdo do DENV-3 MG-20 em linhagens de camundongos imunocompetentes
(C57B1/6) e knockouts para oxido nitrico sintetase (NOS2”), mostrou a sobrevivéncia
de 100% dos camundogos (NOS27-). A expressdo de NOS em altas concentragdes tem

sido amplamente relacionada com efeito citotoxico celular e inducao de apoptose (Lin et

al., 2004).

6.6 Analises in vitro

Ap6s as andlises in silico e in vivo, foram realizados testes in vitro, em cultivo
celular, na tentativa de validar e reproduzir alguns eventos observados, em modelo mais
simplificado, diminuindo o envolvimento multifatorial dos modelos in vivo, e
favorecendo andlises mais aprofundadas sobre os eventos sinalizados a seguir.

Como primeira etapa, foram feitas analises in vitro com o objetivo de comparar
os ECPs das amostras DENV-3 MG-20 e DENV-3 PV_BR em cultivos celulares. Os
resultados obtidos mostraram-se compativeis com o que vem sendo descrito até o
momento, em especial para as andlises em células de glioblastoma humano.

Células U251, originarias de glioblastoma humano mostraram ECP diferente
entre as amostras virais, sendo que foram completamente destruidas as células
infectadas com DENV-3 MG-20 em diferentes MOIs. No entanto, mesmo apos 15 dias
de observagao, nenhum ECP foi verificado nas monocamadas infectadas com o DENV-
3 PV_BR. Esse achado pode estar indicando as células da glia como componete
importante na susceptibilidade a infec¢do e um possivel mecanismo patogénico para o
que ocorre nas infeccdes no SNC.

As analises de curva de multiplicagao em células U251, IFI, PCR e microscopia
eletronica de transmissdo mostram que ocorre a infec¢do por ambas as amostras, mas

somente nas células infectadas com DENV-3 MG-20 ocorre o ECP. Empregando IFI foi
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observado que nas células infectada com DENV-3 MG-20 ha a forma¢ao de multiplos
sincicios, diferente do observado na infeccdo com o DENV-3 PV _BR. A fusao celular
além de mostrar-se como um efeito citopatico da presenga viral, ¢ também considerada
uma forma de disseminacao viral (Flores, 2007). Uma explicacdo plausivel para esse
comportamento, seria que a o transito de novos virus entre uma célula infectada para
uma célula vizinha nao infectada resulte na fusdo da membrana plasmadtica entre as
células (Figuras 46 e 48) (Morens et al, 1991). Considerando uma multiplicagdo mais
eficiente do DENV-3 MG-20 em células U251 (Figura52), sugere-se que a formagao
dos sincicios observada possa estar relacionada a uma maior afinidade a receptores
presentes nessa linhagem celular, capazes de realizar a internalizagdo viral. Observa-se
nessa curva também, que a quantidade de virus presente dentro das células ¢ maior que
a encontrada no sobrenadante e a formagdo de sincicios podem estar contribuindo para
este resultado. Associado a esse fator, a presenga de sincicio pode estar relacionada a
um escape da resposta imune extracelular, o que nos remete a respostas citotoxicas,
incluindo a indugao de apoptose (Sun et al, 2013).

Despres et al., (1996) descreveram em seu estudo a analise de duas amostras de
DENV-1 com diferentes neurovirulencias em camundongos, ¢ demonstraram que a
apoptose pode ser resultante do acimulo de proteinas virais no reticulo endoplasmatico
das células neurais, causado stress celular e ativagao da via de sinalizagdo do calcio.
Nossas andlises por microscopia eletronica de transmissdo mostraram que a morfologia
da célula U251 encontra-se desorganizada, apresentando multiplos vactolos, indicando
o processo de apoptose para a infeccdo com a amostra de DENV-3 MG-20 (Figura 50).
Adicionalmente, pode ser verificado um intenso transito de proteinas virais presentes
em vesiculas e a hipertrofia dos reticulos endoplasmaticos. Ndo sabemos o exato
mecanismo de gatilho para a apoptose, podendo ser inclusive um mecanismo
multifatorial. Em um artigo mais recente, Lee et al, 2018, descreve como mecanismo de
gatilho para apopotose e aumento da patogenicidade na infeccdo do DENV em células
hepaticas, duas vias relacionadas a sinalizacdo de resposta a proteinas mal enoveladas
(UPR- unfolded protein response).

As analises de ECP e formacao de placas de lise também mostraram diferencas
entre os dois virus estudados. Foi observada a capacidade da amostra DENV-3 MG-20
em gerar fusdo também em células C6/36, enquanto que a amostra DENV PV_BR
mostrou uma caracteristica mais litica e de alteragdo da morfologia celular, inclusive

mostrando placas de lise em células C6/36 incubadas com agente espessante como
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CMC. Resultados semelhantes foram descritos para amostras de DENV-1 com
diferencas na neuroviruléncia e formacdo de sincicios em Despres et al, 1993. As
infecgdes nas células Vero ndo mostraram diferengas no ECP em microscopia 6tica. No
entanto foram verificadas diferencas nos tamanhos nas placas de lise em andlises com
células Vero e BHK-21, e ¢ possivel que essas diferencas sejam reflexo de diferentes
afinidades com diferentes receptores capazes de atuar na internalizagdo viral (Kazuya et
al, 2011; Cruz-Oliveira et al, 2015). Foram realizadas inoculagdes em diferentes MOIs
das amostras de DENV-3 GI L1 em células de neuroblastoma murino, linhagem Neuro
2A. No entanto, ndo foram observados efeitos citopaticos convincentes e gradativos a
MOI como para as células U251. Portanto, nosso estudo ndo se mostrou compativel
com o descrito em Despre's et al, 1996, observando apoptose celular em linhagens de
neuroblastoma na infeccdo com amostra neurovirulenta de DENV-1.No entanto,
analises mais aprofundadas mostram-se interessantes.

Para observar experimentalmente uma relagdo mais direta entre neuroviruléncia
e interagao com GAGs, foram feitas analises in vitro utilizando células U251 em meio
contendo 100 UI/mL de heparina (HS). Como ¢ possivel observar na Figura 55, na MOI
de 0,1, a observagdo de ECP na infec¢do pelo DENV-3 MG-20 foi completamente
anulada pela presenga do HS, mesmo ap6s 10 dias de observagdo. Analises de detecgao
viral por qPCR em células U251 infectadas com DENV-3 MG-20 ¢ DENV-3 PV_BR
(MOI 0,1) mostraram-se negativas tanto para sobrenadante como para o lisado celular,
realizados no 2 e 5 dpi.

Os GAGs como HS ou moléculas miméticas tem mostrado propriedades
antivirais relacionadas a inibicdo da adsor¢dao do DENV por meio da ligacdo com as
proteina E de DENV. De acordo com o descrito em Hidari et al, (2013), essa inibi¢ao
ocorre por competicao, gerando um impedimento estérico e inibi¢do da ligagdo viral aos
GAGs da célula hospedeira. Ichiyama et al,2013, através de estudos de modelagem
molecular, docking e andlises in vitro mostrou a capacidade de inibicao do curdilan
sulfate (CRDS), um farmaco mimético de GAGs e um potente inibidor da entrada do
HIV em células hospedeiras na inibi¢ao da infeccdo do DENV.

Como conclusdes desse estudo, foram mostradas que alteracdes em sitios
relacionados a HS, podem gerar diferencas nos tropismos celulares, € com isso, resultar
em diferencas na viruléncia. Amostras quase idénticas do DENV-3 G1 L1 sofreram
modificacdes nos aa 62 e 123 da proteina do E, o que provavelmente levou a uma

alteracdo tanto na neuroviruléncia em modelos in vivo (Camundongos BALB/C) ¢ in
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vitro (células de Glioblastoma humano), como na interagdo com moléculas de GAGs.
Dentre os mecanismos associados a essas alteragdes, sugere-se que a modificagdo de
sitios de interacdo com a GAGs pode modular a interagdo com receptores capazes de
internalizagdo do virus, seja por impedimento estérico, competindo com os receptores e
inibindo a ligagdo dos virus a receptores internalizadores, ou pela aproximagdo com
receptores associados ou proximos a esses GAGs. Essa hipotese foi analisada por
ensaios de adsor¢do com HS, mostrando o impacto da perda do sitio de interagdo com
GAGs na amostra DENV-3 MG-20. Estudos como o realizado por Prestwood et al.,
2008 sugerem ainda, uma relagdo entre sensibilidade aos GAG e diferengas na invasao
visceral. Quando a sensibilidades a GAGs apresentam-se reduzidas, pode ocorrer uma
varia¢do no tempo de meia vida do virus na corrente sanguinea, o que em nosso estudo,
poderia estar relacionado a uma maior e neuroinvasidade do DENV-3 MG-20.

