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IFN-y -/-, infectados, via I.C., com 4 x 10° p.f.u., em 20uL, do Dengue virus 3 — 375(MG) | ... 100
Tabela 11. Determinacao dos titulos (p.f.u./mL) do virus dos érgéos e soros de camundongos
C57BIl/6 e TNFr p55 -/- infectados, via I.C., com 4 x 102 p.f.u., em 20uL, do Dengue virus 3 —
BTB(MG) |+ oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 109
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LISTA DE ABREVIATURAS

a.a — aminoacidos

ADE - exacerbacao da resposta imune humoral
AFM - Microscopia de Forga Atdmica

ALT - alanina aminotransferase

ANOVA - andlise de variancia

AST - aspartato aminotransferase

B.O.D.- demanda biolégica de oxigénio

CD - células dendriticas

CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular médio
COOH - grupamento carboxila

cm - centimetro

C.M.C. - carboximetilcelulose

CMV - citomegalovirus

dsRNA - acido ribonucléico fita dupla

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DMEM - Meio minimo de Eagle modificado por Dulbecco
DENV- Dengue virus

ECP - efeito citopatico

EDTA - 4cido etilenodiaminotetracético

EMCYV - virus da encefalomiocardite murina
FD - Febre do dengue

FHD- Febre hemorragica do dengue

FCS - fluido cerebroespinhal

HCM — hemoglobina corpuscular médio

HIV - virus da imunodeficiéncia adquirida

HSV — virus Herpes simplex humano

[.C.- intracerebral

ICTV - Comité internacional para taxonomia de virus
IL - Interleucina

[.P.- intraperitonal

[.V.- intravenoso

IEN - Interferon
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INOS — 6xido nitrico sintetase indutivel

IP-10 - proteina induzida por interferon gama-10(CXCL-10)
kb - quilobases

kDa - quilodaltons

L-15 - meio Leibowitz-15

LPS - Lipopolissacarideos

LRR - repeti¢des ricas leucina

LTA — Acido lipotecéico

NGC — Dengue virus 2 protétipo “New Guinea C”
NO — oxido nitrico

NOD - Dominio de oligomeriacao de nucleotideos
NK — células matadoras naturais

MCPL1 — proteina quimioatraente de mondcito 1
MD-2 - Proteina sem regido transmembrana necessaria para o reconhecimento
de PAMPs via TLR-4.

M.O.l. - Multiplicidade de infec¢éo

MH - manifestacbes hemorragicas

MV - virus do sarampo

mL - mililitro

mM - milimolar

mm? - milimetro cubico

min - minutos

MRNA - &cido ribonucléico mensageiro

ug - micrograma

uL - microlitro

n.t - nucleotideos

nm - nanémetros

NH> - grupamento amina

NK — células “natural killer”

NS - proteina ndo-estrutural

OREF - janela aberta de leitura

pb - pares de bases do DNA

p.i. - pos-infeccao

pm - picbmetros
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PAMP - padrdo molecular associado ao patdogeno
PBMC - células mononucleares do sangue periférico
PBS - solucéo salina fosfatada

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PE - ficoeritrina

PEG - polietilenoglicol

PFU - unidade formadora de placa

PRR - receptor de reconhecimento padrao

RNA - &cido ribonucléico

r.p.m. - rotagdes por minuto

RpRD — RNA polimerase dependente de RNA
RANTES - Proteina secretada, expressa em linfocitos T normais e regulada
apos ativacao

RSV - virus respiratoério sincicial

ssRNA - acido ribonucléico fita simples

SCID - imunodeficiéncia severa combinada

SCD - Sindrome do choque do dengue

SFB - soro fetal bovino

SNC - sistema nervoso central

TCIDso — dose infectante para destruir 50% da cultura de tecido
Th - Referente ao tipo de resposta imune

TES - Tris EDTA Sddio

TLR — receptores tipo “Toll”

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

UTR - regido nao traduzida

VCM- volume corpuscular médio

WBC - células brancas totais

°C - graus Celsius

% - porcentagem
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Resumo

O Dengue virus (DENV) é um membro do género Flavivirus, familia
Flaviviridade, que compreende virus envelopados e RNA senso positivo. A
dengue é a doenca viral transmitida por mosquitos de maior prevaléncia em
humanos. E causada por um ou mais dos quatro sorotipos virais (DENV-1 a
DENV-4). DENV causa um espectro de doencas em humanos, a infeccdo
ocorre desde uma manifestacdo assintomatica a uma febre subita (FD), até
uma febre hemorragica (FHD) ou, ainda, o envolvimento mais frequente do
SNC. Inicialmente, com DENV purificado foi visualizado por AFM o RNA viral
extruido em conformacdes linear e circular e determinado o didmetro (55nm) da
particula. Varios modelos murino tém sido descrito para infeccdo com o DENV,
contudo nenhum recria um quadro de doenca similar a ocorrida em humanos.
Para avaliar a viruléncia de amostras isoladas de pacientes com FD e FHD,
inoculamos com dose de 4 x102 p.f.u. pelas vias i.p., iv., id., s.c., e i.c.,
camundongos C57B/6 de 2 a 8 semanas com DENV-1 e DENV-3. Foram
observados sinais clinicos, mortalidade, leucopenia e titulo viral em
camundongos inoculados, via i.c., com o0s DENV-3 25(MG) e 375(MG)
genatipos | comparado aos controles, ao passo que, 0s animais com os DENV-
1 e o DENV-3 64(Pl) gendtipo Ill ndo apresentaram sinais clinicos e
mortalidade. Neste trabalho foram inoculados, via i.c., com DENV-3 375(MG) |
camundongos deficientes para IFN-y, TNFrp55 e INOS genes da resposta
imune inata e foi detectado no cérebro e/ou soro o titulo viral, alteracdes
sanguineas (leucopenia), histopatolégicas (meingoencefalite) e niveis
aumentados de citocinas que caracterizam um processo inflamatorio. Foi feito
um comparativo entre os DENV-3 64(PI) Ill e DENV-3 375(MG) | e os animais
inoculados com este ultimo virus apresentaram um quadro clinico que
demonstra um comprometimento difuso e agudo do SNC mostrando
diferencas, j4 descritas, em comparacdo com animais DENV-3 64(PI) I,

inclusive com alteracdes gendmicas.
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I - INTRODUCAO
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1.1 - Dengue virus

1.1.1 — O virus

O Dengue virus (DENV) é o agente etiologico da infeccdo viral
transmitida por mosquitos mais prevalente em humanos (Deen et al., 2006).
O virus pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus de acordo com

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) 2005.

O género Flavivirus € composto por mais de 70 virus, muitos dos quais
causadores de doencas humanas, incluindo Dengue virus, Japanese
encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV), Yellow fever virus (YFV) e
outros com carater mais endémico ou regional como: Tick-borne encephalitis
virus (TBEV), St. Louis encephalitis virus (SLEV) e Murray Valley
encephalitis virus (MVEV). Os membros deste género podem ser
subdivididos em sorocomplexos de acordo com grupos antigénicos ou
agrupados em espécies através de critérios baseados na sorologia classica
e na filogenia molecular (revisado por Mukhopadhyay et al., 2005;
Lindenbach et al., 2007).

Os Flavivirus sdo transmitidos por artrépodes e os sintomas da infeccao
podem variar desde uma febre branda, uma encefalite fatal até uma febre
hemorragica (Burke & Monath, 2001 revisado por Mukhopadhyay et al.,
2005).

O DENV compreende quatro sorotipos: DENV 1, 2, 3 e 4. Estes virus séo
epidemiologicamente similares, contudo sdo genética e antigenicamente
distintos. A infeccdo com um dos sorotipos confere imunidade prolongada
contra uma reinfeccdo homologa, porém uma curta protecdo contra um virus
heterdlogo (Wang et al., 2000).
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1.1.1.1 — Particula viral, genoma e proteinas virais

Os virus do género Flavivirus sdo pequenos e esféricos com tamanho
em torno de 50nm, relativamente, sem espiculas — macio - no virus maduro
(Kuhn et al., 2002) e apresentam simetria icosaédrica. Particulas imaturas de
DENV-2 e YFV sdo em torno de 60nm maiores que particulas maduras
(Zhang et al., 2003). A estrutura destes virus é composta pelo genoma,
envolvido por proteinas do cerne eletrondenso de 30nm e por um envelope
de natureza lipidica. Os virus sdo compostos de 6% de RNA, 66% de
proteinas, 9% de carboidratos e 17% de lipidios. Microscopia crioeletronica e
a reconstrucdo de imagens mostram com detalhes, informacdes sobre a
estrutura dos flavivirus e do DENV (Zhang et al., 2003; Lindenbach & Rice,
2001;Lindenbach et al., 2007) (figura 1).

Proteina E

Proteina €

Fita positiva de RNA

www.3dem.ucsd.edu

Figura 1. Morfologia e representacao da estrutura da particula do Dengue virus. (A) -
Dengue virus visualizado por microscopia crioeletronica através da reconstrucéo de imagens da
particula (Purdue University). (B) - Representacao esquematica do DENV, indicando a localizagdo
das proteinas estruturais e genoma viral (Rice, 1996).

O genoma do virus é formado de RNA fita simples, polaridade positiva
e com 10,8 kb possui uma uUnica janela aberta de leitura (ORF). O RNA
gendmico codifica uma poliproteina que é processada co - e pos-
traducionalmente por proteases virais e da célula hospedeira, com 3400
aminoacidos (aa), codificando para dez proteinas: trés proteinas estruturais -
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capsideo, membrana (M a qual € expressa como prM, precusora de M) e

envelope (E) — constituintes da particula viral. Sete proteinas ndo-estruturais

(NS) que sado essenciais para replicacdo do virus. O genoma que codifica

esta unica ORF é flanqueado por duas regides nao traduzidas (5’ e 3'UTR).

(Chambers et al., 1990;Lindenbach & Rice, 2001 revisado por Mackenzie et

al., 2004; Lindenbach et al., 2007).

A ordem das proteinas codificadas na janela aberta de leitura € 5 (NH,) -

C — prM (M) — E — NS1 - NS2a — NS2b — NS3 — NS4a — NS4b

3 (COOH) (figura 2). A regido nao-traduzida 5’UTR (N-terminal) € formada por,

aproximadamente, 100 nucleotideos (nt) e apresenta um cap (m’G5ppp5'A)

tipo |, enquanto que a regidao 3’'UTR (C-terminal) é formada por 400-700 nt e

ndo possui a cauda de poliadenina, caracteristica que define a familia

Flaviviridae. As trés proteinas estruturais virais que se encontram nha regiao

amino-terminal da ORF, na extremidade 5°, do genoma viral; sdo: C, proteina

do nucleocapsideo ou do cerne com 11 kDa; M, proteina de membrana-

associada ao envelope através de ancoras hidrofébicas inseridas na camada

bilipidica de 8 kDa e a proteina de envelope E, de 53 kDa (Lindenbach & Rice,

2001; Lindenbach et al., 2007).

5-NTR

ORF

— NS5 -

3-NTR

» ‘,;;_j}, (+) single strand RNA (~ 11 kb)

structural

non-structural

2B

4A

4B

Figura 2: Representacdo da organizagdo genémica do Dengue virus.. Genoma desenhado

a partir da Unica ORF para sintese da poliproteina, originando as dez proteinas componentes

da particula viral (Molecular Virology University Heildeberg).

A proteina C que envolve o genoma viral, forma um complexo,

originando o nucleocapsideo viral. A proteina € de 120 aminoacidos (aa) e

possui as regides hidrofébicas e hidrofilicas de aa conservados
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apresentando carater basico. A por¢cdo central da proteina interage com
membrana celular e desempenha um papel na montagem do virus
(Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005).

7

A proteina prM, 26 kDa, é uma precursora glicosilada da proteina
estrutural M (8 kDa). A prM de 165 aa é clivada para formar a proteina M de
~ 75 aa e o segmento “pr’ N-terminal. Esta clivagem esta relacionada com a
maturacdo ou liberacdo do virus, pois prM e M sdo, principalmente,
encontradas nos virus intracelulares e extracelulares, respectivamente. O
segmento N-terminal de prM €, predominantemente, hidrofilico e contém de
1 a 3 sitios de glicosilacéo e 6 residuos de cisteina conservados que formam
as pontes dissulfeto. A proteina M localiza-se na porcao C-terminal de prM, e
esta presente nos virus. Contém um dominio extracelular formado de 41 aa,
seguido por dois dominios transmembrana. Esta proteina parece funcionar
como uma chaperonina na montagem e conformacdo da proteina E
(Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005; Clyde et al., 2006).