Foram mostrados que ambos os virus foram capazes de infectar o cérebro dos
animais e as células U251, no entanto, somente a amostra DENV-3 MG-20 apresentou a
capacidade de neuroviruléncia. Essa capacidade de neuroviruléncia, quando analisada
por microscopia Otica e microscopia eletronica de transmissdo, parece estar associada a
uma maior concentragdo de proteinas virais de DENV-3 MG-20, gerando uma
hipertrofia e stress dos reticulos endoplasmaticos e ativagdao das vias de apoptose. Por
fim, foi mostrado que a utilizacdo de HS foi capaz de inibir a apoptose nas células U251
assim como a detec¢do do RNA viral intra e extracelular, e que estudos com moléculas
miméticas a GAGs, ja em uso para outros virus, tem se mostrado um perfil promissor

como antivirais para o DENV.
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7.0 CONCLUSOES

Somente 22 sequéncias parciais ou completas de DENV-3 G1 L1 foram identificadas no
NCBI dentre mais de 900 sequéncias completas (aa) de DENV-3, evidenciando pouco
estudo deste grupo.

Foram identificadas nas andlises de alinhamentos e reconstru¢do filogenética,
marcadores moleculares para as sequéncias de aa nas posi¢des 62 ¢ 123 da proteina E
que diferenciam amostras de Rondonia (RO) e Minas Gerais (MQG).

Analises in vivo em modelo murino identificaram diferencas na neuroviruléncia dos
isolados DENV-3 MG-20 (amostra de MG) x DENV-3 PV_BR (RO).

Foram identificadas diferengas nos parametros hematimétricos dos camundongos
comparados ao controle, e entre os grupos, os infectados com DENV-3-MG mostraram
menor contagem de neutrofilos.

A histopatologia revelou resposta imune exarcebada e com alto numero de infiltrado
mononuclear nos cérebros dos camundongos infectados com o DENV-3MG-20. Apesar
de nao haver significativa diferenca na carga viral no cérebro no 8° dpi.

O levantamento bibliografico mostrou que 86% dos relatos de neuroviruléncia estavam
relacionados a proteina E, e as substituicdes com trocas de cargas foram as mais
relevantes.

A construgdo de um banco de dados de sitios ¢ residuos relacionados a neuroviruléncia
possibilitou a andlise comparativa das amostras de DENV com outros flavivirus
neurotropicos.

A construgdo dos modelos tridimensionais da proteina E possibilitou andlises
estruturais, evidenciando a proximidade dos aa 62 e 123 como provaveis participantes
de um mesmo nicho de interagdes.

Os mapas de potencial eletrostatico das estruturas 3D do DENV-3 MG-20 e DENV-3
PV_BR revelaram alteragcdes importantes na superficie molecular da proteina E,
gerando potenciais diferengas na interagdo com GAGs sulfatados.

O docking com a molécula de heparan sulfato revelou a perda de uma regido de
interagdo das amostras de DENV-3 MG-20 comparadas com as amostras de DENV-3
PV_BR e, e afinidade reduzida para a amostra DENV-3 MG-20.

Para a validagdao do docking foram feitas analises de dose resposta para adsor¢ado viral
em competicdo com heparina e apds digestdio com GAG liases, sendo observadas
diferencgas de sensibilidade.

Estes estudos corroboram a relagdo entre sensibilidade a GAGs sulfatados e
neuroviruléncia conforme ja relatada para outros flavivirus.
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Andlises in vitro mostraram diferencas nos tropismos celulares em Vero, C6/36 ¢ U251
evidenciados por diferentes tamanhos de placas e efeitos citopaticos, como a destrui¢ao
da monocamada de células U251 pela amostra DENV-3 MG-20.

Ambas as amostras virais foram capazes de infectar as células de glioblastoma humano
(U251), verificadas através da curva de multiplicagao, PCR e IFI e MET.

As analises de IFI nas C6/36 e U251 mostraram diferencas importantes na morfologia e
efeito citopatico, como a capacidade acentuada da amostra DENV-3 MG-20 em gerar
sincicio nas células C6/36 e U251.

A infec¢do das amostras de DENV-3 em células U251 foi completamente inibida com a
adicdo de 100UI/mL de heparina ao sobrenadante, indicando a potencialidade das
propriedades quimicas dessa molécula no tratamento anti-DENV.
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9.0 ANEXOS

ANEXO 1- Protocolo CEUA
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ANEXO 2-Processo de identificacio de seqiiéncias de DENV-3 G1 L1 a partir de sequencias
disponiveis no GenBank.
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A. Arvore contendo acima de 900 seqiiéncias completas de aminoacidos para o DENV-3. Devido a
densidade de informagdes, e inviabilizacdo de analises posteriores, foi gerada uma arvore resumo
contendo as amostras protdtipos para cada gendtipo, com total de 96 sequéncias de DENV-3 (Figura 2).
Em vermelho, clado correspondente ao DENV-3 G1 L1, que foi amplificado na Figura B. Em
visualizagdo linear da arvore, encontra-se em evidéncia o clado contendo as seqiiéncias relativas ao

DENV-3 GIL1. Como pode ser visualizado, esse genotipo representa cerca del% das sequéncias de
DENV-3 submetidas em todo o mundo.
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ANEXO 3-Sequéncias consenso de cada genodtipo das sequéncias da proteina E de
cada gendtipo do DENV-3.
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ANEXO 4-Identidade entre as sequéncias AA da poliproteina do genotipo 1*.

MG-20/2004
gb|ABV54900.1| 99,209
BH-17/2003 99.485 99.209

gh|AIG60036.1| 99,071 99.071 99,002

gb|AFz40124.1| 98447 98516 98482 98,343

gh|ABV54903.1| 99.209 100,000~ 99.209  99.071 98,516

gh|AEV42062.1| 99588 99,588 99,554 99416 98,794 99,588

gb|ALS05358.1| 99554  99.554 99519 99362 98.898  99.554  99.829

sp|Q99D35.1| 99.382 99,554 99382  99.244 98759 99.554  99.691 99,726

gb|ALI16137.1| 99.244 99362 99.209  99.278 98,725  99.362  99.588  99.691  99.554

98.577 98343 98.098 98377 97.503 98343 98516 98.551 98447  98.447

98.577 98343 98.098 98377 97,503 98343 98516 98,551 98447 98447 100,000

98.377 98343 98.098 98377 97,503 98343 98516 98,551 98447 98447 100,000 100,000

98412 98377 98133 98412 97.538 98377 98551  98.586  98.482 98482 | 99.966  99.966 ~ 99.966

98.577 98343 98.098 98,377 97.503 98343 98516  98.551 98447 98447 99,931 99.931  99.931 99,966

98.273  98.238  97.994 98273 97.398  98.238 98412 98447 98343 98343 99.897  99.897 | 99.897 ~ 99.863 = 99.829

98308 98273 98,029 98308 97433 98.273 98447 98482 98377 98377 99863 99.863  99.863  99.829  99.794 99,760

98.273  98.238  97.994 98273 97.398  98.238 98412 98447 98343 98343 | 99.897  99.897 ~ 99.897 ~ 99.863 = 99.697  99.794 = 99,760

98.238 98203 97.959 98238 97.363  98.203 98377 98412 98308 98308 99794  99.794  99.794 99,760  99.794  99.691 99,691 99,760

98.029  97.994 97749 98,029  97.152  97.994 98168  98.203  96.096  98.096 | 99568  99.588 = 99.588 = 99.554  99.588 = 99485 = 99485 99554 = 99.726

98,133 98.098  97.854 98,133 97.257 96,096  98.273  98.306 98203  98.203  99.691 99.691  99.691  99.657  99.691  99.588  99.588  99.657  99.629  99.829

98,133 98,098 97.854 98203  97.257  98.098 98273 98,308  98.203 98203 . 99.691  99.691 . 99.691 = 99.657 = 99.691 = 99.588 = 99,588 = 99.657 = 99.829 = 99,760 = 99,863

98,168 98,133 97,889 98,168  97.292 98,133 98308 98343  98.238 98238 99.726  99.726 99,726 99.691  99.726  99.623  99.623  99.91  99.863 99,726 99,829 99,829

98.236  98.203  97.959  98.238  97.363  98.203 98377 98412 98308 98308 | 99.794  99.794 . 99.794  99.760 ~ 99.794 ~ 99.691 = 99.691 = 99.760 ~ 99.665 = 99.794 = 99.897 =~ 99.897 = 99.863

98.203 98,168 97.924 98203 97,328  98.168 98343 98377  98.273 98273 99726 99.726  99.726  99.691  99.726  99.623  99.623  99.691  99.794  99.726  99.829  99.629  99.794 99,931

98,168 98,133 97,889 98,168 97,292 98,133 98308 98343 98238  98.238 | 99,691 99.691  99.691  99.657  99.691  99.588  99.588  99.657  99.760  99.691  99.794  99.794  99.760  99.897  99.897

98.168 98,133 97.889 98,168  97.292 96133 98308 98343  96.238  98.238 99726 99.726  99.726  99.691  99.726  99.623  99.623  99.691  99.794 99726  99.629  99.629 99794  99.931  99.663 99,629
98412 98377 98033 98343 97,574 98377 98551 98,586 98482 98482 98933 98933 98933 98967 98933 . 98.829 98,794 98,829 = 98.759 98,551 = 98,655 = 98.655 = 98.690 = 98,759 = 98.725 = 98.690 98,690
98,133 98,098 97.854 98133 97.257 98,098 98273 98308 98203 98203  99.623  99.623  99.623  99.588  99.623 99,519 99,519  99.588  99.691  99.623  99.726 99726  99.691  99.829  99.760  99.794  99.760 98,621
98.203 98,168 97,924 98203 97,3286 98,168 98,343 98377 98273  98.273 99,691 99.691  99.691  99.657  99.691  99.588  99.588  99.657  99.760  99.691  99.794  99.794  99.760  99.897  99.629  99.663  99.629  98.655  99.931

*Em amarelo as amostras pertencentes a linhagem I e em azul 4 linhagem II. O quadro branco refere-se asidentidades entre as amostras da linhagem I versus linhagem II.
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ANEXO 5- Divergéncia das amostras de DENV-3 G1 L1*.