A proteina E é a principal proteina de superficie viral com 495 aa, além
de conter sitios de ligacdo ao receptor celular e peptidios de fusdo a
membrana celular. E uma proteina de membrana tipo | que contém dominios
transmembrana na por¢cdo C-terminal da proteina. Estes dominios servem
para ancorar a proteina na membrana e como uma sequéncia sinal para
translocacdo de NS1. Esta proteina parece desempenhar papéis importantes
em Vvarias etapas do ciclo de multiplicagdo, incluindo montagem,
hemaglutinagdo de eritrocitos, sendo o alvo principal de anticorpos
neutralizantes. Esta glicoproteina é também o principal alvo da imunidade
humoral e contém trés dominios (I, Il e Ill) com funcdes de dimerizacao,
peptideos de fusdo e atividade de ligacdo ao receptor da célula hospedeira.
A glicosilagdo difere de acordo com o sorotipo e célula onde o virus foi
multiplicado. Esta proteina € o principal alvo da iminidade humoral(
Lindenbach & Rice, 2001; Clyde et al., 2006; Lindenbach et al., 2007).
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As proteinas ndo-estruturais NS1 - NS2a — NS2b — NS3 — NS4a -
NS4b — NS5 estdo codificadas em 75% da ORF (figura 2). Entre as regides
altamente conservadas de NS1, NS3 e NS5, sdo encontradas regides
hidrofébicas menos conservadas que d&do origem a quatro proteinas nao
estruturais NS2a — NS2b — NS4a — NS4b (Lindenbach & Rice, 2001).

A proteina nao-estrutural 1 (NS1), com ~ 46 kDa, € uma glicoproteina
gue pode ser encontrada no meio intracelular, associada a membrana da
célula ou no meio extracelular. E uma proteina secretada em células de
mamiferos, e ndo em células de mosquito, e parece estar envolvida em
processos de replicacdo do RNA. NS1 é translocada para dentro do limen
do reticulo endoplasmatico, por uma sequéncia hidrofébica, codificada pela
regido C-terminal da proteina E (Lindenbach & Rice, 2001). Esta proteina
também tem papel na viruléncia, tornando o virus menos infectivo (menor
producdo) quando ocorrem mutacfes de sitios na regido N-terminal do
genoma. Infec¢des naturais com os virus do género Flavivirus induzem a
formacao de anticorpos anti-NS1 com atividade de fixacdo de complemento,
e as formas secretadas desta proteina tém sido denominadas antigenos
soluveis de fixacdo do complemento (Jacobs et al., 2000; Lindenbach &
Rice, 2001; Lindenbach et al., 2007).

As proteinas NS2A e NS2B séo relativamente pequenas com 22KDa e
14kDa, respectivamente, sdo proteinas hidrofébicas com fun¢Bes na
replicagdo. A proteina NS2A esta envolvida na montagem da particula, e
NS2B forma um complexo estdvel com NS3 e esta age como um co-fator
para NS2B (Lindenbach & Rice, 2001; Lindenbach et al., 2007).

A proteina NS3, a segunda maior proteina viral, com ~ 70 kDa é
altamente conservada entre os virus do género Flavivirus. Esta proteina tem
varias funcdes como a de protease, helicase e RNA trifosfatase que estéo
relacionadas ao processamento da poliproteina e a replicacdo do RNA

(Lindenbach & Rice, 2001). E uma proteina citoplasmatica que esta
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associada a membrana por interagbes com dominios hidrofébicos da
proteina NS2B (Lindenbach & Rice, 2001).

NS4A (16kDa) e NS4B (27kDa) sao proteinas pequenas e hidrofébicas
que estdo associadas a membrana. Com base em interagdo entre NS1 e
NS4A, esta parece atuar na replicagdo do RNA, conforme colocalizagao
desta proteina em complexos de replicacdo assim como também NS4B
colocaliza-se com NS3 em provaveis sitios de replicacdo do RNA
(Lindenbach & Rice, 2001; Lindenbach et al., 2007).

NS5 é a ultima proteina codificada na ORF, a maior com 103 kDa e a
proteina mais conservada dos virus do género Flavivirus. NS5 é uma
proteina basica multifuncional que ndo possui porcao hidrofobica e tem
funcdo de RNA polimerase dependente de RNA (RARP) e metiltransferase
(MTase). O dominio N-terminal esta envolvido na metilacdo para a formacao
do “cap” na extremidade 5 do RNA. A porgao C-terminal da proteina contém
alta homologia de RARP com outros virus RNA senso positivo (Lindenbach &
Rice, 2001; Lindenbach et al., 2007). A atividade de polimerase foi
comprovada com a producdo da proteina NS5 do Dengue virus 1
recombinante em Escherichia coli (Johansson et al., 2001).

Andlises filogenéticas de sequéncias de 240 nt da regido de juncéo da
proteina E com a proteina NS1 (E/NS1) de diferentes amostras de Dengue
virus classificaram-se, pelo menos, cinco genotipos para Dengue virus 1 e

para Dengue virus 2 (Rico-Hesse et al., 1990) (tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 - Relacdo dos gend6tipos do Dengue virus 1 estabelecidos por Rico-Hesse (1990)

Genodtipos Distribuigdo geografica

I América, Africa, e sudeste Asiatico

1l Sri-Lanka

[ grupo japonés

v Sudeste Asiatico, Pacifico Sul, México e Australia

V Taiwan e Tailandia

Foram analisadas 40 amostras isoladas entre 1943 e 1988 de diferentes paises.

Tabela 2 - Relagcéo dos genotipos do Dengue virus 2 estabelecidos por Rico-Hesse (1990)

Gendtipos Distribuicdo geografica

I Caribe e Pacifico Sul

Il Taiwan, Filipinas, Nova Guiné, Tailandia (1964)

[ Vietnd, Jamaica, Tailandia

v Indonésia, Republica de Seicheles, Burquina Faso, Sri Lanka

\Y; Africa rural

Foram analisadas 40 amostras isoladas entre 1944 e 1988 de diferentes paises.

O DENV-3 tem sido classificado em quatro gendtipos pelo
sequenciamento dos genes de envelope de 23 amostras distintas,
geograficamente, segundo Lanciotti et al., (1994) (tabela 3). O Dengue virus 4
foi classificado em dois genétipos, baseado na sequéncia da proteina E,

segundo Lanciotti e colaboradores, (1997) (tabela 4).

Tabela 3 - Relacdo dos gendétipos do Dengue virus 3 estabelecidos por Lanciotti et al.,
(1994)

Gendtipos Distribuicdo geogréfica

I Indonésia, Malasia, Filipinas e Illhas do Sul do Pacifico
Il Tailandia
11 Sri-Lanka, india, Africa e Samoa

v Puerto Rico

Foram analisadas 23 amostras isoladas entre 1956 e 1989 de diferentes paises.
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Tabela 4 - Relacdo dos gend6tipos do Dengue virus 4 estabelecidos por Lanciotti et al.,
(1997)

Genotipos Distribuicdo geogréfica

I Filipinas, Tailandia e Sri- Lanka

Il Indonésia, Tahiti, llhas do Caribe e da América Central e do Sul

Foram analisadas 19 amostras isoladas entre 1963 e 1985 de diferentes paises.

Estudos epidemioldgicos indicam que determinadas amostras de
Dengue virus sdo mais virulentas que outras. Por exemplo, genétipos de
febre do dengue endémico da América Central e do Sul estdo relacionados
com doenca moderada, enquanto genotipos da Asia introduzidos nas
América tém sido responsaveis por epidemias de FHD (Messer et al., 2003).
Mais recentemente Figueiredo e colaboradores (2008) mostram através de
sequéncias de nucleotideos, de amostras isoladas em Minas Gerais, nas
regides da juncdo dos genes C-prM (504 nt) e no gene E, mais variavel,
(1023 nt) agruparam-se como Dengue virus 3 gendtipo | (Asiatico). Assim,

este é o primeiro relato na América do Sul do DENV-3 gendtipo .

1.1.1.2 — Visualizacao da particula viral

A visualizacdo da organizacdo de superficies microbianas e o grande
desenvolvimento, nos ultimos 30 anos, da técnica de microscopia
crioeletronica foram fundamentais em imagens de alta resolucdo das
estruturas de superficies celulares. Contudo, esta metodologia sofisticada é
trabalhosa e necessita de varios equipamentos, e ndo é capaz de examinar
estruturas biolégicas em condi¢cfes nativas nas solu¢des aquosas (Dufréne,
2004).

A microscopia de forca atdbmica (AFM) descrita em meados dos anos
80 (Binnig et al., 1986) proporcionou a possibilidade de visualizacdo e
manipulacéo de biosuperficies em estado fisiologico. A técnica € um membro
da familia de novas técnicas de microscopia que sdo conhecidas como

“scanning-probe microscopy” (SPMs). A AFM é amplamente utilizada em
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varios campos da ciéncia como biologia, fisica em estado sélido e ciéncia de
materiais gerando imagens por uma forca em escalas nanométrica até
picométrica (102 N) (Kienberger et al., 2006; Hinterdorfer & Dufréne, 2006).
Por AFM, pode ser obtidas imagens tridimensionais (3D) onde séo
visualizadas amostras vivas em pequena resolucdo e com o minimo de
preparacdo (Engel & Muller 2000). Esta técnica tem sido aplicada no estudo
dos virus, em imagens de topografia mostrando a interacdo virus-célula (Lee
& Ng 2004), como a observacao de amostras purificadas incluindo o virus do
mosaico do tabaco, poxvirus e o virus da imunodeficiéncia humana, assim
podendo revelar defeitos e modificacbes estruturais de particulas virais
individuais (Drygin et al., 1998; Malkin et al., 2003; Kuznetsov et al., 2003).

Utilizando AFM, foi mostrado a circularizacdo do genoma do Dengue
virus através de interacbes RNA-RNA na auséncia de proteinas. Foram
visualizadas moléculas de RNA do dengue individualizadas em conformacéao
circular e foi descrito as sequéncias de ciclizacdo (CS) das regides finais 5’
e 3’ UTR séao implicadas como essenciais, mas nao suficiente para que a
interacdodestas regides ocorram (Alvarez et al., 2005). Assim, AFM tem se
tornado uma técnica adicional poderosa disponivel para investigar
estruturas, propriedades e funcdo de superficies microbianas em estado
nativo e deveria ser utilizada por quimicos, biofisicos, biologistas celulares e

microbiologistas (Dufréne, 2004).

1.1.1.3 - Ciclo de Multiplicacao

O ciclo do DENYV inicia quando o virus infecta uma célula hospedeira
permissiva. O DENV in vitro € capaz de infectar varias células humanas
incluindo células dendriticas (DC), mondocitos/macrofagos, células B e T,
células endoteliais, hepatdcitos, células neuronais (Clyde et al., 2006). A
penetracdo do Dengue virus em células hospedeiras ocorre apos a ligacao
da proteina E a um ou mais receptores de superficie celular (figura 3 -1). Os

receptores de superficie celular DC-SIGN (dendritic-cell-specific ICAM-
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grabbing non-integrin) que interagem com residuos de carboidratos da
proteina E, as proteinas reguladas por glicose (GRP78/BiP) e moléculas
associadas a CD-14 sao candidatos a receptores primarios para o DENV
(Chen et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 2005).

Apbs ligacdo ao receptor ocorre a penetracdo na célula hospedeira por
endocitose mediada por receptor, embora a fusdo direta a membrana
plasmatica também tenha sido descrita como mecanismo de penetracao.
Acidificacdo nas vesiculas endossomais desencadeiam alteracfes
conformacionais na proteina E, que resultam na fusdo das membranas virais
e celulares catalisada pelo ambiente acido no endossomo. O virus é
desmontado sendo o nucleocapsideo liberado no citoplasma e o RNA
positivo processado (Figura 3 — 2 , 3 e 4) (Lindenbach & Rice, 2001;
Mukhopadhyay et al., 2005).

tadigs oy ==
oSNNS
(*)ssRNA ———— W”ﬁ“
processamento Proklias uiraks
1.Adsorga 2 Endocitose mediada por receptor ¢
9.
3.Fuséo do envelope com membrana Fomago do
do endossoma com pke o de
kN replcagéio
Q 4. Liberagdo do RHA viral
wal

T
5.Tradugdo e

ﬁ Replicagio

. 7. Liberagdo da particula

Figura 3: Ciclo de multiplicacdo do Dengue virus. Etapas do ciclo: (1) adsorcao da particula
viral a célula hospedeira; (2)endocitose mediada por receptor, (3) e (4) fusdo do envelope viral com a
membrana do endossoma e liberagdo do nucleocapsideo viral; (5) e (6) traducdo e processamento da

poliproteina, replicacdo do RNA associado a membrana, morfogénese do virus em vesiculas
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intracelulares, transporte do virus e fusdo da vesicula na membrana plasmastica, (7) liberagdo do virus
no meio extracelular (Molecular Virology University of Heidelberg).

O RNA gendmico no citoplasma é traduzido em uma Unica poliproteina
que é processada co - e pos-traducionalmente por proteases virais e do
hospedeiro para produzir componentes da particula viral e da replicacdo. O
inicio da tradu¢do comumente ocorre na primeira metionina (AUG) ao longo
da ORF, mas também pode ocorrer no segundo AUG localizado de 12 a 14
coédons a frente em virus do género Flavivirus veiculados por mosquitos.
(Figura 03 — 5) (Lindenbach & Rice, 2001; Mukhopadhyay et al., 2005).

Apos a traducdo do mRNA gendmico, a replicacdo se inicia com a sintese
de fitas complementares negativas, as quais sdo usadas como moldes para a
produgéo de fitas positivas adicionais. As fitas negativas s&o produzidas 3
horas apos infeccdo. As fitas positivas podem ser usadas para a traducéao das
proteinas estruturais e nao estruturais, para a sintese de fitas negativas ou
podem ser encapsidadas, formando o virus. As fitas positivas de RNA sédo
sintetizadas a partir de fitas moldes negativas por um processo
semiconservativo. A sintese do RNA viral € assimétrica devido ao maior
acumulo de fitas RNA positivas em relacéo as fitas RNA negativas (10:1 fitas).
A replicacdo do RNA ocorre em complexos de replicacdo no citoplasma que
estdo associados a membrana perinuclear como na sintese do RNA fita
negativa intermediaria (Figura 3 - 5) (Lindenbach & Rice, 2001; Lindenbach et

al., 2007).

Estudos ultraestruturais indicam que a morfogénese dos virus ocorre
em associagdo com membranas intracelulares. Estudos de microscopia
eletrbnica de células infectadas por flavivirus tém, constantemente, mostrado
virus morfologicamente maduros dentro do limem de um compartimento que
se acredita ser o0 reticulo endoplasméatico ou acumulados,
desordenadamente, dentro de vesiculas associadas a membrana (Figura 3 —
6). O transporte das nascentes virais recém-formados através do reticulo
endoplasmatico para a superficie celular ocorre por um processo de

exocitose. A liberacdo dos virus maduros ocorre pela via secretoria do
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hospedeiro através da fusdo com a membrana plasmética para o
compartimento extracelular (Figura 3 — 7) (Lindenbach & Rice, 2001;
Lindenbach et al., 2007).

1.1.1.4 - Ciclo de Transmisséao

Os quatro sorotipos do DENV tém uma histéria natural similar, sendo o
homem o hospedeiro vertebrado e os mosquitos do género Aedes do
subgénero Stegomyia (especialmente o Ae. aegypti, Ae. albopictus e o Ae.
polynesiensis) os vetores (Rodhain & Rosen, 1997, citado por Mcbride &
Bielefeldt-Ohmann, 2000).

A transmisséao vetorial ocorre através da picada do mosquito vetor Ae.
aegypti, que é o principal envolvido na transmissédo urbana da doenca. Este
mosquito possui habitos domésticos, e prefere alimentar-se em humanos
(antropofilico) durante o dia. E um mosquito urbano que se procria em aguas
estocadas para uso doméstico ou coletadas de aguas de chuva em

reservatorios (Henchal & Puntak, 1990).

A transmisséao do virus pode ser horizontal ou vertical, tendo esta Ultima
importancia epidemioldgica pela possibilidade de estabelecer novos focos de
dengue com a importacdo de materiais que contenham ovos infectados
(Veléz et al., 1998). Outras espécies do género Aedes também estédo
envolvidas como vetores secundarios como na transmissdo vertical do
DENV, como o Ae. albopictus e Ae. polynesiensis (Gubler, 1998 revisado por
Mackenzie et al., 2004). A transmissao transovariana do DENV e do virus
febre amarela foi demonstrada em Aedes albopictus de maneira que, em
percentual variavel, as fémeas filhas de um espécime portador ja nascem
infectadas (Cecilio, 2002).
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Estudos de competéncia vetorial de diferentes linhagens de Ae. albopictus
introduzidos nas Américas indicam que esta espécie é um vetor competente de
febre amarela. Por sua ampla valéncia ecolOgica, adaptando-se facilmente aos
ambientes rural, urbano e periurbano, presume-se que possa servir de ponte
entre os ciclos silvestre e urbano da febre amarela. Até o momento, na
América, o mosquito ndo foi implicado na transmissdo de dengue, mas no
Brasil, amostras de DENV- 1 foram isoladas de larvas coletadas na cidade de
Campos Altos, Estado de Minas Gerais (Chiaravalloti et al., 2002; Cecilio,
2001). O Aedes albopictus é considerado um vetor competente de pelo menos

22 arboviroses (revisado por Gratz, 2004).

Muito se tem pesquisado sobre a competéncia vetorial de Aedes
albopictus. Gratz (2004) relatou a existéncia de larvas do mosquito infectadas
por DENV em Minas Gerais. Em nosso laboratério foram analisados 69 pools
de larvas, eclodidas em laboratério, a partir de armadilhas em diferentes
regides endémicas de Belo Horizonte. Destes, 12 pools (17,4%) foram positivos
por RT-PCR, 9 pools foram identificados como Ae. aegypti e 3 como Ae.
albopictus (Evangelista, 2003). Entretanto, permanece incerta a capacidade de
Ae. albopictus em transmitir 0 virus no continente americano.

O mais importante ciclo de transmissdo do ponto de vista de saude
publica € o ciclo endémico/epidémico em grandes centros urbanos dos
tropicos. Na Africa e Malasia ocorre um ciclo silvestre que envolve primatas

nao-humanos e diferentes espécies de mosquitos Aedes (Wang et al., 2000).

1.1.1.5 - Manifestacdes Clinicas

A febre do dengue (FD) € uma doenca infecciosa aguda causada por
DENV. E caracterizada por uma febre stbita, mialgia, dores de cabeca e em
todo o corpo, eritema cutaneo, linfoadenopatia, com leucopenia e
granulocitopenia absoluta e trombocitopenia moderada. Em muitos casos a
doenca é autolimitada e raramente fatal. Podem ocorrer manifestagbes como

hemorragias na pele, petéquias e purpuras, sangramento do intestino e
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epistaxe (Gubler, 1998; revisado por Lei et al., 2001). Dados clinicos
laboratoriais da FD indicam a leucopenia com neutropenia seguida por uma
linfocitose com linfocitos atipicos. Os niveis das enzimas hepaticas no soro
pode estar moderadamente elevados, e em alguns pacientes os niveis de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
alcangcaram 500 a 1000 U/L (Gubler, 1998).

A partir da FD formas graves da doenca podem se desenvolver como a
febre hemorragica do dengue (FHD) ou sindrome do choque do dengue
(SCD). A FHD é uma doenca febril grave caracterizada por anormalidades
na homeostase e aumento da permeabilidade vascular como a principal
anormalidade patofisiologica observada na FHD/SCD que leva ao
derramamento de plasma no compartimento extravascular, resultando em
hemoconcentracdo e diminuigdo da pressdo sanguinea. Em um pequeno
grupo de pacientes com FHD/SCD, o virus pode causar alteracbes graves
como reducao de consciéncia, convulsdes e doenca neuroldgica similar a

encefalites virais (Shresta et al., 2004).

As manifestaces no sistema nervoso central (SNC) sdo raras na
infeccdo por DENV e, ocasionalmente, o virus ultrapassa a barreira cérebro-
sangue infectando o fluido cerebroespinhal (Solomon & Mallewa 2001;
Guzman & Kouri, 2002). Solomon e colaboradores (2000) amplificaram o
RNA viral de amostras de fluido cerebroespinhal (FCS) obtido durante a fase

aguda do dengue.

Em 1995, as manifestacbes mais frequentes foram reduzida
conciéncia, convulsdes e encefalite em pacientes no sul do Vietna (Solomon
et al, 2000). As desordens neurolégicas incluem encefalopatia,
mononeuropatia periférica e polineurite. A desordem neuroldgica central
parece ser mais frequiente em FHD que na FD (Burke & Monath, 2001). RNA
de DENV foram detectado por PCR no FCS e no cérebro e antigenos virais

foram detectados por imunohistoquimica no cérebro de casos fatais
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(Nogueira et al., 1999; Nogueira et al., 2002). No Brasil, o envolvimento do
SNC também foi descrito durante epidemias de dengue (Nogueira et al.,
2005). Ha um relato de caso de uma paciente brasileira com encefalopatia
hemorragica, por DENV -3, diagnosticada por tomografia e ressonancia
magnética, 12 dias apds hospitalizacdo (de Souza et al.,, 2005).
Recentemente, foram analisados por PCR no soro (85 pacientes) e FCS (13)
com positividade de 56,5% e 54% respectivamente, na fase aguda da
infeccdo. Em dezoito pacientes houve manifestacbes neurolégicas com

encefalite, encefalopatia e um com meningite (Domingues et al., 2007).

1.1.1.6 - Patogénese

A Dengue é uma doenca febril aguda causada pela infeccdo com um
dos quatro sorotipos (1- 4) do DENV, que podem causar uma enfermidade
grave e mortal, e confere imunidade prolongada contra a infeccdo com o
virus homélogo, mas nao confere imunidade contra a infecgcdo com o virus
heter6logo. Assim, pessoas habitando uma mesma area endémica de
dengue podem ser infectadas por trés ou, provavelmente, pelo os quatro
sorotipos do DENV durante a vida (Gubler, 1998; revisado por Green &
Rothman, 2006).

ApoOs a pessoa ter sido picada por um mosquito infectado, ocorre um
periodo de incubacédo de 3 a 14 dias (média de 4 a 7 dias), iniciando-se
depois um periodo de febre subita (Gubler, 1998). Durante este periodo
febril agudo, de dois a dez dias, o Dengue virus circula no sangue periférico
(Gubler et al., 1981 revisado por Gubler, 1998). Durante o estagio de
viremia, mosquitos podem se infectar pela picada e, subsegientemente,
apos um periodo de incubacéo extrinseco de 8 a 12 dias a fémea do vetor
pode transmitir o virus para outros individuos nao infectados (Gubler, 1998

revisado por Mackenzie et al., 2004).
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O entendimento da patogénese da FHD e SCD tem obtido importantes
avancos desde os estudos da estrutura do virus até mecanismos de
replicacdo do genoma e funcéo de proteinas, contudo é ainda desafiante e
controversa. Uma das hipoteses cita fatores do hospedeiro com diferencas
na susceptibilidade de acordo com variacdes de sexo, idade, genética, e
infeccbes pré-existentes (Burke & Monath, 2001; Guzman et al., 2002;
Holmes & Twiddy, 2003). A outra hipotese assume que 0s virus pode sofrer
variacfes genéticas como resultado de uma pressao seletiva determinando
a existéncia de algumas amostras de virus, genétipos, mais virulentas e com
um grande potencial epidémico (revisado por Gubler, 1998). H& algumas
correlagdes entre sorotipos e gendtipos e a gravidade da doenca, existem
indicacdes que gendtipos dos DENV-2 e DENV-3 sdo associados a FHD
(Rico-Hesse et al.,1997; Messer et al., 2003). Em geral, o gendtipo Asiatico é
descrito como mais virulento que os virus encontrados nas Américas e
Pacifico Sul. Através de andlises filogenéticas foi demonstrado que
genotipos americanos estdo associados com FD, enquanto o0s virus
Asidticos estdo correlacionados com FHD (Clyde et al., 2006). Estudos
moleculares tém confirmado a variabilidade genética dos DENV na natureza
com observacao de alterac6es fenotipicas (Lanciotti et al., 1994; Rico-Hesse
et al.,1997).

A hipotese, comumente, aceita e que parece desempenhar um papel
central na patogénese é a exacerbacdo imune dependente (ADE) (Halstead,
1988 revisado por Lei et al., 2001). Esta hipotese preconiza que anticorpos
adquiridos em infeccbes prévias, especificos para um determinado sorotipo
do DENV, ndo seriam neutralizantes para um virus de outro sorotipo,
responsavel pela infeccdo atual. Anticorpos heterdlogos contra DENV
preexistentes reconheceriam o virus infectante e formariam o complexo
antigeno-anticorpo, capaz de facilitar a penetracdo dos virus, através da
ligacéo a receptores Fc, de membrana de ceélulas-alvos como mondcitos.
Além disso, seriam infectadas células do baco e figado incluindo linfécitos,
células de Kupffer e macrofagos alveolares (revisado por Green & Rothman,

2006). Anticorpos nao-neutralizantes seria, em parte, responsaveis pelo
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aumento do risco de FHD/SCD em infec¢gBes secundarias com um sorotipo
hererdlogo (Halstead, 1988;Halstead et al., 2003).

Todavia, outros estudos demonstram que ha casos de FHD associados
com infeccdo primaria (Balmaseda et al., 2006) e casos de FHD em criancas
(Halstead et al.,, 2002). Devido a producdo e secrecdo de mediadores
vasoativos por aquelas células em resposta a infeccédo pelo DENV, poderia
ocorrer o aumento da permeabilidade vascular levando a hipovolemia e
choque (Halstead, 1988).

Em FHD ocorre uma leucopenia, com presenca de linfocitos atipicos e
anormalidades na coagulacdo (Sollomon & Mallewa 2000). Estudos tém
indicado que o numero total de linfocitos é reduzido durante a infeccéo
aguda com DENV (Azeredo et al., 2001), como também pacientes infectados
com o DENV desenvolvem leucopenia com neutropenia (revisado por Lei et
al., 2001). Pacientes que evoluiram para FHD apresentaram numeros
absolutos mais baixos de células T e B e natural “killer” (NK) que os
pacientes que nao progrediram para uma doenca mais grave (Green et al.,
1999 revisado por Fink et al., 2006).

O mecanismo de patogénese, ADE, que é responsavel pelo
extravasamento de plasma observado na FHD é uma conseqiéncia direta
do aumento da carga viral (revisado por Green & Rothman, 2006). O
aumento no numero de mondcitos infectados resulta em niveis elevados de
ativacdo de células T, refletindo em um aumento na apresentacdo de
antigeno (revisado por Lei et al., 2001). As concentragfes de citocinas,
mediadores e receptores sollveis se encontram, significativamente,

aumentados durante a infec¢do pelo FD e FHD (Fink et al., 2006).