MG-20

BH-17/2003
BH-13/2003
BH-24/2003
BH-16/2003
gbACDE5884 1SP
gbACDBS8E5 1|PV
ghABV54903.1IR0.02
| gbABVE4900.1IR0.01
gbADKT072 1|
|gHAEV42062 1]
splQ99035.1/POLG_DEN3C
gAFZ40124 1|
gblAAA42963 1]
gblALS05358.1|
|gbiALI1613T 1]
gHAIGEN035 1]
dbjIBACTT233 1|
gblADITEET 1]
|gbADITBETE.1]

0,006

0,000 0.008

0,006 0,012 0,006

0,000 0.00& 0,000 0.006

0,009 0,015 0,009 0,015 0,009

0.012 0.018 0,012 0.018 0.012 0,003

0,009 0,015 0,009 0.015 0,009 0,000 0.003

0,005 0.015 0,009 0,015 0,009 0,000 0.003 0.000

0.003 0.009 0,003 0,009 0.003 0.012 0.015 0.012 0.012

0,000 0,006 0,000 0,006 0,000 0,009 0.012 0,005 0,009 0,003

0,012 0.018 0,012 0,018 0.012 0.015 0.018 0,015 0.095 0,015 0,012

0,009 0,015 0,009 0,015 0,009 0,012 0,015 0,012 0,012 0,012 0,009 0,003

0,009 0,015 0,009 0,015 0,009 0,012 0.015 0,012 0.012 0,012 0.009 0,009 0,006

0,006 0,012 0,006 0,012 0,006 0,009 0.012 0,009 0.009 0,009 0,006 0,006 0,003 0,009

0,018 0,024 0,018 0,024 0,018 0,021 0,024 0,021 0.021 0,021 0,018 0,012 0,015 0,021 0.012

0.021 0,027 0,021 0,027 0.021 0,030 0.033 0,030 0.030 0,024 0.021 0,027 0.024 0,030 0,021 0,027

0.012 0.018 0,012 0,018 0,012 0.015 0.018 0.015 0.015 0,015 0,012 0,012 0,009 0.009 0,012 0,018 0,027

0,015 0.021 0,015 0,021 0.015 0.018 0.021 0.018 0.018 0,018 0,015 0,009 0,006 0.012 0,009 0.021 0,030 0.015
0,012 0.018 0,012 0,018 0.012 0,015 0,018 0,015 0,015 0,015 0,012 0,006 0,003 0,009 0,006 0,018 0,027 0,012 0.003

*amostras dentro da linhagem 1 (GI) apresentam divergéncias no envelope que variam entre 0 e 3,3%
.Comparando as amostras de Minas Gerais com as amostras de Rondonia, observa-se uma divergéncia 1 a
2 % respectivamente,correspondendo a substituicdo em apenas 5 aminoacidos na proteina do envelope.
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ANEXO 6- Anilise do sinal filogenético para a reconstrucio da arvore filogenética para o
envelope*.

29.3%
Y- (]
~ o
RS =
2%
29.9% 0.9% 29.3%

*Essa analise mostra que apenas 9,2% das sequéncias ndo estdo resolvidas. Portanto, essas sequéncias
possuem sinal filogenético e podem ser usadas para reconstrugdo de arvore filogenética.
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11.0 PUBLICACOES

Dengue virus 3 genotype I shows natural changes in heparan sulfate binding sites

cell interactions and mice neurovirulence.

Andrade, A. S; Ferreira, R. S; Dias, J. ; Arias, N. E. C.;Reis, E. V.S.; Gil de Souza, F,
: Kroon, E. G.

Introduction

The Flavivirus genus of the Flavivirida e family is composed of arthropod borne
viruses, many of which are important human and veterinary pathogens. Dengue virus
(DENV) in the most prevalent pathogen of this family with 60 million symptomatic
infections annually, causing approximately 10,000 deaths per year (Stanaway et al.,
2016). Other important Flaviviridae members are Yellow fever virus (YFV), Zika virus
(ZIKV), Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV) and Tick-borne
encephalitis virus (TBE). The clinical spectrum of these diseases include fever,
arthralgia, rash, haemorrhagic fever and peculiar symptoms of each flavivirus infection,
such as the involvement of different organs, tissues and central nervous system (CNS)
impairment(Simmonds et al, 2017). DENV is notconsidered a neurotropic virus.
However, due the dramatically increasing of DENV incidence and spread, rare
symptoms such as CNS involvement have increased (WHO, 2018; Li et al., 2017).

The structural envelope protein (E) is described to have an important role in the
neurovirulence of members of Flaviviridae family (Velandia & Castellanos, 2012).
DENV E protein is assembled in the virus envelope as a homodimer and mediates viral
entry into cells by attachment and endocytic clathrin-dependent entry pathways. Despite
recent advances, little is known about the molecular initial event of flavivirus infection
to their target cells (Neufeldt et al., 2018). The first molecule identified as an adhesion
factor with DENV particles, in mammalian cells, was heparan sufate (HS) (Chen et al,
1997). HS are sulfated glycosaminoglycans (GAGs) with ubiquitous distribution and
represent a major GAGs component of the eukaryotes cells surface. These GAGs
contain a considerable number of sulfo and carboxyl groups charged negatively that can

interact with positively charged amino acids (aa) in proteins (Kim et al., 2017).



189

Modis and colleagues (2005), after solving DENV-2 and DENV-3 E
proteinmolecular structure, suggested the existence of three interaction clusters with HS,
based on the distribution ofamino acid (aa) positive charges.The E ectodomain has three
domains, namely EI, EII and EIIIl. The El, astranded central B-barrel, domain II, which
bears the fusion peptide at its tipand the EIII, a structure with a typical immunoglobulin-
like fold. However, the positions and the aa involved on these clusters varied between
DENV-2 and DENV-3. Cluster 1, located in domain EI, consists of Arg-188, His-280,
Lys-282, Arg-284, Lys-286, Lys-289, Lys-293, which are conserved positive residues
among all DENYV serotypes and members of the JEV serocomplex. Cluster 2, on domain
EIl, is less conserved among the DENV or JEV serocomplex viruses, and it includes the
residues Lys-58, Lys-64, Lys-128, and Lys-200 (and additionallyLys-89, Lys-122, Lys-
123 in DENV-2). The moderately variable cluster 3 are composed by Lys-305, Lys-307,
Lys-310, residues nearby the EIII lateral ridge.

A study performed by Hulst and colleagues (2000) showed that classical
swine fever virus interaction with HS is dependent of the virus strain, the target cell, and
the number of passages of the virus in cell culture.Viral samples with more positively
charged residues can also be selected after successive passages in cell culture(Roehrig et
al., 2013). Isolates with greater heparin binding capacity have been identified as a
common phenotype of laboratory virus strains and live-attenuated vaccines, as
described by Lee & Lobigs, 2008 for YFV 17-D vaccine. Other studies have also
described that phenotypes with different HS interactions are associated with different
diseases spectrum, such asthe development of neurological alterations (Mandl et al.,
2001; Prestwood et al., 2008).

Similar report has been done to natural isolates of easternequine encephalitis
virus, also an arbovirus, however from Togaviridae family. Mutations in motifs related
to HS interaction from different hosts with EIl domain showed differences of
neurovirulence in mice model (Gardner et al., 2013). In a similar way as in vitro
passages, mutations generating changes in the affinity to HS molecules can occur in
nature, during the infection of different hosts (Mandl et al, 2001).

In 2008, our research group demonstrated that circulation of DENV-3 genotype |
(GI) L1 or Genotype V in Minas Gerais (Brazil) was associated with severe cases of
dengue, including a fatal case with neurological manifestations DENV-3 MG-20(
Barcelos Figueiredo et al., 2008). In this period, two distinct genotypes of DENV-3,

GIL1 and GIII were circulating in the country, however, epidemiological data did not



190

indicate frequencies of severe cases similar to those observed for DENV-3 Gl
L1(Castro-Jorge et al., 2008). Subsequently, in 2010 and 2013, other studies were
carried out regarding the comparison between these two genotypes in murine models.
Ferreira and colleagues (2010), injected intracranially samples of DENV GI and DENV-
3 GIII in mice, verifying the development of neurological manifestations, including
paralysis and 100% death of the animals inoculated with the circulating DENV-3GI L1
(MG-20) isolates from Minas Gerais. However, in the DENV-3 GIII infected mice no
signals were identified. These results have raised questions about a possible intrinsic
neurovirulence associated with GI L1. In 2016, through phylogenetic analysis, we
observed the presence of specific mutations in E protein of circulating DENV-3 GI L1
samples fromRondonia (Brazil), located in the region of the Legal Amazon. We
characterized the neurovirulence of one of these isolates, DENV-3 PV_BR, in BALB/C
mice, and theinfection showed an attenuated profile, not causing neurological signs nor
death of the mice. Based on E aa substitutions Glu62Lys, Glul23GIn, found in
sequences from Rondonia viruses, the objective of this study was to compare two
DENV-3 G1 L1 samples from natural circulation, DENV-3 MG-20 and DENV-3

PV_BR, with divergent neurovirulent profiles.
MATERIALS AND METHODS
Viruses

DENV-3 MG-20 (GenBank Accession number EF625835.1) is an isolate from
the viruses collection of the Laboratorio de Virus, Universidade Federal de Minas
Gerais. This virus was isolated from a serum sample derived from a fatal case patient
with neurological manifestations, in 2004, Contagem, Minas Gerais State (MG), Brazil
(Figueiredo et al., 2008). The patient presented fever, myalgia and generalized seizures.
The DENV-3 PV_BR (ACD&85885.1) was isolated from a serum sample of a patient in
Porto Velho, Rondonia State, Braziland kindly provided by the group of Professor
TadeuFigueiredo from USP/ RibeiraoPreto.