As células T ativadas (CD4") produzem diversas citocinas como

interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina—2 (IL-
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2), IL-4, IL-5, IL-6, IL-10. Além disso também os mondcitos/macrofagos
infectados pelo Dengue virus produzem TNF-a, IL-1B, IL-6 e fator de
ativacdo de plaquetas (PAF). A cascata de complemento é ativada pelo
complexo virus —anticorpo, bem como, por varias citocinas para liberar C3a
e Cba que tem efeito direto na permeabilidade vascular. A rapida elevacao e
o efeito sinérgico de IFN-y, TNF-a e proteinas do complemento ativadas
(C3a e Cbha) desencadeiam o derrame do plasma, choque, disfuncdo no
sistema de coagulacao conduzindo ao quadro hemorragico em uma infeccao
secundéria do virus (Kurane & Ennis, 1997 revisado por Gubler, 1998;

revisado por Lei et al., 2001).

1.2 — Resposta imune inata

O sistema imune detecta e elimina microorganismos patogénicos
invasores por diferenciar entre o “proprio” e o “nao-préprio”. Em vertebrados, a
resposta imune a patdgenos microbianos, é baseada em componentes do
sistema imune inato e adaptativo. Os vertebrados sdo o0s Unicos que
conseguem desenvolver a resposta imune adaptativa. A resposta inata €
imediata e, amplamente mediada por leucdcitos, tais como neutrdfilos,
macréfagos e células dentriticas, algumas fagocitando os patégenos e outras
coordenando respostas adicionais com a conseguente sintese de uma ampla
variedade de mediadores inflamatorios e citocinas (Imler & Hoffmann, 2001). A
resposta imune inata € a primeira linha de defesa contra infeccbes microbianas,
ja a imunidade adquirida esta envolvida na eliminacdo de patdogenos em uma
fase mais tardia da infecgdo, por expansao clonal de linfocitos, gerando uma
memoria imunoldgica (Akira et al., 2006). O principal aspecto da resposta
imune inata antiviral é a sintese e a secrecao dos interferons (IFN) tipo | como
IFN-oo e IFN-B, os quais exibem funcdes antivirais, antiproliferativa e
imunomodulatéria (Honda et al., 2005 revisado por Seth et al., 2006).

Apbs a descoberta das proteinas Toll em Drosophila, que participam da
polarizacédo dorso-ventral do embrido (Anderson et al., 1985), foi descoberto
gue toll também é responsavel por uma efetiva resposta imune no controle

de Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al., 1996) em moscas adultas,
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acumulando evidéncias que o sistema imune inato reconhece,
especificamente, microorganismos invasores. Os alvos para o
reconhecimento imune inato sdo padrbes moleculares conservados ou
“Padrdées Moleculares Associados aos Patégenos” (pathogen- associated
molecular patterns — PAMPs) destes microorganismos. Receptores em
imunidade inata sdo denominados de receptores de reconhecimento padrao
(“pattern recognition receptors” - PRRs) (Medzhitov & Janeway, 1997).
PAMPs sdo estruturas conservadas em muitos patégenos, sendo essenciais
para sobrevivéncia microbiana e possibilitando a imunidade inata reconhecer
microorganismos com limitados niumeros de PRRs (Uematsu & Akira, 2006).
Entre os PRRs, os receptores Toll-like (TLRs) foram identificados através da
analise de banco de dados, sendo homologos em mamiferos. Os TLRs
foram destaques como a estrutura de reconhecimento chave do sistema
imune inato nos ultimos anos (revisado por Uematsu & Akira, 2006). TLRs
sdo capazes de distinguir uma variedade de microrganismos, ou seja,

bactérias, fungos, protozoarios e virus.

A familia TLR, hoje, consiste de 13 membros em mamiferos com uma
via de sinaliza¢éo intrinseca e induzindo a uma resposta biolégica especifica
contra microorganismos. TLRs sdo expressos em diversas células do
sistema imune, incluindo macréfagos, células dendriticas, células B e tipos
especificos de células T e também em células n&o participantes do sistema
imune como fibroblastos e células epiteliais. O reconhecimento de
componentes microbianos por estes receptores desencadeia uma via de
transducgédo de sinal que induz a maturacdo de células dentriticas e producao
de citocinas (Akira et al., 2006).

TLRs séo glicoproteinas de membrana tipo |, caracterizadas por
conterem um dominio extracelular com motivos de ricas repeticbes em
leucina (“leucine rich repeats” LRR) e um dominio requerido para iniciar a
sinalizacao intracelular (porcao citoplasmatica) homoélogo ao receptor de
interleucina-1 (IL-1R) denominado dominio do receptor Toll/IL-1R (TIR). O
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dominio LRR é responséavel pelo reconhecimento dos PAMP’s (Bowie &
O’"Neil, 2000, revisado por Akira et al., 2006).

Lipopolissacarideos (LPS), compostos de lipidio A (endotoxina),
componentes da parede de bactérias gram-negativas sdo reconhecidos por
TLR-4, através do complexo TLR-4/MD2/CD14, que esta presente em
macrofagos e células dentriticas (Shimazu et al., 1999). A estimulagéo por
LPS é seguida por um aumento fisico de proximidade entre CD14 e TLR-4,
sugerindo que CD14 e TLR-4 podem interagir na sinalizacdo desencadeada
por LPS. MD-2 identificada como uma molécula que se associa com a
porgcdo extracelular de TLR4 e acentua a resposta inata ao LPS (Takeda et
al., 2003). Algumas proteinas virais de envelope podem ser reconhecidas
por TLR-2 e TLR-4. Esta deteccéo resulta na producdo de citocinas pro -
inflamatdrias, mas nao de IFN tipo I, implicando em uma resposta que leva a
inflamacédo, mas ndo a uma efetiva resposta antiviral especifica. A proteina
de fusdo (F) do virus respiratério sincicial (RSV) foi identificada como um
componente viral que ativa TLR-4 (Kurt-Jones et al., 2000 revisado por Akira
et al., 2006).

TLR-2 tem como papel principal detectar uma variedade de
componentes bacterianos de gram-positivos como lipoproteinas,
peptidioglicanos e acido lipotecéico (LTA). TLR-1 ou TLR-6 formam
heterodimeros com TLR-2, 0os quais estdo envolvidos na discriminacao entre
estruturas moleculares de lipopeptideos diacil e triacil (Takeuchi et al., 2001;
Akira 2004 revisado por Uematsu & Akira, 2006). TLR-2 pode ser ativado por
virus ou componentes virais como proteinas da hemaglutina do virus do
sarampo (MV), CMV humano e HSV-1(revisado por Akira et al., 2006). Kurt-
Jones e colaboradores (2004) mostraram que a resposta de citocinas
mediada via TLR-2 por HSV-1 é responséavel por uma significativa taxa de

morbidade e mortalidade associada a infeccdo com HSV-1.
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Os virus contém materiais genéticos compostos por DNA ou RNA, que
codificam para proteinas estruturais virais e enzimas de replicacdo. Varios
componentes estruturais, incluindo DNA viral, RNA fita dupla (dsRNA), RNA
fita simples (ssRNA) e glicoproteinas de superficie, sdo reconhecidos como
PAMPs por TLRs e outros PRRs. O reconhecimento de compostos virais por
PRRs, comumente, induz a producéo de IFN tipo | que podem ativar células
alvos de maneira autécrina e paracrina (Akira et al., 2006). Os TLRs 3, 7, 8 e
9 sado os principais PRRs que reconhecem diferentes tipos de acidos
nucléicos virais (Seth et al., 2007). Estes TLR’s sao exclusivamente
localizados em compartimentos como endossomos, sugerindo que esses
TLRs reconhecem &cidos nucléicos apos a internalizacao e lise dos virus.
Durante a replicacdo viral, € gerado dsRNA, reconhecido por TRL-3, o qual
esta envolvido, também, no reconhecimento de analogo sintético de dsRNA,
poly I:C, um potente indutor de IFN’s tipo | (Alexopoulou et al, 2001;
Yamamoto et al.,, 2003). TRL-3 esta implicado no reconhecimento de
dsRNAs derivados de virus como o reovirus ou virus ssRNA como virus
respiratorio sincicial, EMCV e West Nile virus (Schulz et al., 2005; Wang et
al., 2004 revisado por Kawai & Akira 2007).

TRL-7 e TRL-8 sdo proteinas estruturalmente conservadas. TRL-7 foi,
inicialmente, identificada como um receptor capaz de reconhecer derivados
de imidazoquilinas com atividade antiviral, como imiquimode e resiquimode
(R-848), e analogos de guanosina como loxoribina, as quais tém atividade
antiviral e antitumoral. sSSRNA ricos em guanosina e uridina, como 0s que
sdo derivados de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e influenza virus
foram identificados como ligantes naturais de TLR-7. TRL-8 humano,
preferencialmente, medeia o reconhecimento de ssRNA derivado do HIV e
R-848 (revisado por Kawai & Akira 2007). Camundongos deficientes em
TLR-8 respondem, normalmente, a estas moléculas, sugerindo que TLR-8

murino deve nao ser funcional (Heil et al., 2004).
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TLR-9 reconhece motivos CpG (citidina-fosfato-guanosina) nao-
metilados que estdo presentes com alta freqiiéncia em patdgenos como 0s
virus e bactérias, contudo sao raros em vertebrados (Hemmi et al., 2000).
Motivos CpG sdo encontrados em genoma de virus DNA, como HSV-1,
HSV- 2 e citomegalovirus murino (MCMV). Células dendriticas
plasmocitoides (pDCs) reconhecem motivos CpG no DNA de HSV-2 via
TLR-9 e produzem IFN-a (Lund et al., 2003 revisado por Uematsu & Akira,
2006).

Recentemente, foi descrito que microorganismos como bactérias e
virus sdo reconhecidos pelo sistema imune inato, através de outros PRRs,
independentes de TLRs. E o caso de proteinas induzidas por acido retinéico
| (RIG-I), semelhante a helicases (RLHS) ou com dominios ricos em
repeticbes em leucina e oligomerizacdo de nucleotideos (NOD-LRR). Estes
PRR’s disparam distintas vias de sinalizagao intracelular, como a ativagao
enzimatica de proteases celulares, as quais levam a maturacdo de citocinas
(Takeuchi & Akira, 2007).

1.3 - Resposta inata e Dengue virus.

Durante a fase aguda da infeccdo com DENV a resposta imune inata,
provavelmente, desempenha um papel importante no curso da doenca,
particularmente, na infeccdo primaria (Navarro-Sanchez et al., 2005). Como
parte da resposta inata, 0 SNC tem duas importantes células que respondem a
infecgdo, microglia e astrécitos. A microglia é funcionalmente comparavel a
monaocitos e outros macrofagos teciduais, estas expressam importantes TLRs
no reconhecimento de patdégeno, processamento e apresentacdo de antigeno
para células T e estas sdo capazes de produzir quantidades de TNF e oOxido
nitrico (NO) como outros mediadores sollveis danosos aos neurdnios. IFN-y €,
primariamente, produzido por células NK durante a resposta imune inata,
podendo ser produzido por outros tipos celulares, linfocitos T, durante resposta
imune adaptativa (Lindenbach et al., 2007). IFN-o/p, bem como IFN-y, inibem a
infeccdo por DENV in vitro, somente quando o tratamento precede a infeccéo

(Diamond et al., 2000). Modelos animais de infeccdo com DENV tém mostrado
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a importancia dos interferons na protecdo contra o0 virus in vivo. Em
camundongos deficientes em ambos os receptores IFN-o/p e -y (AG129), a
multiplicacdo do virus € maior que em camundongos nao deficientes, e todos
0os animais deficientes sdo susceptiveis a infeccado pelo DENV (revisado por
Clyde et al., 2006). Kurane e colaboradores (1991 e 1993) desenvolveram os
primeiros estudos clinicos, e mais recente, estudos mostram niveis elevados
dos IFN-a (Libraty et al., 2002) e IFN-y em pacientes FD e FHD quando

comparados a pacientes saudaveis (Chakravarti & Kumaria, 2006).

Em pacientes adultos de Taiwan com FD e FHD, foram detectados niveis
mais altos de IFN-y que os controles. Contudo, os pacientes que evoluiram
para o Obito, a citocina néo foi detectada no soro (Chen et al., 2006). Assim, &
sugerido que altos niveis de interferons-a. e -y, em resposta a infeccdo por
DENV, séo parte do efeito de protecdo do hospedeiro e que menores niveis de
IFN-y estdo no contexto de doenca grave, refletindo uma resposta inadequada
(revisado por Clyde et al., 2006). Células NK sdo uma das principais células
produtoras de IFN-y, as quais sdo importantes na eliminacdo de infec¢bes por
DENV. Azeredo e colaboradores (2006) encontraram que células NK ativadas
estdo associadas a FD, ao passo que a falta dos marcadores de ativacdo
destas células estdo associados a doenca mais grave. Em pacientes
tailandeses (Green et al.,, 1999) foi mostrada uma diminuicdo absoluta na
contagem de células NK em pacientes com FHD comparados com FD ou

controles.

Vitarana e colaboradores (1991) foram o0s primeiros autores que
mostraram altos niveis de TNF-a. em soro de pacientes com FHD. TNF-a age
na ativagdo de macréfagos e é uma das principais citocinas que regulam a
imunidade inata e medeiam os processos inflamatorios agudos. A acumulacdo
excessiva da citocina € a principal causa de complicacfes sistémicas como o
choque. TNF-a se liga as células através de dois receptores, o TNFr p75Kd e o
TNFr p55Kd, e regula a expressao de varios genes em muitos tipos celulares
importantes para a resposta do hospedeiro a infec¢do. O receptor TNFr p55

tem uma participacao critica em injurias teciduais dependente de complemento
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(Chaturverdi, 2006). A liberacéo sistémica de TNF deve ser a responsavel pelo
aumento da permeabilidade vascular observado na FHD/SCD (Anderson et al.,
1997 revisado por Clyde et al.,, 2006). TNF-a. é liberado in vitro em PBMC
(Espina et al., 2003) e em células endoteliais (Carr et al., 2003) infectadas com
DENV. Chakravarti & Kumaria, 2006 descreveram que os niveis de TNF-a sdo
significativamente mais elevados em pacientes com FD e FHD e que estes
niveis continuam relevantes em infec¢cdes secundarias. Em camundongos
BALB/c infectados, via i.p., com DENV-2, adaptado, h4 um pico na
concentracéo de IL-1B, TNF-a e IL-6 com mortalidade. Todavia quando estes
camundongos séo tratados com soro anti-TNF-a, a mortalidade € reduzida em
60%, uma indicacdo de um efeito imunopatolégico por TNF-a (Atrasheuskaya
et al., 2003 revisado por Fink et al., 2006). Desta forma, a associacdo de TNF-a
com a gravidade da doenca € confirmada, independentemente, dos modelos
murinos (Atrasheuskaya et al., 2003; Shresta et al., 2006) de infeccdo por
DENV. Em ambos os casos altos niveis da citocina foi detectado em animais

doentes e anticorpos anti-TNF-o atenuaram o fendtipo da doenca.

Assim, o aumento de TNF-a em pacientes, combinado as evidéncias in
vitro e in vivo, mostram que TNF-o deve estar envolvido na patogénese do
DENV (Atrasheuskaya et al., 2003; Hober et al., 1996). Outras citocinas, além
dos IFNs e TNF-a que também estdo envolvidas em FHD/SCD,
freqientemente, séo IL-6, IL-8 e IL-10 (Clyde et al., 2006).

IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria com efeito pleotropico relacionada
com regulacéo negativa da resposta inflamatoéria (Borish & Steinke 2003). Chen
e colaboradores (2006) mostram no soro de pacientes adultos, altos niveis de
IL-6, IL-10 e do fator inibitério de migracdo de macrofagos (MIF)
correlacionando com doenca grave (FHD) comparando com pacientes com FD.
Pérez e colaboradores (2004) mostram altos niveis de IL-10 no soro de
pacientes hospitalizados, com FD e FHD, comparado aos controles, como em
pacientes com infec¢bes secundarias. Assim todos os pacientes com FHD
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tinham altos niveis de IL-10. Contudo, niveis de IL-12 nao diferiam entre
pacientes e controles.

IL-6 esta relacionada com varias alteracdes locais e sistémicas durante
uma reacdo inflamatoria aguda (Akira et al., 1993). Esta interleucina €
produzida por mondcitos/macréfagos, neutréfilos e células endoteliais, é capaz
de estimular a quimiotaxia de neutrofilos e liberacdo de enzimas, assim levando
a uma destruicdo tecidual quando produzida em excesso (Liu et al., 2003). IL-6
esta envolvida na regulacdo de um estado inflamatério anormal, encontrando-
se elevada no sangue (Ayala et al.,1991; Ertel et al., 1995; Schutte et al., 1996)
apos dano tecidual, como desenpenha um papel importante na geracdo de

edema durante processo inflamatorio (Maruo et al., 1992).

Wang e colaboradores (2006) estimularam células dendriticas
plasmocitdides (pDCs) com Dengue virus 2, Influenza virus, R-848 (agonista de
TLR-7) e CpG 2336 (agonista de TLR-9) na presenca e na auséncia do
antagonista de TLR-7, IRS 661. O trabalho mostra que Dengue virus 2 € capaz
de induzir a secrecao de IFN-a. em pDCs humanos, como Influenza virus e R-
848, contudo a producdo de IFN-a foi, significativamente diminuida na
presenca do inibidor IRS 661 comparado sem o inibidor ou o controle ODN
(oligodeoxiribonucleotideo). Desta forma, Influenza virus e Dengue virus 2

ativam pDCs humanos por um mecanismo TLR-7 dependente.

Algumas quimiocinas como CXCL10/IFN-inducible protein 10 (IP-10), tém
sido amplamente estudadas em modelos murinos com infeccdo no SNC. IP-10
desempenha um papel importante no trafego e recrutamento de células T
efetoras e células NK que expressam o0 receptor CXCR3. Hsieh e
colaboradores (2006) utilizaram um modelo de Dengue virus que induz doenca
neuroldgica em camundongos selvagens (WT) e deficientes em CXCR3 para
avaliar o papel das quimiocinas CXCR/IP-10 e CXCR3, na defesa do
hospedeiro contra infecgao por dengue. O estudo mostra que ambos o receptor
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(CXCR3) e a quimiocina possuem um papel crucial em mediar a resisténcia a

infeccdo primaria pelo Dengue virus, neste modelo in vivo.

Lee e colaboradores (2006) propuseram a quimiocina “monocyte
chemoattractant protein -1 (MCP-1) como uma nova canditada na regulacéo
de permeabilidade celular em pacientes com FHD/SCD. MCP-1 € um membro
da familia de quimiocinas CC e tem um papel importante em dirigir células
mononucleares para dentro de locais de infeccdo, inflamacdo ou
traumatizados. A alta expressdo de MCP-1 em vérias doencgas cronicas
(diabetes, arterioscleorose) deve ter diferentes papéis e causar VAarios
sintomas. Desta forma, pacientes com Dengue virus, combinado com outra
doenca que induz a expressao desta quimiocina, apresentam risco mais alto de
progressdo para FHD/SCD que paciente com dengue sem qualquer

complicagéo.

1.4 — Modelo animal

Varias tentativas foram realizadas para desenvolvimento de modelos
animais para FD e FHD, principalmente no inicio do século 20. Muitos
estudos, revisdes por Simmons e colaboradores (1931), mostram um amplo
espectro de hospedeiros animais: galinhas e outras aves, pombos,
cachorros, porcos, coelhos, ratos, camundongos e hamsters, né&o
apresentaram sinais da doenca apoés inoculagées com altas doses do virus e

por diferentes vias (Bente & Rico-Hesse, 2006).

Camundongos ndo sao hospedeiros naturais do Dengue virus.
Entretanto, € bem conhecido que o virus pode se multiplicar em cérebro de
camundongos neonatos (Meiklejonh et al., 1952). Ha variacbes de
susceptibilidade das diferentes linhagens de animais a infeccédo pelo Dengue
virus, quando o virus € inoculado via intracraniana (i.c.) (Raut et al., 1996
revisado por Lei et al., 2001). Camundongos SCID (“severe combined

immunodeficient”)  reconstituidos com células monucleares do sangue
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periférico (PBMC) humanas e infectadas com Dengue virus 1 foram os
primeiros utilizados para desenvolver um modelo animal (Wu et al., 1995).
Contudo, somente alguns destes camundongos foram susceptiveis ao
Dengue virus 1. Nos Ultimos anos, Varios grupos descreveram a
multiplicacdo do Dengue virus em camundongos AG129, os quais séo
deficientes no receptor dos IFN-a / B e IFN-y, ou em animais SCID,
utilizando amostras de isolados humanos e neuroadaptadas (Johnson &
Roehring, 1999; Lin et al., 1998; An et al., 1999). Johnson & Roehring (1999)
mostram a multiplicacdo de Dengue virus 2, protétipo “New Guinea C”
(NGC), adaptado ao modelo murino, administrados via intraperitonial (i.p.),
em camundongos AG129. Os camundongos apresentaram paralisia dos
membros posteriores e cegueira, entre o 7 e o 12° dia pés-inéculo (p.i.) e
todos o0s animais morreram. Foram utlizados camundongos SCID
transplantados com células de eritroleucemia humana (K562) inoculados,
intratumor e via i.c., com diferentes amostras humanas e adaptadas (Lin et
al., 1998) e com células humanas de hepatocarcinoma (HepG2) inoculados,
via i.p., com um isolado humano (Trl1751) de paciente com FD (An et al.,
1999).

Em camundongos SCID, transplantados com células K562 e HepG2 a
inoculacdo de amostras de Dengue virus 2 causaram sinais de paralisia
neurolégica dos membros posteriores e morte duas semanas p.i. Em
camundongos SCID transplantados com células HepG2 foram descritos,
também, sinais clinicos como aumento de hematoécrito e trombocitopenia
(revisado por Lei et al., 2001). Altos titulos do Dengue virus 2 foram
encontrados no cérebro, que foram correlacionados com a progressao da
encefalopatia. Os dados sugerem que camundongos sao hospedeiros
permissivos para multiplicacdo do Dengue virus, contudo ndo ha um modelo

de infec¢cdo que mimetize FHD/SCD (Huang et al., 2000).

Huang e colaboradores (2000) inocularam camundongos A/J, via

intravenosa (i.v.), com amostra e dose 10° p.f.u/camundongo do Dengue
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virus 2 (PL046), isolado humano em Taiwan de paciente com FD, que
reproduziu a manifestacdo de trombocitopenia e uma viremia transiente
detectada no 2° dia p.i., por RT-PCR. Entre o 10° e o 13° dia p.i. houve
desenvolvimento de trombocitopenia transiente, por detec¢cdo de anticorpos

antiplaquetas e paralisia dos membros entre 2-3 semanas p.i..

Fatores do hospedeiro sédo importantes para multiplicacéo do virus, pois
diferentes linhagens de camundongos apresentam susceptibilidade variavel
para o Dengue virus: A/J ou AKR sdo mais sensiveis que camundongos
BALB/c, C57BI/6 ou C3H/HeJ, provavelmente, devido a esta linhagem A/J
possuir menos linfécitos, mondcitos, granulocitos e células NK que
camundongos C57BI/6. A viremia € menor e transiente em camundongos
imunocompetentes comparados com animais SCID ou animais deficientes
em interferon AG129. Assim, a respostas imunes em especial, a producéo
de interferons possuem um papel importante na eliminacdo do virus

(revisado por Lei et al., 2001).

Diversos autores utilizam amostras de Dengue virus adaptadas em
cérebro de camundongos, especificamente, em modelos BALB/c
(Atrasheuskaya et al., 2003), camundongos albino Swiss (Chaturverdi et al.
1991) e em AG129 (Johnson & Roehring, 1999). Estudos mostram que
células imunes estdo envolvidas na resposta de camundongos a infeccéo
priméaria por Dengue virus. Camundongos A/J inoculados, via i.v., com 10°
p.f.u. do Dengue virus 2 (PL0O46) apresentam sinais de paralisia, entre o 8° e
0 14° dia p.i., com deteccdo de virus no cérebro, aumento nos niveis de
hematécrito, leucopenia. Quando esses animais sdo desafiados com 10’
p.f.u., ou A/J sdo infectados com 10° p.f.u. de uma outra amostra de Dengue

virus 2 (16681) ndo ha aparecimento de sinais (Shresta et al., 2004a).

Sheresta e colaboradores (2004b) descreveram que altas doses
(10%p.f.u.) do Dengue virus 2 (PL046) inoculados em camundongos AG129,

desencadeiam paralisia dos membros mais rapido que animais WT129,
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A129 (IFN-o/B r -/-), ou G129 (IFN-y r -/-) e ocorre mortalidade total entre 8° e
o 30° dia p.i. Inoculados estes mesmos virus, 87% dos camundongos
WT129, 100% dos A129 e 57% dos G129 sobreviveram a infeccdo sem
apresentar nenhum dos sinais clinicos. Estudo de dose resposta revelou que
0, 70, 79 e 100% de camundongos AG129 manifestaram paralisia e morte
apos infeccdo com doses de 10°, 10° 10’ e 108 p.f.u., do Dengue virus 2,

respectivamente.

Paes e colaboradores (2005) caracterizaram o modelo de camundongo
de infeccdo com Dengue virus 2 por inoculacéo intraperitonial de um virus
nao adaptado e isolado de paciente humano. Camundongos BALB/c
desenvolveram uma aparente infeccdo leve, com alteracdes no tecido
hepatico caracterizado em estudos histopatologicos e bioquimicos.
Antigenos virais foram detectados em areas focais de danos ao figado,
confirmando a presenca do virus no tecido. A viremia foi detectada, no 7°
dia p.i., em muitos animais. Bente e colaboradores (2005) mostraram que
camundongos NOD/SCID que combinam a falta do resposta imune inata
(células NK) e adquirida (células T e B) quando transplantados com células
hematopoieticas humanas, CD34", ou seja, recontituidos, quando
comparados aos animas sem estas células, apresentaram eritrema e

trombocitopenia como ocorre m humanos.

Recentemente, Shresta e colaboladores (2006) descreveram um
modelo murino com camundongos AG129 infectados com uma amostra
gerada (D2S10) a partir de um isolado humano (PL046) por dez passagens
seriadas alternadas em cultivo de células de mosquito e camundongos
AG129 inoculados, via i.v., com um DENV -2. Houve letalidade entre 0 3° e 0
5° dia p.i.,, contudo ndo houve infecgdo em camundongos selvagens. Os
camundongos AG129 apresentaram arqueamento do dorso, ericamento de
pélo e letargia, mas nao exibiram paralisia. Houve aumento da

permeabilidade vascular em érgdos como intestino, baco e figado somente
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em animais inoculados com a amostra D2S10 e ndo com a amostra PL046

(parental).