Cell Lines

C6/36 (Aedes albopictus, larvae) cells were maintained in Leibovitz (L-15)

medium (Gibco,USA) supplemented with 5% fetal bovine serum-FBS (Cultilab,
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Brazil),20 pg/mL streptomycin (Sigma, EUA), 100 U/mL penicillin (Cultilab, Brazil), 2
ug/mL amphotericin (Sigma, EUA). These cells were incubated at 28°C and used for
virus replication.

BHK.-21 cells (endothelial cells form baby hamster kidney) were maintained in
minimal essential medium-MEM (Cultilab, Brazil) supplemented with 5% FBS and
antibiotics and incubated at 37°C with 5% COz. These cells were used for virus
titration.

Vero cells (kidney epithelial cells extracted from an African green monkey)
were maintained in MEM supplemented with 5% FBS and antibiotics in 5% CO2 at
37°C. These cells were used for heparin tests and plaque phenotype assays. All cells
were subjected to passagesevery 48 hours incubation.

U251 Cells (human glioblastoma cell Line) were maintained in Dulbecco's
Modified Eagle Medium-DMEM (Cultilab, Brazil) supplemented with 7% FBS and
antibiotics and incubated at 37°C with 5% COz. These cells were used to verify viral

infectivity to central nervous system cell lines.

Viral replication

The procedures for viral replication were described in Figueiredo et al., 2008.
Stocks of DENV-3 MG-20 (fifthcell passage) and DENV-3 - PV_BR (sixth cell
passage) were produced in C6/36 (Aedes albopictus) cells. These cells were inoculated
with MOI 0.01ofeach sample and incubated inLeibovitz (L-15) medium (Gibco, USA)
supplemented with 2% FBS and antibiotics. After cytopathic effect, culture supernatants
were clarified, titrated and stored at -80 ° C.Uninfected cells supernatantswere used as
negative controls.All reagents for C6/36 lines were endotoxin free, and cell cultures

routinely tested for mycoplasma contamination by Polymerase Chain Reaction (PCR).
Plaque assays and titration

Plaque assays for phenotype characterization were performed on Vero cells. 4 x
10° cells were distributed on 6-well plates, incubated for 24 h and adsorbed with
different concentrations of viruses for 1 h. Cells were incubated for 7 days at 37 © C and
with 5% CO 2, using 199 medium (Gibco, Brazil) added with carboximetilcelulose

(CMC, Synth, Brazil) at 1.0%. After 7 days, cell monolayers were fixed by the addition
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of 10% formalin for 4 h. Then, wells were washed, and virus plaques observed by
stainingwith violet crystal solution 1%.

For titration assays, 2,5 x 10° BHK-21 cells were distributed on 6-well plates,
incubated for 24 h, and inoculated with different concentration of viruses. Cells were
incubated with 0.5% CMC at 37 °© C and with 5% COaz. After 7 days, cells monolayers

were fixed as described and virus plaques counted to determine the titers (PFU/mL).

DENV binding after heparin lyases digestion

The methodology used was adaptedfrom Chen et al, 1997. Vero cells were
distributed on 6-well plates (2,5 x 10° cells per well) and grown to 100% confluence.
Cells were incubated for 30 min at 37°C, 5% CO2 with heparin lyases I/ III ( Sigma®) in
different concentrations of 5; 7.5; 10 and 20 mUI/mL (solubilized in *lyase buffer -
0,14 M NaCl; 3 mMKCI, 0.5 mM MgClz; 1mM CaClz, 0.1% Glucose and 0.5% bovine
albumin serum (BSA) in phosphate buffered saline (PBS) at pH 7.4).After cell heparin
digestion, viruses at 1x10°PFU/mL were inoculated into plates at 4°C/ 1 h. Cell
monolayers were washed three times with cold MEM. As negative control, aliquots
containing 1x10° viruses were inoculated into non lyase treated wells.Then, 500pL of
medium was added to each well and monolayers were frozen at -80 ° C and thawed
three timesto release the bounded virus. Cells and viruses were harvested, clarified and
titrated in BHK-21 cells. The assay was performed in sixtimes and the statistical

analyses performed through thesoftwareGraphPad Prism 6.

DENV heparin binding

The methodology was adapted from Chen et al, 1997. Cells were distributed in
6-well plates and grown to 100% confluence (2.5 x 10° cells per well). Plates were
previously cooled at 4°C, and all assays were performed at this temperature to avoid
viral internalization. Viruses at 1x10* PFU/mL were pre-incubated with heparin
(Hemofol®- 5.000 UI/mL, Cristalia) in 2 mL micro tubes at different concentrations ( 1,
10, 100, 500 U /mL) at 4° C for 30 min. Cell monolayers were washed with cold MEM,
and incubated for 1:30 min at 4°C with the pre-heparin treated viruses. As negative
control, aliquots containing 1x10° viruses without addition of heparin were inoculated
into the cells.

After the adsorptionperiod, unbound virus were removed by washing each well

with cold PBS added with 3% BSA and 1% FBS.Then, 500uL of medium was added to
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each well and monolayers were frozen at -80 ° C and thawed three timesto release the
bounded virus. Cells and viruses were harvested, clarified and titrated in BHK-21 cells.
The assay was performed five times and the statistical analyses performed through the

software GraphPad Prism 6.
DENV-3 MG-20 heparin interaction in U251 cells

Initially, U251 cells were infected with DENV-3 MG-20 and PV_BR at MOI 0.1
, incubated with antibiotic-added DMEM, 2% SFB, and 100 IU/mL heparin. As
negative controls, U251 monolayers infected and not infected incubated with medium
added 100 IU /mL heparin were used. Cultures were made in 6-well plates (250,000
cells) incubated at 37 °© C and 5% COz for 15 days. Results were recorded by optical

microscopy images.
Mice

BALB/C female mice at 6 and 8 weeks of age were maintained at the
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) -
Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). They
were housed in filter-top micro isolator cages, fed with commercial mouse feed and
water ad libitum. To the experiments we divided the animals into 3 groups of 6
individuals, being thecontrol group, DENV-3 PV_BR inoculated group and DENV-3
MG 20 inoculated group. Mice were anesthetized using a combination of 100mg/kg
(ketamine) and 8-16 mg/kg, xylazine solubilized in PBS. After complete analgesia,
micewere injected i.c. 10> PFU of DENV-3 PV_BR or DENV-3 MG-20 in 20 pL
volume. Mice belonging to the negative control group were inoculated with 20 uL of L-
15 (Gibco®, Brazil). All the animal experiments were in accordance with National
Committee of Ethical and Regulation in Animal Experimentation and approved by the
local ethic Committee (CEUA/ UFMG 60/2019). The animals were observed for death
and weight for 20 days. Log-rank and T-student statistical analyzes were performed,
respectively, using Graph PadPrism 6 software. Signs such as piloerection, facial

edema, dorsal arch, motility variations, lower limb paralysis were analyzed.
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Ribonucleotide extraction, reverse transcription and real time PCR

RNeasy Mini Kit to tissue,Qiagen® was used to extract viral RNA from mice
brain collected on the 8th day post infection (dpi).Extracted RNA was stored at -70° C
or immediately submitted to reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
using M-MLV RT (Promega Corporation, E.U.A.). The presence of thevirus was
identified by RT-PCR using specific primers for NS1 DENV-3 protein, described in
Alm et al, (2015). Semi quantification was performed with AACt method (Applied
Biosystems guide). Gene expression was normalized using B-actin expressed gene.
Results were plotted as arbitrary genomic copy units. All reactions were done in

triplicate.

Indirect 1gG Elisa

The indirect IgG Elisa used was adapted from a human commercial kit (Indirect
IgG Dengue Elisa, Panbio®) to mice, changing the secondary antibody to an anti-mouse
IgG (Sigma-Aldrich) at the dilution 1:200 in PBS. To evaluate the seroconversion of
mice after inoculation, indirect ELISA tests were performed in plasma or serum pools
of groups DENV-3 MG-20, DENV-3 PV_BR and negative control. Additionally, as an
external negative control, mice which did not undergo any inoculation procedure were
used. Incubations time and washing steps were done as described in the kit manual.

Positive samples showed optimal densities (O.D) 4 times higher than negative controls.

Histopathology

Forhistological studies, all mice groups were euthanized on the eighth day after
infection, and brain sections were immediately harvested and fixedin 10% buffered
formalin.Fixed tissues were paraffin embedded ,cut into 4 mm sections and stained with

hematoxylin and eosin (H&E).