Modelos animais podem auxiliar na compreensdao do papel das
citocinas na infeccdo humana e contribuir para o esclarecimento da
FHD/SCD (Shresta et al.,, 2004). Seria importante um modelo que
requeresse menores doses do virus em combinacdo com camundongos
menos imunocomprometidos que possam melhor refletir uma infeccéo

natural do dengue em humanos.

N&do ha um bom modelo animal para o estudo de patogénese de FHD.
Primatas ndo humanos sdo hospedeiros naturais para Dengue virus, todavia
nao apresentam sinais da doenca. Estes animais permanecem infectados e
desenvolvem viremia, porém com titulos mais baixos que em humanos, mas
nao desenvolvem FHD (Rosen & Gubler, dados nédo publicados revisados
por Gubler, 1998). Varios modelos murinos de infeccdo por Dengue virus
tem sido descritos, recentemente, incluindo camundongos deficientes no
receptor de interferon a / B e y, os quais desenvolvem encefalites (revisado
por Green & Rothman 2006). Em macacos Rhesus infectados
secundariamente com Dengue virus 2, ou tratados com soro imune de
dengue, foi detectada alta viremia evidenciando que ADE ocorre in vivo.
(Halstead, 1979 revisado por Gubler, 1998). Em resumo, as evidéncias
indicam que tanto o virus quanto os fatores imunes do hospedeiro possam

estar relacionados com a patogénese (Gubler, 1998).
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IT - JUSTIFICATIVA
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Dengue é a mais importante doenca arboviral de humanos. Mais de 2,5
bilhdes de pessoas vivem em areas de risco sujeito a infecgcdo por Dengue
virus, nas regides tropicais e subtropicais do globo (Burke & Monath, 2001).
Estima-se que ocorram, anualmente, entre 50-100 milhdes de casos de FD dos
quais 500.000 evoluem para FHD/SCD. FHD é responsavel por 20.000 mortes,
principalmente, no sudeste Asiatico, no oeste Pacifico e nas Ameéricas (WHO,
2002). Durante 2002, foram descritos em paises da América Latina mais de um
milhdo de casos de FD com mais de 17 mil casos de FHD e 225 mortes
(Nogueira et al., 2005). A FD é uma doenca antiga, contudo nos ultimos 25
anos houve uma marcante emergéncia e reemergéncia do dengue, com mais
frequéncia e epidemias maiores associadas a formas mais graves da doenca
(Gubler, 2002 revisado por Mackenzie, 2004). Apesar do nome, manifestacdes
hemorrdgicas sdo a minoria e incomuns, ao passo que, 0 aumento da
permeabilidade vascular € um fator marcante na FHD/SCD e anormalidades
neurolégicas como encefalites podem ocorrer (Solomon et al., 2000). Nos
altimos anos, varios estudos tem descrito o envolvimento do SNC cada vez
mais freqiente em surtos e epidemias. No Brasil, durante uma epidemia houve
descricéo de envolvimento do SNC em um caso fatal, sendo detectado o RNA
de Dengue virus 3 no liquido cerebroespinhal (Nogueira et al., 2005)

Mecanismos na patogénese da FHD/SCD nao sdo completamente
entendidos e na tentativa para conhecer a doenca e testar novas drogas e
vacinas, inUmeros estudos sugerem o uso de diversos modelos animais
(Huang et al., 2000; Atrasheuskaya et al., 2003; Shresta et al., 2004 e 2006).
Nenhum destes modelos reproduz, exatamente, sintomas observados em
humanos. Foram utilizados camundongos imunocomprometidos (SCID) (Wu et
al., 1995; Lin et al, 1998; An et al, 1999) e diversas linhagens de
camundongos BALB/c, A/J, AG129 infectados com diferentes amostras e
sorotipos do dengue e o uso de animais NOD/SCID recontituidos com CD34"
apresentando sinais clinicos descritos em humanos. Na década passada
importantes avanc¢os no estudo da biologia do Dengue virus foram alcangados,
incluindo a elucidagcdo da estrutura, mecanismos de replicagdo e
caracterizacdo funcional de proteinas, porém a patogénese permanece um

desafio em uma complexa interacdo entre fatores virais e do hospedeiro.
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Fatores de risco para a forma grave da doenca s&o idade, sorotipos e
genotipos virais bem como a genética do hospedeiro, dentre outros (Gubler,
1998; Messer et al., 2003; Halstead et al., 2001). Assim, o genotipo asiatico do
DENV tem sido descrito como mais virulento e multiplica-se com maiores titulos
em relagdo ao genotipo americano em macrofagos derivados de mondcitos
(Cologna et al., 2003). Algumas amostras de Dengue virus sdo mais virulentas
que outras e o ADE que ocorre quando complexos anticorpos-virus sao
internalizados para dentro células via FcyR, sozinho ndo explica todos os casos
mais graves da doenca (Halstead et al., 1977; Gubler et al., 1979; Gubler et al.,
1998). Outra hip6tese descreve que gue a reativacao de células T de memodria,
devido a reacdo cruzada entre sorotipos, na infeccdo secundaria poderia
ocasionar a ativagcdo aumentada de células T com aumento na producdo de
citocinas e apoptose (Green & Rothman 2006; Mongkolsapaya et al., 2003). A
ativacdo imune precoce e a producéo de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10,
IL-2 dentre outras) parecem estar envolvidas no desenvolvimento do derrame
de plasma e doenca grave, resultando um quadro de FHD/SCD (Green et al.,
1999a e 1999Db).

Neste estudo foi analisada a viruléncia de amostras de Dengue virus de
pacientes, entre 2001 a 2005, em Minas Gerais e de um isolado de um surto
ocorrido em 2006, em Teresina-Piaui. Foi utilizado o modelo de inoculacao
intracerebral em camundongos imunocompetentes e deficientes em genes
de IFN-y, INOS e TNFr p55.
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3.1 - Objetivo Geral

Avaliar a viruléncia de amostras de Dengue virus isoladas de pacientes

com diferentes manifestacées da doenga em modelo murino.

3.2 — Objetivos Especificos

1. Avaliar o método de purificacdo para Dengue virus (Kunh et al., 2002) e
estudar as caracteristicas morfologicas das particulas virais através da

visualizagao por microscopia de forga atomica.

2. Analisar no modelo murino possiveis diferencas biolégicas de amostras
de Dengue virus isoladas de pacientes com diferentes manifestacoes

clinicas da doenca.

3. Avaliar o impacto da infec¢cdo por Dengue virus em células do sangue
periférico pela contagem global de leucdcitos (mono e polimornucleares)

no modelo murino.

4. Avaliar o grau de acometimento de Orgados, por histopalogia, e o
envolvimento da resposta imune inata no processo inflamatério gerado

na resposta a infeccéo dos Dengue virus no modelo murino.
5. Verificar no cérebro e soro, a producdo de citocinas e quimiocinas em

camundongos C57BI/6 e deficientes para IFN-y e TNFr p55, moléculas

da resposta imune inata, infectados com amostras de Dengue virus 3.
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4.1 — Células

4.1.1 - C6/36

Células de linhagem continua de larvas de mosquito Aedes albopictus,
C6/36, foram adquiridas do banco de células "American Type Culture
Collection" (ATCC). Estas células foram cultivadas em meio Leibowitz-15 (L-
15) (Gibco BRL® , EUA), contendo 50 pg/ml de gentamicina, 2pg/ml de
fungizona, 2 pg/ml de ciprofloxacina, 200U/mL de penicilina sédica e 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab-Brasil) mantidas em estufa tipo “Biologic
Oxigen Demand” (B.O.D.) a 28°C.

Para repiques das monocamadas fechadas, o meio de cultivo foi
desprezado e as células lavadas com salina fosfatada (PBS). Apds lavagem,
as células foram tratadas com solucao de tripsina contendo 0,2% de EDTA
(acido etilenodiaminotetracético). Em seguida, as células foram
homogeneizadas em meio de cultivo celular e distribuidas em garrafas de

25, 75 e 175 cm?, acrescentado meio de cultura.

4.1.2 - LLC-MK2

Células LLC-MK2, linhagem derivada de rim de macaco Rhesus, foram
cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (GIBCO
BRL®, EUA) filtrado, suplementado com 50ug/mL de gentamicina, 200U/mL
de penicilina, 2ug/mL de fungizona e 5% de SFB, mantidas a 37°C, em

estufa com 5% de atmosfera CO..

4.2 —Virus e amostras clinicas

A amostra de DENV- 2 foi gentilmente cedida pelo Dr. Luiz Tadeu
Figueiredo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de

Séo Paulo (USP). Esta amostra foi isolada em epidemias no municipio de
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Ribeirdo Preto/ SP e multiplicada em cérebro de camundongo e em cultivo
celular de C6/36.

As amostras de soro enviadas pela Fundacdo Ezequiel Dias, Belo
Horizonte, MG, foram coletadas de pacientes que apresentaram manifestacoes
clinicas de dengue relacionando com a sintomatologia de FD, manifesta¢des
hemorragicas (MH) e FHD/SCD. Os soros foram de pacientes da regido
metropolitana de Belo Horizonte, coletados no periodo de 2001 a 2005 e foram
fornecidas informacBes sobre as manifestagcbes clinicas. Recentemente,
amostras de soro de pacientes com manifestacées do dengue foram enviadas
ao laboratorio de virus pelo Prof® Luis Felipe Leomil Coelho da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) de um surto da doenca ocorrido na cidade de Teresina,
Pl, nos anos de 2006 e 2007, com mais de quarenta mil casos registrados

naquela cidade.

Foram obtidas as seguintes amostras de virus e estas foram isoladas a
partir de passagens sucessivas dos soros de pacientes em cultivo celular, apés
efetuar reindculos na monocamada de células (ver subitem 4.2.1), até a
visualizacdo de efeito citopatico caracteristico da infec¢do pelo virus. Sendo
obtidas as amostras: Dengue virus 1 (109-FD), Dengue virus 1 (240-FHD) em
quarta passagem e Dengue virus 3 25(MG), 375(MG) gendtipo | (Figueiredo et
al., 2008) ambos isolados de Minas Gerais e 0 Dengue virus 3 64(PIl) genétipo
I1l, isolado de paciente de Teresina, Piaui, todos os DENV-3 foram isolados em

terceira passagem em cultura de células C6/36.

4.2.1 — Multiplicacéao viral

A amostra de DENV-2 foi inoculada com m.o.i de 0,1 em células C6/36
sendo visualizadas diariamente, ao microscopico Optico, até as células
apresentarem efeito citopatico (ECP) quando comparadas com as células
controle. Quando a formagé&o de sincicios foi superior a 50% o sobrenadante
foi centrifugado a 1680 x g por 15 min a 4°C em centrifuga Sorvall RT-
6000B, rotor H1000B. O sobrenadante clarificado foi coletado e distribuido
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em aliquotas de 0,3mL e congelado em freezer a - 70°C até o uso. Para as
amostras clinicas de DENV-1 (109-FD) e (240-FHD) e DENV- 3 25(MG),
(375-MG) |, descritas acima, foram multiplicadas em 52 e 42 passagens,
respectivamente, para producado de estoques virais e tituladas para posterior

uso.
4.2.2 - Titulagdo

4.2.2.1 - Determinacéo de unidades formadoras de placa — UFP

Em placas de 6 camaras foram implantadas 1,5 x 10° células/camara.
As células, LLC-MK2, foram cultivadas por 24 horas, em DMEM, com 5% de
SFB até apresentarem confluéncia de 90% e 400 pL das cinco diluicdes (10
a 10™) seriadas do virus, a ser titulado, foram inoculadas nas monocamadas
de células confluentes, sendo que uma camara foi utilizada como controle
com células com meio de cultura. Ap6s uma hora de adsorcdo, durante as
quais as placas foram homogeneizadas a cada 10 minutos, o meio foi
desprezado, as células lavadas com PBS e em seguida foi adicionado o
meio semi-sélido contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC)
(Merck® Germany) e meio-199 (GIBCO BRL®, EUA), com 2% de SFB, e as
placas incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apés 7 dias a
monocamada foi fixada com formol a 10% em PBS por 30 minutos e,
posteriormente, foram coradas com solug¢ao contendo 1% (p/v) cristal violeta
em PBS por 10 minutos. O numero de placas de lise foi contado na diluicdo
gue apresentar entre 20 e 200 placas. O titulo das amostras virais foi

expresso em unidades formadoras de placa por mililitro (ufp/mL).

4.2.3 - Purificagcdo do Dengue virus (Kuhn et al., 2002).

O volume (~180 mL) do sobrenadante com o Dengue virus foi clarificado
por centrifugacdo 1.876 x g por 10 min a 4°C (Centrifuga Mega 21R- rotor
A50M-6) e, em seguida, precipitado com polietilenoglicol (PEG) 8% p/v em

banho de gelo sob agitacdo constante e suave até a completa solubilizacdo. A
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mistura foi mantida em banho de gelo e repouso por 30 min e entdo
centrifugado a 15.000 x g por 30 min hora a 4°C (Centrifuga Mega 21R-rotor
A50M-6). O sedimento foi homogeineizado em 1mL em tampédo TES (0.01M
Tris; 0.15M NaCl; 0.001M EDTA; pH 7.2). Esta suspenséo foi depositada sobre
um gradiente descontinuo de tartarato de potassio (10 - 40%) e glicerol (7,5 -
30%) e centrifugado a 174.316 x g a 4°C por 1 hora em ultracentrifuga (MWDR-
Sorvall® Combi - rotor TH-641). Varias fases ao longo do gradiente foram

coletadas em aliquotas de 1,3 mL e titulado virus de cada uma das fracdes.