Phylogenetic analyses

The E protein sequences were compared with sequences deposited in GenBank

using the BLASTP server on www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. After initial screening, 93

DENV-3 aa sequences (spanning 495 aa) were retrieved from GenBank to phylogenetic
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analyses, among which, 15 were identified as DENV-3 G1 L1. E protein sequences
were aligned using Clustal Omega program, available from

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) the European Bioinformatics Institute

online server. The substitution model that best fit the data was chosen Jones Taylor
Thornton (JTT)+I+G and then, it was used to estimate the evolutionary distance
between aa sequences. Phylogenetic trees were reconstructed based on Maximum
Likelihood method, with 1000 bootstrap replicates. The construction was carried out
through the ATGC bioinformatics platform available at http://www.atgc-montpellier.fr/,
using PhyML software (http://www.atgc-montpellier.fr/phymL/).The tree topology,

including branch size and bootstrap values, were viewed through the ATGC

bioinformatics server, available at http://www.atgc-montpellier.fr/presto/index.php?tree.

The aa substitutions between the clusters were analyzed by constructing consensus

sequences in the program BioEdit.

Comparative modeling of DENV-3 E protein

The E protein from DENV-3 MG-20 was used to search templates. The E
protein fasta sequences were submitted as a query for the Basic Local Alignment Search
Tool (BLASTP).Thescreening in the Protein Data Bank (PDB) was performed using
default parameters: (word size = 6, matrix blosum = 62, expected threshold = 10; gap
costs: existence = 11 and extension = 1, without filters ad masks). Based on sequence
identity,structure coverage, as measured by BLAST, and on crystal structure resolution
the template chosen was PDB ID: 4GSX(resolution = 1.9 A). Tridimensional protein
models were generated using MODELLER 9.17. The template and viruses sequences
were aligned by the MODELLER software using its scripts. The models built for the
DENV-3 MG-20 and DENV-3 PV_BR viruses and 4GSX template were evaluated with
QMEAN4 (z-score), ProSA z-score and Ramachandran Plots.

Refinements were analized using (http://www.yasara.org/minimizationserver.

htm). Models and templates were visualized using PyMOL. Electrostatic potential was
generated by the Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) package implemented on
PyMOL.
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Docking of heparan sulphate (HS) and E Protein

Possible interactions regions between HSand DENV-3 GI L1 E protein (MG-20
and PV_BR) were predicted through the ClusPro Server (Kozakov, D. et al, 2013;
Mottarella et al, 2014 (https://cluspro.org). The heparin model from ClusPro was

docked to the E models, for identification of probable heparin binding sites, using fully
automated algorithms for each E protein in the dimeric conformation.Twenty
interactionmodels with HSwere generated to DENV-3 PV_BR model, with varied
energy coefficients, and ten for the MG-20E protein model. One model with the lowest
scores (AG energy) was selected for further analysis. Complexes predicted by docking
were structurally aligned. Distances and angles betweenthe HSatomsligands susceptible
of interactions (hydrogen bonds and salt bridges) and E protein residues 62 and 123
were analyzed through PyMOL software.

Results

1.0 Phylogenetican alyses of DENV-3 GI L1 E protein

The Maximum-likelihood phylogenetic tree of DENV-3 GIL1complete protein
E gene was reconstructed using the 93 aa sequences of natural variants (Figure 1).
DENV-3 GI L1 circulation in Brazil is very rare, especially considering it is an endemic
country (supplementary Figure 1). We found 10 sequences related to DENV-3 GI L1 in
NCBI from Brazil. Among them, 6 were from Minas Gerais state, 3 from Rondonia
state and 1 from Pard state (supplementary Figure 2). Viruses from Rondonia state
(Brazil) are separated into a specific clade on genotype I L1 (or GV) and present E
protein molecular markers. Substitutions at 62 and 123 sites distinguishthese sequences
from all other DENV GILI (supplementary Figure 3).These viruses from Rondonia are
more distant from the prototype sample of this lineage, H87 (ALS05358.1) from
Philippines (1956). When inoculated in mice, during the studies of Nogueira and
colleagues, 2009, DENV-3 RO.01 and RO.02 these viruses did not lead to the
development of neurological signs nor to the death of mice. Although the sequences are
the same for protein E DENV-3 PV_BR, until this study, neurovirulence capacity was

not known.
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In the tree, we also included viruses sequences obtained from patients with
severe dengue with neurological symptoms caused by DENV-3 GI L2. E protein
divergence of DENV-3 GI L1 viruses show variation between 0 and 3.3%. Comparing
the viruses from Minas Gerais state with those from Rondonia state, a divergence of 1

to 2% is observed (supplementary Figure 4).

2.0 DENV-3 G1 L1 present differences of neurovirulence in mice

DENV-3 GI L1 viruses were inoculated in Balb/c mice to evaluate their
neurovirulence. The first signsobserved in DENV-3 MG-20infected mice group were
piloerection, reduced motility and weight loss at 7" or 8"dpi. The weight curve
obtained is illustrate in Figure2A, with significant difference between groups at 8"dpi
(t-test p< 0.05).At the 8th dpiisolation and dorsal arching were observed. Posteriorly,
severe weight loss, lower limb paralysis and death occurred in100% of theDENV-3
MG-20 infected mice. Survival curve and statistical analysescan be verified in the
Figure2B as60%mice infected with DENV-3MG-20 die on 9"dpiwith severe weight
loss and lower limb paralysis. On10%dpi, 100% of mice go todeath. Analysis with
statistical test log-rank (mantel-cox) showed significance of P< 0.01. Two of the 6
animals had conjunctivitis in one eye. None of these signals were observed in DENV-
3BR PV infected mice. However, for both groups leukopenia with marked
lymphopenia and thrombocytopenia wereo bserved (supplementary Figure 5).The
control group, inoculated with L15 medium, did not show any alteration on these

parameters.

Then, we asked if this difference in neurovirulence was related to the viral load.
To analyze viral load in mice brain semi-quantitative PCR was performed. The AACt
method (Applied Biosystems guide) was applied to perform this comparison. DENV-3
RNA was detected in the brain of the Balb / ¢ mice infected groups. However,
amplification of samples occurred in late Ct and, even after normalization with the
murine -actin gene, no statistically significant differences were found between the two
groups (Figure 2C). Through the standard curve (data not shown), it is estimated that
the viral load present in mouse brain hemispheres on the 8"dpi ranges from 0.1 to 1.3

PFU / mg.

To check the health of mice brain tissue and meninges at the 8™ dpi

histopathological brain sections were analyzed (Figure 3).The presence of large



198

inflammatory infiltrate in the brain matrix and meninges is evidentin brain of mice
infected with DENV-3MG-20, including the visualization of Virchow Robin spaces.
Increased vascularization and congestion are also observed, characterizing generalized
inflammation. No changes were observed for DENV-3 PV _BR infected mice group,

presenting histopathological profile similar to the control.

3.0 Molecular level comparisons between neurovirulent and non-neurovirulent
viruses

3.1 Protein sequence analysis

Having observed the difference in neurovirulence between viruses strains, we
investigated the molecular basis for such difference. Comparison of protein sequences
for the whole genome of the viruses provided initial insights in this direction. Protein
sequence analysis shows that the positions 248 (prM), 342, 403 (E), 902 (NSI), 1388
(NS2B), 1661 (NS3) and 2413 (NS4A and B) are conserved in viruses associated with
neurovirulence ( MG-20; BH-17 and DENV-3 GI PF-1990 ), while the residues in
these positions differ from the ones found in the other two non-neurovirulentviruses
(RO.01 and RO.02) (Figure 4). DENV-3 PV-BR was sequenced only for the E protein
region, but, it is almost identical to both non-neurovirulent sequences from Rondonia
state, except for the substitution P330H (E). DENV-3 GI PF-1990 (AAW66473.1) is a
virus described in Roche, C ef al., 2007, from a patient presenting primary dengue and
neurological symptoms.It is noted that most substitutions are synonymous. However, at
positions 342 and 403 (E), 1061 (NS1), 1388 (NS2B), 1661 (NS3) we observed non-
synonymous changes. Here, we decidedto focus the analyses in E protein due to its
importance in interaction with receptors and host immune response. Additionally,
specific residues of the E protein were previously reported as interaction motifs with
heparin molecules and associated with neurovirulence for the most diverse Flaviviridae

viruses, including DENV.

3.2 Tridimensional structure prediction

To better understand how the residue differences among the E proteins from

virulent and non-virulent strains might impact their interaction with other molecules, we
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modeled their tertiary structure. Three-dimensional models were therefore built for the
E proteins from DENV-3MG-20 and DENV-3 BR_PV, through comparative modeling.
Validation analyzes of these models are found in the supplementary Tablel and
supplementary Figure 6, and indicate their high-quality. We found five differences
between the DENV-3 MG-20 and DENV-3 BR PV viruses. Two are located in
anchorage regions (Asn470His andVal489Ala), thus hardly participating in interactions
with the host andanother is located in the loop of domain I, and it is a conservative
change (Vall71Ala). Despite that, we have decided to focus on the Glu62Lys and
Glu123Gln substitutions because these are the only common residues which were found
modified in all DENV-3 genotype I E protein from Rondonia viruses.These two DENV-
3 PV-BR substitutions led to a change from negatively charged residues to positively

chargedor polar neutral residues, respectively.