4.3 - Isolamento viral a partir de soros de pacientes (Figueiredo et al.,
2008).

Para o isolamento de Dengue virus foram utilizados soros de pacientes
suspeitos de infeccdo pelo Dengue virus relacionados com a clinica
sugestiva para FD e FHD. Garrafas de 25 cm?foram implantadas com C6/36
e crescidas em meio L-15 (GIBCO BRL®, EUA) modificado, suplementado
com 10 % SFB. Quando as monocamadas apresentaram 80-90% de
confluéncia, foram inoculadas com 50 pL de soro diluido em 450 pL de meio
L-15 (diluidos 1:10) sem SFB e incubadas, por 1 hora, sob homogeneizacao
de 15 em 15 minutos. Em seguida, foi adicionado meio L-15 com 2% de SFB
e as células foram mantidas em estufa B.O.D., a 28°C, durante 7 a 10 dias.
Apods este tempo, os sobrenadantes foram aliquotados e mantidos a - 70 °C.
Também foram feitas diluicbes maiores com objetivo de diminuir a
citotoxidade do soro em células C6/36. 50 pL do soro foram inoculados em 5
mL de meio L-15 (1:100), com 2% de SFB, ndo sendo feita adsor¢ao durante
1 hora, sendo incubados em estufa B.O.D a 28°C, durante 7 a 10 dias. O
isolamento dos virus em células C6/36 foi obtido apds varias passagens

cegas.

4.4 — AFM

As particulas de DENV-2 que foram visualizadas neste trabalho foram

multiplicadas em células C6/36. Apos purificagcdo de acordo com Kunh e
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colaboradores (2002) trés microlitros foram depositados em substrato de
mica clivada e mantidos a temperatura ambiente da sala (~ 18°C) por 10’
para secar a gota. ApOs secar foi lavado, cuidadosamente, com agua
bidestilada, e rapidamente, secada com jato de argdnio e acoplada ao
microscépio onde foram capturadas as imagens. Estas imagens foram
obtidas, por “tapping mode”, através de sondas comerciais de silica com
forca constante de 29-61 N/m e uma curvatura nominal tip radius de 5 -
10nm, utilizando o Nanoscope llla Multimolde AFM (Digital Instruments,
Santa Barbara, CA).

4.5 — Modelo murino

Foram utilizadas as linhagens de camundongos: C57BIl/6, BALB/c com 2
semanas e camundongos adultos entre 5 a 9 semanas de idade. Todos o0s
camundongos foram obtidos do CEBIO (Centro de Bioterismo), do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
mantidos, manipulados e sacrificados conforme recomendagdes do “Guia de
Manutencédo e Uso de Animais de Laboratorio” e de acordo com o Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, conforme protocolo
096/04 aprovado (em anexo). Os camundongos C57BIl/6 IFN-y -/-, C57BL/6
TNFr p55 -/- e C57BL/6 iINOS -/- (cedidos pela professora Leda Quércia/lUFMG)
foram utilizados neste trabalho.

4.5.1 - Inoculacdo dos camundongos via intracerebral, intraperitonial,

intravenosa, intradérmica (1.D.) e subcutanea (S.C.).

Os DENV-1 (109-FD), (240-FHD), DENV-3 (25-MG), (375-MG) |,
DENV-3 (64-PI) Il e DENV-2 padréo foram inoculados em diferentes
concentracfes, em diferentes volumes de acordo com a via de inoculacéo
em meio L-15 (GIBCO BRL®, EUA) suplementado com 50 pg/ml gentamicina
sem SFB. As inoculac¢des foram feitas com os animais anestesiados, por via

[.C. com 20uL, no lobo anterior direito dos camundongos, ou por via I.P. na
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porcao ventral com 200uL ou por via L.V., pela veia caudal, com 100uL ou
pelas vias I.D. e S.C., na porcao ventral dos animais, com 100uL dos virus
com o auxilio de seringas de tuberculina descartaveis (BD Plastipak 0,38 x
13- 27,5 G*?). Camundongos controles, nas diferentes vias de inoculac&o,
passaram por igual procedimento, sendo inoculados com 0s mesmos
volumes do meio de cultivo celular, L-15, ao invés dos Dengue virus. Os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia, ICB /
UFMG, em microisoladores, com livre acesso a racdo e agua, e sob ciclo

claro/escuro.

4.5.2 - Anestesia e processos de retirada de 6rgéos e soro.

Os camundongos foram observados e os sinais clinicos da doenca
anotados, diariamente. Os animais foram anestesiados (Injecéo
intraperitonial de 50uL de uma solugdo contendo 1.300uL de Ketamina
(Vertanarcol®) a 50 mg/mL, 200uL de Cloridrato de Xilazina (Kensol®) a
20mg/mL e 1.500uL de PBS e sacrificados em diferentes dias pés-infecgao.
Os 6rgdos como cérebro, pulmdes, figado e baco foram removidos de
maneira asséptica, separados em microtubos e, rapidamente, congelados
em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer -70°C
qguando utilizados para titulacéo viral e CBA (ver item 4.7) ou em solucéo de
formol 10% em PBS, pH 7,4, quando utlizados para analises

histopatologicas.

Os camundongos, anterior ao sacrificio, foram anestesiados e o sangue
total dos animais foi coletado com anticoagulante EDTA 0,1M pela veia do
plexo braquial dos camundongos. Os soros foram obtidos a partir do sangue
total e mantido a 37°C por 15 minutos, 30 minutos a 4°C e em seguida,
centrifugado a 3000 r.p.m., em microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5417R),
por 10 minutos a 4°C. O soro foi coletado e armazenado, em microtubos, em
freezer —70°C para uso.
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A eutanasia dos animais com sinais clinicos graves de encefalite por
deslocamento cervical, assim como todos 0s outros processos envolvendo
camundongos foi aprovada previamente em projeto de acordo com o CETEA
da UFMG.

4.5.3 — Maceracao e titulacdo dos 6rgéos

Para titulacdo de virus dos 6rgdos dos camundongos, estes foram
macerados, com auxilio de pistilos plasticos em 400uL/6rgao de meio DMEM
sem SFB ou com homogeneizador Polytron. O macerado foi centrifugado a
8000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C em microcentrifuga (Eppendorf, modelo
5417R). Os sobrenadantes coletados de cada o6rgdo foram diluidos nos
mesmos procedimentos, do item 4.2.2, e adsorvidos em placa de 6 camaras
com monocamada de células LLC-MK2 confluentes e homogeneizadas por 1
hora a cada 10 minutos. Como controle foi utilizado uma cadmara com células
nao infectadas. Os titulos dos érgdos dos camundongos foram expressos
em p.f.u./mL. Os érgdos de camundongos adultos utilizados foram: 200-300
mg de cérebro, 150-200 mg dos pulmdes, 400-500 mg do figado e 100 mg
do baco.

4.6 - Cytometric Bead Assay - CBA (BD).

4.6.1 — Ensaio para deteccdo de citocinas no cérebro e soro de
camundongos, por citometria de fluxo, inoculados com diferentes

Dengue virus .

Para o ensaio, CBA, dos ceérebros, 100 mg em média dos cérebros
foram pesadas e homogeneizadas em 1mL de solucdo de extracao de citocinas
(NaCl 0.4 M, NaPO4 10 mM, PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetonio 0.1 mM,
EDTA 10 mM, tween 20 0.05%, 0.5% de BSA, 20 mL de aprotinina), numa
relacdo de 10% peso/volume, e posteriormente centrifugados a 250 x g durante

15 minutos a 4°C.
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Os homogenatos de cérebro e soros dos camundongos extraidos foram
utilizados para quantificacéo das citocinas e quimiocinas: interleucina -6 (IL-6),
interleucina -10 (IL-10), proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1),
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alpha (TNF-o) e interleucina-
12p70 (IL-12p70) pelo sistema CBA (Mouse Inflammation Kit - BD™) de
animais inoculados com as amostras Dengue virus 3 375(MG) gendtipo | e
64(P1) genétipo Il com 4 x 10? p.f.u. de ambos os virus. O ensaio foi realizado
conforme com metodologia do fabricante modificado. Uma mistura de 2,5 pL de
cada esfera de captura das seis citocinas (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e
IL-12p70) avaliadas mais 0 mesmo volume do diluente G foi preparado e
acrescentado 25 pL a uma placa de poliestireno de 96 pocos de fundo em U
(NUNC MaxiSorp™). Foram preparadas também aliquotas de 25uL de padrdes
em diluicdes seriadas com diluente G (Mouse Inflammation Kit CBA - BD™) nas
concentracfes de 10.000pg/mL a 4,57pg/mL, com 6 pontos do intervalo, para
construir uma curva padrdo ou com 25 pL das amostras de sobrenadante de
cérebros e soros. O reagente de deteccao conjugado a um fluorocromo PE (25
uL) foi acrescentado a cada poco e incubado por 2 horas a T.A. sobre o abrigo
da luz. Foram preparadas aliquotas com 25 pL de diluente G como controle
(branco). ApOs este periodo a placa foi lavada com 150 pL de tampao de
lavagem F (Mouse Inflammation Kit CBA - BD™) e centrifugadas 200 x g por 3
minutos. O sobrenadante foi aspirado e o sedimento com as esferas foram
homogeneizados em 200 pL da solugcdo F. Imediatamente a aquisicao dos
dados foi quantificada pelo nivel de fluorescéncia das esferas no citbmetro de
fluxo FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA) e analisados com este

programa.
4.7 - Histopatologia

Para estudos histologicos, camundongos foram anestesiados e
sacrificados, no 7° e 8° dia p.i., e 0s 6rgdos foram fixados por imersdo em

solucdo de formol 10% tamponado em PBS por no minimo 24 horas.

Posteriormente, foram submetidos a processamento histolégico de rotina para
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inclusdo em parafina. Cortes de 4 um foram obtidos em laminas histolégicas,
corados por Hematoxilina e Eosina (H&E) e analisados a um microscépio de
luz Olympus acoplado a camera digital. Um sistema de captura de imagens

(Pro-Express) foi utilizado para documentacao.

4.8 — Quantificacdo do global de células brancas, leucécitos (WBC), no

sangue total dos camundongos.

Depois de anestesiados, no momento do sacrificio dos animais o
volume em torno de 300uL de sangue com EDTA foi coletado através de
ponteiras de 1mL, homogeneizado e conduzido ao laboratorio de analises
clinicas para contagem de células sanguineas (eritrograma e leucograma) e

calculo de indices hematimétricos por aparelho Coulter Counter S-Plus JR.

4.9 — Andlise estatistica dos dados

As andlises estatisticas sdo apresentadas como a média £+ EMP por
grupo de trés até sete animais. Os resultados foram analisados utilizando o
programa GraphPrism versdo 3.0, através do teste t de Student’s
paramétrico ou analise de variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de
Newman-Keuls para multiplas comparacdes. Para analise das medianas dos
dados nao-paramétrico foi empregado o teste de Kruskal-Wallis com poés-
teste de Dunns para multiplas comparacfes. Em quaisquer das avaliacdes
empregadas o0s niveis de significancia dos dados obtidos foram

considerados, estatisticamente, relevantes com um valor de p < 0,05.
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V - RESULTADQOS
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5.1 — Multiplicacéao e titulacbes das amostras virais.

Para obtencdo de amostras virais para experimentos, monocamadas de
células C6/36 confluentes em garrafas de 175 cm? foram infectadas e
adsorvidas com os virus em uma m.o.i de 0,1 e acompanhadas durante 7-8
dias p.i.. O aparecimento de efeito citopatico, com formacao de sincicios foi
observado em 80% das células. O sobrenadante das células foi coletado e
centrifugado. O titulo foi determinado por ensaio de placas em células LLC-
MK2. Foram obtidos Dengue virus 1 e 2 titulos de 3 x 10° p.f.u./mL e 7,5 x 10°
p.f.u./mL,respectivamente. Os virus isolados de amostras clinicas: Dengue
virus 1 (109-FD) e (240-FHD), Dengue virus 3 (25-MG), (375-MG) gendtipo | e
Dengue virus 3 64(P1) genétipo Il apresentaram titulos de 2 x 10° p.f.u./mL, 3
x10" p.fu/mL, 2,2 x 10° p.fu/mL, 2 x 10° p.fu/mL e 2 x 10’ p.f.u./mL,

respectivamente.

O sobrenadante de Dengue virus 2 foi utilizado para purificacdo, segundo
Kuhn e colaboradores (2002), e conforme materiais e métodos (ver item 4.2.3).
A purificacao foi feita em gradiente descontinuo de tartarato de potassio e
glicerol. Nao foi possivel visualizar uma banda e as fracbes do gradiente, do
topo ao fundo do tubo, foram coletadas e tituladas para deteccdo do virus. A
maior quantidade do Dengue virus foi detectada em trés fracdes do gradiente
com concentracdo de 16-22% do tartarato e 27.5% -22,5% de glicerol. As
maiores quantidades do virus obtidas foram as fracdes 3, 4 e 5, com titulos de

4,5 x 10* p.f.u/mL, 4 x 10° p.f.u/mL, 1,5 x 10° p.f.u/mL, respectivamente.
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5.2 - Visualizagdo e analise ultraestrutural do Dengue virus, por
Microscopia de Forca Atdmica (AFM).