In Figure 5 A and B,we observe that residues Glu62Lys and Glul123GlIn are very
close spatially, on the outer face of the E protein, and possibly participating in the same
niche of molecular interactions. These substitutions result in significant changes in
charges. At the 62 site, there was a change from a negatively charged residue of
glutamic acid to a positively charged lysine residue while at position 123 the
substitution of a glutamic acid to the neutral polar glutamine, in DENV-3 PV_BR. On
the electrostatic potential map is possible to observe the specific effects of aa
substitutions on DENV-3 Eprotein dimer (Figure 5C and D).Comparison between the
two structures indicates differences in electrostatic potential in E protein, on the external
surface at the base of domain II, region where substitutions 62 and 123 occurred. The
structure of DENV-3 PV_BR shows a positively charged surface in the central region of
the E protein dimer region. On the other hand, the DENV-3 MG-20 has a negatively
charged central region. This kind of change might have strong implications in the case
of electrostatic interactions with molecules such as heparin / HS, which have a high
concentration of negative charges. Therefore, we employed molecular docking to

investigate how binding to HS would be affected by these substitutions.

4.0 Docking: heparan sulphate (HS) interaction with DENV-3 G1L1 E Protein.

4.1 Prediction of the binding modes of HS to E protein

The presence of negative charges could reduce affinity or even lead to the loss

of electrostatic interactions with these GAG-s. To investigate this, possible interaction



200

regions and binding modes between the E models and HSwere predicted using
molecular docking, performed through the online server ClusPro (Figure 6 A, B). For
the non-neurovirulentvirus (DENV-3 PV_BR) E protein model, 20 possible heparin
binding conformations were generated. As can be seen in Figure 6 C, the interactions
are concentrated at the base of domain EII, central region of the protein dimer. It is also
possible to observe a larger region on the surface of the E protein of possible binding
with HS.

For the neurovirulent DENV-3 MG-20E model (Figure 6D), 10 possible
binding modes with HS were generated, with a completely different pattern as
compared to the non-neurovirulent virus model. In DENV-3 MG-20 Emodel, there is a
concentration of the GAG molecules in E III domain, in much more limited areas of
interaction. It is inferred from these results that the presence of negative charges may be
related to a drastic decrease in the interaction with HSand may have implications for the

interaction with the host cell.

Detailed analysis of our docking results to DENV-3 PV_BRsuggests that
interaction with each GAG molecule can occur simultaneously with two monomers in
the E protein dimer at residues 62 and 123 (Figure7A). In one the favorable binding
modes predicted (Figure 7B), the Lys62 from one monomer interacts with HS through a
hydrogen bond to a hydroxyl group (distance = 1.9 A, angle= 150.5°) and two ionic
interactions with sulfate groups (distances between N and O = 2.7 and 2.9 A). In the
other monomer, Lys62 forms ionic interactions to a carbonyl and a sulfate from HS
(distances 2.6 and 2.7 A, respectively), while GIn123 hydrogen bonds to a sulfate
(distance = 2.1 A, angle= 143.8°). When we analysed the interactions for the DENV-3
MG-20 model, we observed not only the loss of these interactions, but also steric
hindrance and repulsion in these regions for negatively charged molecules. These
factors may be related to the targeting of interactions with specific receptors, and thus

modulate viral tropism for different receptors.

5.0 Comparative DENV-3 G1 L1 ( PV_BR and MG-20) analysis in vitro

5.1 Phenotypic analysis in Vero cells

Plaque size differences, despite multifactorial causes, may be related to

differences in interaction with HS. When we compared the infected monolayers DENV-
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3 PV_BR have shown larger plaques than DENV-3 MG-20. This kind of behavior,
despite multifactorial, may have a component related to the interaction with GAGs

(Figure8 A).

5.2 Heparin and heparanlyase Sensitivity Analyses

These assays are based on the sensitivity of virus binding to GAGs. Heparin is a
GAG analogous to HS, being constantly used in sensitivity analysis trials to sulfated
GAGs. The virus with higher sensitivity suffers greater interference and reduction in
virus adsorption.As can be verified on heparin competition assay (Figure8B), both
viruses present a reduction in their titers in the presence of this GAGs. However, at the
concentration of 100 U / mL, we observed a higher titer reductionof DENV-3 BR_PV.
The greatest reductions were observed in the range of 10 U/mL to 100 U/ mL.
Statistical significance for the comparative reduction between DENV-3 PV _BR and
DENV-3 MG-20 was observed from 100 IU / mL, showing P value <0.01. On heparan
lyase assay (Figure 8C), we observe that GAGs digestion led to a reduction in the initial
number of plates, especially to the DENV-3 PV_BR, and the titer reduction starts at 5.0
mlIU / mL showing significant reduction at 7.5 mIU / mL and stabilizing from 10 mIU /
mL. Significant reduction for DENV-3 MG is only seen at a concentration of 20 mIU /
mL. We can observe a significant difference between DENV-3 MG-20 and DENV-3
PV_BR curves from 7.5 mIU / mL.

5.2 The impact of heparin in U251- Human glioblastoma cell infected with DENV-
3MG-20

DENV-3 MG-20 shows evident cytopathic effect (lysis) in U251 infected cells,
which was not observed in DENV-3 PV_BRinfected cells. Based on this data, a third
experiment was performed. This time, U251 cells were inoculated with both samples at
MOI of 0,1 in the presence of 100 IU /mL heparin diluted in the culture medium. After
10 dpi,it was not possible to observe in optical microscopy a cytopathic effect on the
U251 monolayer with DENV-3 MG-20, and the positive control without
heparinmonolayer was completely destroyed. RT-PCR to 2 and 4dpi for cells inoculated
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with both samples were negative. Heparin dissolved in the culture medium appears to

have protected cells, as shown in Figure 8D.

Discussion

This work describes two samples of DENV-3 G1 L1 or GV with high identity
and different cell interactions, viral distribution and virulence in animal model disease.
Based on comparative analyzes between neurovirulent and non-neurovirulent DENV-3
Gl samples sequences, in silico analyzes and analogy with other
neurovirulentsflaviviruses, we focus this study on E protein analysis. The E protein is
the main component in the interaction with cell receptors, an important determining
factor in cells tropism (Neufeldt et al., 2018).

Through phylogenetic analysis, we showed DENV-3 GI L1 circulates in Brazil,
with specific alterations in the region of E protein, which differentiates the sequences of
Minas Gerais and Rondonia. Changes in E protein aa 62 and 123 separates the samples
from Rondodnia into a specific clade on DENV-3 GI L1. These differences in genome
can be explained by differences in virus circulation in each region. Minas Gerais state is
the second most populous state in Brazil with 21.1 million inhabitants, while Rondonia
is a state with low demographic density, located in the Legal Amazon region (IBGE,
2016). This fact implies that the viral circulation in Ronddnia may be associated to a
greater diversity of vectors and hosts, compared to Minas Gerais, where it would be
more associated with an urban cycle. This hypothesis is supported by the fact that
Thoisy et al., 2007 have found DENV-1 GI L1 samples in rodents and marsupials in
French Guiana, also in the Legal Amazon region. The infection reports of this virus in
the Brazil are scarce, which does not allow us a comparison in terms of frequency in the
severe cases in both regions. What we know is that the viruses from Minas Gerais state
were related to severe dengue, including the development of neurological symptoms (
Barcelos Figueiredo et al., 2008). When characterized in mice, these viruses were
highly neurovirulent, resulting in paralysis and death of mice ( Ferreira et al., 2010;
Ribeiro de Souza, 2013).

On the other hand, our results, as well as those found by Nogueira and colleagues(2009)

show different patterns for Rondonia viruses, which do not lead to the development of



203

neurological signs and death in mice. Neurological disorders were evidenced in the
histopathological analysis, with meningoencephalitis in the mice. However, we did not
observe differences in viral load in the critical phase 8 dpi.

There seems to be a correlation between viral genotype and differences observed
in symptoms developed by patients. Punctual changes have been described as
responsible for important changes in viral virulence. When we compare
neurovirulentviruses in mice (Minas Gerais state viruses) with Rondonia viruses, we
observed that similar residue changes have been previously reported in the association
of flaviviruses. The aa 123 and nearby sites have been described as motifs related to
neurovirulence in flavivirusbyTajima et al, 2009, Holzmann et al, 1997, Schlesinger et
al, 1996. However, to the best of our knowledge, only one study (Wei et al, 2002)
related the aa 62 to DENV-2 neurovirulence.

The HS interaction of the cell surfaces and matrix extracellular has been
relatedtoseveral viral species. Affinity of the viral surface for HS may play an important
role to tissue tropism, virus spread or latent an infection establishment. Overall, an
interaction with HS appears to be of low affinity and electrostatic interaction, serving to
connect the virus to the cell surface, facilitating interaction with other highly efficient
receptors inducing endocytosis (Hilgard & Stockert,2000.; Kim et al., 2017, (Men et al.,
2009). The substitutions Glu62Lys and Glul23GIn of the DENV-3 MG-20 to the
DENV-3 PV _BR respectively led to a drastic change in the electronic density
distribution as shown in Figure 5C and D. Through the electrostatic potential map, it is
possible to observe a likely gain of sensitivity to heparin for sample DENV-3PV_BR.
Frequently this increase in affinity, by interaction with positive charges in E protein is
related to attenuation of viruses (Men et al., 2009, Mandl et al., 2001 and Lee and
Lobigs, 2008,Gardner et al., 2013).

When we analyzed the possible interactions of DENV-3 MG-20 to the DENV-3
PV_BR models with HS, it was observed that besides the prediction of decreased
affinity in the former, the regions of the possible electrostatic interactions completely
changed. The impact of changes in aa 123 on interactions with sulfated GAGs was
described by Mandl et al, 2001 for tick-borne encephalitis virus; MODIS et al, 2003 and
Roehrig et al., 2013, for DENV-2. We did not find previous studies reporting aa 62 as
of E proteinas site of heparin interaction, but our study suggests that this aa can perform
several interactions with HS. However, due its proximity toaa 123in the structural

model, we believe this is related to what Roehrig et al., 2013 identifies as HS-binding
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motif cluster 2, but in this case related to DENV-3. It is possible that the interaction of
the viral E proteins with the receptor molecules is modulated by the region in which
they interact with the HS molecules, and by the way the viral approach occurs. This
hypothesis is based on evidence that some specific cellular receptors are associated with
these GAGs(Kim et al., 2017).

In addition, the presence of electrostatic repulsion and steric hindrance in the
interaction of the MG-20 model with the heparin molecules observed through docking,
could hinder binding with receptors that interact in domain EIIL. It is important to
emphasizethat each viral particleis constitutedby 90 dimers of the E protein, which
increases the impact of the interactions analyzed (Modis et al 2003 and 2005).Thus, this
dynamic of viral approximation and interaction with higher or lower affinity to specific
receptors could be modulated by the forces of attraction and repulsion towards the
molecules of HS. Although HS are ubiquitous molecules, there are differences such as
species distribution, density in different tissues or cell types surfaces (Putnaket al.,
1997). All these parameters could be resulting in different cells tropisms and
consequently differences in virulence and a possiblemechanism for differing prodromal
disease in humans.DENV-3 MG-20 when infecting human glioblastoma (U251 cells),
caused the complete destruction of the cells in 6 days, evidencing a pathogenic ability in
cells from the human nervous system. However, when inoculated in medium with
heparin, celldestruction was inhibited at MOI 0,1, showing a more direct relationship
between GAGs interaction and cytopathic effectin neural cells.

The differences of plaque sizes in Vero cells also reflect differences in viral
tropism to these cells. The size of the plaques presents multifactorial components,
which can range from a greater affinity with cellular receptors to a greater replication
efficiency, and evasion of cytophatic responses. Some studies have shown that changes
in negative charges at aa 122, 123 (Roehrig et al., 2013), 124 and 126 (Prestwood et al.,
2008) are associated with HS and show aviral replication reductionin Vero and BHK-21
cells, respectively. Due to these previous reports, we believe it is possible that the lower
of affinity to HS for DENV-3 MG-20, may be presented as one of the components of
the phenotypic alteration and plaque reduction. Through the competition tests against
different concentrations of heparin and heparinase analyses, it was possible to observe
that the viruswith greater sensitivity to sulfated GAGs was the DENV-3 PV_BR, thus
validating our structural analyses. The greatest reductions were observed in the range of

10 U/ mL to 100 U / mL heparin concentration, which corresponds 50 pg/mLto 500
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ng/mL. These are extremely high concentrations when compared to the studies reported
for otherDENV. Hilgard&Stockert (2000) performing tests for DENV-1 on HuH-7 cells
show heparin sensitivity starting from 0.1U/mL.Linand colleagues, (2002)tested the
four DENV serotypes on BHK-21, verifying that DENV-2 was the most sensible to
heparin, whilethe sensitivity of DENV-1, 3 and 4 was less significant. Our data
compared to these studies showed a lower sensitivity of DENV-3 to sulfated GAGs.

Other possible relationbetween heparinaffinity and neurovirulence, is that a
greater affinity for sulphatedGAGs, which are present in the extracellular matrix and
cell surface, reduce the presence of the virus in bloodstreammore rapidly. The reduction
of viral half-life in serum maylead to reduction of innate immune and interferon
responses to virus infection, and these responses, when in high intensity, have been
related to severe cases (Prestwood et al, 2008; Paulino et al., 2013). Additionally, the
increase in viral half-life in the bloodstream associated with exacerbated immune
response may lead to a facilitation of virus dispersion to different organs, leading to
severe cases, whichincludes CNS involvement.

The similarity between DENV-3 MG-20 and DENV-3 PV_BR, despite been
natural samples, is very high, with few changes in their complete genome, what help in
understanding which possible sites could be associated with differences in virulence.
Our results show differences between sensitivity to heparinand also inneurovirulence
behavior, reinforcingthe idea that both events could be associated and that substitutions
of aa 62 and 123could be involved. The comparative characterization of both viruseshas
the potential to elucidate mechanisms involved in the pathogenesis of DENV and to
contribute to the understanding of the interactions between viruses and hosts. A better
understanding of virus biology and its interaction with the host may indicate ways to

avoid or control the damages caused by neuroinfections with DENV.
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Figure 1. DENV-3 E protein phylogenetic tree. The 93 E gene aa sequences identified
in Genbank were used in this tree. The Maximum-likelihood tree has the midpoint
rooted just for clarity purposes and lengths of the horizontal branches are drawn in scale
based on the number of substitutions. Bootstrap support values (1.000 replicates) to the
left of nodes. As a model of analysis for amino acid substitution were used the statistical
methods Jones Taylor Thornton (JTT) + I + G. Blue dots indicated the sequences
fromRondonia, showing specific substitutions in residues 62 and 123 on the L1. Red
dots indicated sequences of virusesfrom patients who developed neurological symptoms
in Minas Gerais-Brazil, Indonesia, and French Polynesia. Each virus is represented by

its code in Genbank, country of origin and sequencing year.
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Figure 2. DENV-3 G1 L1 present differences of neurovirulence in mice. Six mice
for each group were inoculated with 10 PFU of DENV-3 PV_BV or DENV-3 MG-20

intracranially. As negative control, mice were inoculated with L-15 medium. A- BALB
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/ C mice and were daily weighed during 15 days. Weight curve is represented in
percentage. T-student statistical analysis was performed and significant statistic loss
begin at 8"dpi. B- Survival curve in percentage with statistical analyses test log-rank
(mantel-cox) (P< 0.01). Mice death begin at 9"dpi.C- Distribution graph for arbitrary
copy number of DENV-3 cDNAs found in brain tissue. Arbitrary DENV-3 copy
numbers found using AACtmethod, to compare DENV-3 PV_BR and DENV-3 MG-20

viral loads in mice brain. The concentrations of macerated brain were normalizated with

-actin murine constitutive gene.

Figure 3- Histopathology of BALB / C mice brain inoculated with DENV-3 G1 L1
MG-20 and PV_BR. Brains from the three groups were collected on the 8th dpi and
processed for histopathological analysis. A- Negative control group (100X). Healthy
meninges and uniform cerebral parenchyma, without signs of tissue injury. The long
arrows ( — ) indicate the meninges. B- Mice inoculated with DENV-3 PV_BR

inoculated group (100X). Meninges and brain parenchymas are healthy, do not
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indicating lesions indicative of meningoencephalitis. C- Mice inoculated with DENV-3
MG-20 (100X). The dashed arrows ( ---p» ) indicate the presence of congested blood
vessels and as we can see, there is a significant increase in vascularization. The presence
of large amount of cellular infiltrates in meninges and perivascular space is observed.D-
Mice inoculated with DENV-3 MG-20 (100X). Presence of congested blood vessels and

cell infiltrates indicated by dotted arrows in brain parenchyma (= «++*y»
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Figure 4. Comparison between complete aa polyprotein sequence from
neurovirulent G1 (MG-20, D3GI / PF-1990, BH-17) and non-neurovirulent (RO.01
and RO.02).*The blue graph shows the complete polyprotein of DENV-3. The
numbering represents the beginning and the end corresponding to viral proteins post
cleavage. The numbering of the substitutions are shown in relation of polypeptide (top
line) and also in relation to the corresponding sequence for each virus protein (last line).
In pink, corresponding changes found to neurovirulent samples, and in yellow, the non-
neurovirulent samples. The "*" stand out as common substitutions in relation to the 2

groups analyzed.
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() DENW3 PV_BR

0 DENV3 MG-20

Figure 5. Predicted structures for DENV-3 GI L1 E protein and electrostatic
potential variation in the surface of E protein of DENV-3 G1 L1 at physiological
pH. A-monomer of E protein on "surface"representation., highlighting in red the E62K,
E123Qsubstitutions .B- Structural alignment of the DENV-3 MG-20 (cyan blue) E
protein sequencesrepresenting the mice neurovirulent viruses and DENV-3 BR PV
(yellow) representing the mice non-neurovirulent viruses. In "zoom", we highlight
substitutions E62K, E123Q of the DENV-3 MG-20 and PV_BR respectively. C and D-
Regionsin red represent concentration of negatively charged electrostatic potential and
positive blue. Comparison between the two viruses showing differences in regions
where substitutions 62 and 123 are presented. Map generated in the Pymol software

supplemented to the plugin APBS.
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Figure 6.Three-dimensional prediction of possible binding sites between of E
protein to heparan sulphate (HS) model from DENV-3 MG-20 and DENV-

3PV_BR.The prediction was done through the online server http://cluspro.bu.edu/. A -

Dengue Virus, PDB: 1K4R. Complete viral particle in cartoon representation. In yellow
E protein dimeric unitis represented. B-Interaction model of HS (PDB: 3IRL) with
DENV-3. Heparin / heparan molecules are undefined in size. They consist in repeated
portions of hexoamines and uronic acid, are very malleable and can bind to envelope
molecules in different poses. For docking only a small portion of the GAGs molecule
was used. On the rise, three-dimensional model of “Heparin ligand” used for ClusPro's
dock construction. C.DENV-3 PV_BR with conformations concentrated in D II B.

DENV-3MG-20 with conformations concentrated in D II1.
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Figure 7. Binding model of DENV E protein dimer with a fraction of HS. A-

Subtitution of aa 62 and 123 in the red and hydrated staining of HSwith carbon atoms in
green. B- E protein dimer analysis of the DENV-3 MG-20 model (cyan blue) and
DENV-3 PV _BR, in yellow. The models are aligned showing interactions caused by
substitutions 62 and 123. Hydrogen bridging interactions and the respective distances

are shown in the figure. Docking analysis performed on PyMOL software.
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Figure 8. Comparative DENV-3 G1 L1 (PV_BR and MG-20) analysis in vitro. A.

Plaque phenotype analysis for DENV-3 GI L1 in Vero cells. Cells were infected at
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MOI 0.01 and incubated at 37 © C with 1% CMC plaques for 7 days. The cells were

fixed with formalin and stained with violet cristal.

B. DENV-3 PV BR and DENV-3 MG-20 comparative sensibility to
Heparin/Heparan Sulfate.Inhibition curve by competition of the DENV-3 GILI
against heparin was constructed. The graph of virus titer % and heparin concentration
was performed on the basis of the titration values obtained for the serial dilutions of this
GAG. C.Reduction of DENV-3 G1 L1 adsorption in Vero cells after GAG lyase
digestion. Reduction of virus titer in %and concentration of heparinases I and III graph
was performed based on titration values by plaque assays. Correlation analyzes between
curves were performed using T-test, indicated by * p <0.05 and ** p< 0.01. Graphing
and statistical analysis were performed using GraphPad Prism 6 and Excel
software.Graph and statistical analyzes were performed using the GraphPad Prism 6
program. D. Heparin inhibits replication of DENV-3MG_20 in U251 infected cells.
Cell were infected with MOI 0,1 ( 10* PFU) and observed 10 dpi in in optical
microscopy (100X magnification). D1.cell control ; D2-cell control with heparin (100
Ul/mL) D3- DENV-3 MG-20 infected.D4- DENV-3 MG20 infected in presence of

heparin at 100 IU / mL
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evolution Designation Country
COMPLETE GENOME

1 DENV 3MG-20 Fatal - 2004 Brazil MG
2 DENV3 BH-17 Grave/HDF - 2003 Brazil MG
3 £1|157418347|gb|ABV54900.1| Dengue virus 3 DF BR DEN3 RO1-02 2002 Brazil-RO
4 £1]157418353|gb|ABV54903.1| Dengue_virus 3 DF BR DEN3 RO2-02 2002 Brazil-RO
5 £1|359366993|gb|AEV42062.1| Dengue virus 3 DENV3/BR/D3LIMHO/2006 2006 Brazil- MG
6 £1|81966966|sp|Q99D35.1[POLG DEN3C China/80-2/1980 1980 China

7 £21/428625092|gb|AFZ40124.1| Dengue virus 3 DENV-3/USA/633798/1963 1963 USA®*
8 21|961377532|gb|ALS05358.1| Dengue virus 3 8/3/2016 He&7 1956 Filipmes
9 21937349152 |gb|ALI16137.1| Dengue virus 3 DENV-3/KBPV-VR-30 South Coreia
10 21|667668757|gb|AIG60036.1| Dengue virus 3 VIROAF7 1964 Filipmes

C-prM
11 £1/148821104/gb|ABR13855.1| BH-16 Severe/HDV BH-16 2003 Brazil MG
12 £1/148821102/gb|ABR13854.1| BH-19 DF BH-19 2003 Brazil MG
13 £1/148821094/gb|ABR13850.1| BH-24 DF BH-24 2003 Brazil MG
14 £1/301602330/gb|ADK79072.1 Dengue virus 3 D3BRO1PA/P20-23 2003 Brazil MG
15 gi]323657|gb|AAA42963 1| Dengue virus 3 - - -
ENVELOPE

16 £1/156887989|gb[EF625832.1| Dengue virus 3 Severe/HDF BH-27 2003 Brazil-MG

17 £1/189303934|gb]ACD85884.1| Dengue virus 3 Ribeirdo Preto/2003 2003 Filipines

18 £1/189303936/gb]ACD85885.1| Dengue virus 3 DF D3BR-PV 2003 Brazil- RO

19 £1/301602330|gblADK79072.1| Dengue virus 3 D3BRO1PA/P20-23 2003 Brazil-PA

20 gi323657|2b|AAA42963.1| Dengue virus 3 - - -

21 ¢i[31339362/dbjBAC77233.1| Dengue virus 3 Severe/HDF D3-73NIID _ *Japdo

) (imported case)
2 g1|29l_3362850|gb|AD1788?6.1| envelope 09/GZ/1483 2009 Chi
protem
23 g1|29$362854|gb |ADI78878.1| envelope 09/GZ/10806 2009 China
protein
NS1
24 2i[323657|gb|AAA42963 1| Dengue_virus_3 - - -

Supplementary figure 1. Epidemiological data of DENV-3 GIL1 found

in

NCBI.Information was collected on NCBI sequence page and the information wasnot

available, by searching the bibliographic reference. The DENV-3 MG-20 and DENV-3

BH-17 envelope sequences were not deposited in the NCBI database. (-) No data. * Re-

sequencing of prototype sample H-87. ** Imported case. DF — dengue fever HDF —

hemorraghic dengue fever
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Supplementary Figure 2. Multiple alignment between DENV-3 G1 L1 envelope protein
(E) sequences. Sequences for DENV-3 virus samples from the Rondonia-BR region are
marked in blue. Among the substitutions, changes in positions 62 and 123, conserved
region in the lineage, were marked in green, serving as specific markers for the samples

of this region. Position 171 is presented as non-conserved motif in the protein.
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Supplementary Figure 3. Brazilian territory map showing partial or complete
sequences of DENV-3 G1 Lldistribution related to the different
demographicdensities. The isolations locations of 10 complete or partial DENV-3-
GI1LI sequences found in the Brazil and identified in the NCBI database are flagged.
The DENV-3 MG-20 sample is identified in red, isolated from serum in fatal cases with
neurological symptoms.

Adapted figure. Source: https: //journals.openedition.org/confins/2083.
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Figure 4.DENV-3 G1 L1 envelope sequences divergence. DENV-3

lineage 1 (GI) envelope sequences show differences ranging from 0 to 3.3%. Minas

Geraissamplescompared with the Rondonia samples, presents divergence from 1 to 2%

respectively.
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Supplementary Figure 5 Partial blood count of mice infected with DENV-3MG-20 and

BR_PV. After counting the cells and platelets, the data were distributed in the

respective groups ( DENV-3 MG-20 infected, DENV-3 BR_PV,control), with 6 animals

per group, to build column charts. Statistical analyzes of standard deviation and t-test

for statistical significance were performed using GraphPad Prism 6. * statistical

significance versus control, statistical significance between viral groups. The reference

values were based on those described in Santos et al., 2016 and compared to those

found in the samples obtained from control mice inoculated with medium. As statistical

methods, multiple-t-test model, with correction for multiple comparison by the Holm-

Sidak method. Statistical significance was considered for p <0.05.
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Supplementary Figure 6. Ramachandran analysis plots. A. DENV-3-PV_BR model
Ramachandran analysis. 97.2% (388/399) of all residues were in favored regions
(98%). 99.7% (398/399) of all residues were in the permitted regions (> 99.8%). There
wasone 36 HYS outlier. B. DENV-3-MG-20 model Ramachandran analysis. 98.0%
(391/399) of all residues were in favored regions (98%). 100.0% (399/399) of all
residues were in the permitted regions (> 99.8%). There were no outliers.C. 4GSX PDB
model. 96.9% (378/390) of all residues were in favored regions (98%). 99.7%
(389/390) of all residues were in permitted regions (> 99.8%).There was one 36 LYS
outlier (-53.0, 99.5) Lovell, Davis, et al. Proteins 50:437 (2003)

(http://kinemage.biochem.duke.edu).

E protei % of residues in each region of the ProSA-web
Iﬁf;ﬁg Ramachandran plot QMEAN4 (z-score) o sc;‘:: &
° Favored Allowed Outlier
Model MG-20 98.0 100.0 0 -1.12 (1< z-score<2) -8.74
Model PV _BR 97.2 99.7 0.3 -1.20 (1< z-score<2) -8.56
PDB 4GSX 96.9 99.7 0.3 -0.17 (z-score<l1) -8.32

Supplementary Table 1. Summary table of the quality evaluation for the DENV-3

models and model PDB:4GSX.
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