Com o objetivo de visualizar o DENV apoés purificacdo em gradiente de
tartarato de potassio e glicerol e avaliar a pureza do virus obtido foram
capturadas imagens por microscopia de forca atdbmica (AFM), utilizando
Nanoscope llla Multimode - AFM (Digital Instruments, Veeco Metrology, Santa
Barbara, CA).

As imagens de altura e fase foram capturadas e trabalhadas com
ferramentas disponiveis no programa do fabricante (Digital Instruments, Veeco
Metrology, Santa Barbara, CA) e através das imagens geradas por AFM foi
observada a integridade da particula, o grau de purificacdo do virus (1A-C) em
relacdo as amostras do DENV sem a etapa de purificacdo (2A-C) em diferentes
aumentos (10, 3,5 e 1 um) nos painéis mostrado na figura 4. Pode ser
visualizado no painel 2 (figura 4A-F) que foram encontradas sobre os virus néo-
purificados impurezas, possivelmente, originadas de proteinas celulares, debris
celulares e/ou sais contidos no meio de cultura, como visto na imagem da

figura 4F.
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Figure 4: Imagens bidimensionais de AFM. Imagens obtidas empregando-se 3 uL do
Dengue virus 2 depositados em mica clivada a temperatura ambiente (~ 18°C) por 10’, apds
lavado com &gua bidestilada, rapidamente, secas com jato de argdnio e capturadas com
sondas por “tapping mode”, utilizando Nanoscope llla Multimolde AFM (Digital Instruments,
Santa Béarbara, CA). No painel da esquerda (1A, 1B e 1C) sdo observadas particulas virais
purificadas e virus individualizados indicado pelas setas nas figuras B e C. No painel da direita
(2D, 2E e 2F) imagens de virus ndo purificados cobertos por substancias (sais) presentes no
meio de cultura. As particulas podem ser visualizadas nas setas indicativas dos painéis B, C, E
e F. Scan size: (A) 10.0 ym por 10.0 ym; (B) 3.50 uym por 3.50 ym; (C) 1.00 ym por 1.00 ym ;
(D) 10um por 10 ym; (E) 3.00 ym por 3.00 ym; (F) 1.00 ym por 1.00 pm.
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Com as diversas imagens capturadas foram realizadas medidas
horizontais (L), diametro, pela técnica de AFM através de ferramentas do
programa (“Section Analysis”). As particulas de DENV purificadas foram

medidas obtendo diametro médio de 55nm £ 10,22nm (figura 5).

Com a intencdo de avaliar as particulas por outras metodologias foram
feitas as medidas horizontais a partir das imagens, de altura (figura 6A) e fase
(figura 6B), capturadas no painel 1C (figura 4), sendo utilizado a ferramenta de
zoom na area demarcada (figura 6A) para proporcionar um aumento, onde sédo
visualizadas duas particulas virais esféricas do DENV (figura 6C) e com

didmetro uniforme, com valores de 57 e 58 nandmetros.

Apbs descongelamento e preparacdo da amostra viral, conforme
metodologia no item 4.4, e um periodo de observagdo e captura de imagens (~
3 horas) a temperatura ambiente da sala (18°C), foi visualizada a exposi¢do do
acido ribonucléico, RNA, no estado nativo, sem o uso de tampdes ou calor, e a
analise dos aspectos na topologia das particulas do Dengue virus foram feitas
(figura 7). A liberacdo do RNA, que constitui o 4cido nucléico componente do
Dengue virus, ocorreu e foi observado através da circularizacdo do mesmo por
imagens de altura, fase e tridimensional (figura 7A e 7B), que se faz através de
interacbes das regides nao-traduzidas 3’ e 5° UTR. Na figura 7D, onde é
visualizada uma imagem de circularizagdo foi utilizada a ferramenta do
programa “Section Analysis” em “Average” que apresenta como resultado a
média dos tragos dentro da area delimitada para medir a espessura do RNA,

exposto da particula viral, com 1,3 nm.
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Section Analysis

Section Analysis

Figura 5: Medidas horizontais das particulas virais. Imagens obtidas empregando-se 3 uL
do Dengue virus 2 purificado depositados em mica clivada a temperatura ambiente (~ 18°C) por
10’, apds lavado com agua bidestilada, rapidamente, secas com jato de argbnio e capturadas
com sondas por “tapping mode”, utilizando Nanoscope Illa Multimolde AFM (Digital
Instruments, Santa Béarbara, CA). A - Particulas virais apresentam, relativamente, medidas
similares com 46nm de diametro. B - Dengue virus com medidas e diametro semelhantes com
53 e 56nm (medidas horizontais de 55nm + 10,22). Scan size: (A) 2.00 ym por 2.00 ym; (B)
500nm por 500 nm.
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Figura 6: Imagens de altura, fase e zoom da particula de Dengue virus. Foram feitas
medidas horizontais do Dengue virus 2 purificado empregando-se 3 pL do virus depositado em
mica clivada a temperatura ambiente (~ 18°C) por 10’, apés lavado com agua bidestilada,
rapidamente, secas com jato de argbénio e capturadas com sondas por “tapping mode”,
utilizando Nanoscope llla Multimolde AFM (Digital Instruments, Santa Barbara, CA). A —
Imagem de altura onde seleciona uma area com duas particulas virais onde foi realizado um
zoom. B — Imagem de fase a qual privilegia a visualizacdo da superficie da mica e a topologia
do Dengue virus. C - Particulas do Dengue virus, apds zoom, com medidas horizontais
apresentando um diametro uniforme (de 57nm a 58nm). Scan size: (A) 1.0 ym por 1.0 uym; (C)

500nm por 500nm.
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Figura 7: Circularizacdo do RNA de altura, fase, com zoom, imagem tridimensional (3D) e
medida da espessura do RNA. Foram obtidas imagens, por AFM, do Dengue virus 2
purificado empregando-se 3 ulL do virus depositado em mica clivada a temperatura ambiente (~
18°C) por 10’, apds lavado com agua bidestilada, rapidamente, seca com jato de argénio e
capturadas com sondas por “tapping mode”, utilizando Nanoscope llla Multimolde AFM (Digital
Instruments, Santa Barbara, CA). A — Imagem de altura e fase onde € visualizado a
circularizacdo do acido nucléico entre as particulas virais. B — Imagens, com zoom e em 3D,
da circularizagdo do RNA com a visualizacdo da topologia do Dengue virus. C — Circulariza¢do
do RNA de Dengue virus com medidas em “average” apresentando uma espessura de 1,3 nm.
Scan size: (A) 1.5 ym por 1.5 pm; (B) 900nm por 900nm; (C) 300nm por 300nm.
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5.3 — Determinacgéo da via de inoculagéo e susceptibilidade a infec¢gao por

Dengue virus em diferentes linhagens de camundongos.

Camundongos BALB/c, com 2 semanas de idade, foram inoculados
com 1,5 x 10* p.f.u. de Dengue virus 2. Os volumes de inoculacdo variaram,
de acordo, com as vias de inoculacdo empregadas: I.C., in6éculo de 20uL,
I.P. de 200uL e ILV. de 50uL. Estes animais foram acompanhados,
diariamente, e no 10° dia p.i. somente os camundongos inoculados, por via
I.C., apresentaram sinais clinicos de encefalite, ou seja, paralisia de
membros posteriores, perda do equilibrio, arqueamento do dorso,
ericamento dos pélos, e consequente perda de peso comparado aos animais
controles, inoculado com meio L -15, conforme mostrado na figura 8. Destes
camundongos foram retirados o cérebro, pulmédo, baco, figado e sangue
total. Os oOrgdos foram macerados e o0s sobrenadantes empregados na
determinacao do titulo do virus. O virus foi detectado somente no cérebro na
concentracdo de 7,5 x 10° p.f.u./mL. Os camundongos inoculados pelas vias
I.P. e I.V. ndo apresentaram sinais clinicos da doenca.

Um estudo comparativo foi feito em camundongos BALB/c e C57BI/6. Os
camundongos de ambas as linhagens com idade de 2 semanas de idade foram
inoculados com 1,5 x 10* p.f.u./0,02mL do Dengue virus 2, via I.C.. Em
camundongos BALB/c, os primeiros sinais clinicos caracterizados por paralisia
dos membros, perda do controle motor, dentre outros sinais, ocorreram no 7°
dia p.i.. Entre 0 8° e 0 11° dia p.i. 0s camundongos apresentaram paralisia, com
reducédio de 30% do peso e o titulo de virus detectado no cérebro foi de 9 x 103
p.f.u./mL (tabela 5) com mortalidade de 90% dos animais infectados até o 12 °
dia p.i. (figura 9). Nos camundongos C57BI/6, no 7° dia p.i., um dos animais
apresentava paralisia e 30% de reducéo de peso. Entre 0 08° e o 10° dia p.i.,
100% dos camundongos infectados que apresentaram paralisia morreram

(figura 9). O titulo do virus detectado no cérebro foi 2 x 10* p.f.u. / mL (tabela 5)
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Figura 8: Sinais clinicos observados em camundongos BALB/c, com 2 semanas de
idade, inoculados com 1,5 x 10* p.f.u., em um volume de 20uL, via I.C., com Dengue virus
2. As fotografias evidenciam sinais apresentados em A — Camundongo controle inoculado com
meio de cultura (L-15), B — animal com arqueamento do dorso, C - camundongo com cegueira
no olho direito e paralisia e D — paralisia dos membros posteriores e piloerecdo do animal

infectado (1) comparado ao controle (2).
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Tabela 5. Determinacdo dos titulos de virus (p.f.u./mL) em 6rgdos de camundongos
BALB-c e C57BI/6, infectados, via I.C ., com 1,5 x 10* p.f.u., em um volume de 20uL, do
Dengue virus 2.

CEREBRO? FIGADO BACO PULMAO
(p.f.u/mL)
BALB/c 9 x 10°+ 2 x 10° ND" ND" ND"
8°diap.i.
C57BI/6 2 x 10%+ 10* ND" ND” ND"
7° diap.i.

% média + desvio padro dos titulos de 3 camundongos de cada linhagem.
ND"- ndo detectado.
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Figura 9: Curva de sobrevivéncia de camundongos BALB/c e C57BI1/6, com 02

semanas de idade, infectados com Dengue virus 2. Camundongos BALB/c (controle, n=3,

losango) e C57BI/6 (controle, n=2, quadrado) foram inoculados com 20uL de meio L-15 ou com 1,5
x 10*p.f.u./0,02mL, via I.C., do Dengue virus 2 (BALB/c -circulo, n= 10 e C57BI/6 - triangulo, n= 4).
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5.4 - Viruléncia de amostras clinicas isoladas de pacientes com
manifestacdes de febre classica do dengue (FD) e febre hemorragica do
dengue (FHD).

5.4.1 — Viruléncia de diferentes sorotipos no modelo murino.

O objetivo foi avaliar a viruléncia do DENV em camundongos C57BI/6,
com 2 semanas, inoculados via I.C., com amostras isoladas de surtos ocorridos
na regido metropolitana de Belo Horizonte. Estas amostras foram isoladas a

partir de soro de pacientes, com clinica sugestiva de FD e FHD.

Camundongos C57BI/6, com 02 semanas de idade, foram infectados com
4 x 10° p.f.u., em volume de 20uL, por via I.C., da amostra de DENV-1 (109)
isolada de paciente com FD. Nenhum dos animais inoculados apresentou

sinais clinicos e nem perda de peso durante 20 dias p.i..

Camundongos C57BI/6, com 2 semanas, foram inoculados com 4 x 10°
p.f.u., em volume de 20uL, da amostra DENV-3 375(MG) gendtipo | (Figueiredo
et al., 2008) isolada de paciente com FHD, e os animais apresentaram no 5°
dia p.i., perda do equilibrio, espasmos e tremores, evoluindo para paralisia dos
membros posteriores entre o 6° dia e o 7° dia. No intervalo do 6° ao 7° dia p.i.

todos os camundongos inoculados haviam morrido (figura 10).

Visando avaliar a viruléncia deste isolado DENV-3 375(MG) I, em
camundongos adultos, foram feitas inocula¢cdes de camundongos C57BI/6, com
5 semanas de idade, com 4 x 10°p.f.u./camundongo, via I.C.. Os camundongos
apresentaram inicio dos sinais clinicos para encefalite e mortalidade a partir do

7° dia p.i. com mortalidade total até o 8° dia p.i. (figura 10).
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Figura 10: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6, com 2 e 5 semanas,
infectados com o Dengue virus 3 375(MG) |I. Camundongos C57BI/6 de 2 semanas ou 5
semanas foram inoculados com 20uL de meio L-15 (controle, n=2, quadrado) ou 4 x 10° p.f.u.

com Dengue virus 3 375(MG) |, via I.C.. (h=4, 2 semanas=circulo; 5 semanas = triangulo).
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Ap0s verificar a mortalidade nos camundongos C56BI/6 adultos, com o
DENV-3 375(MG) I, inoculados via I.C., foi avaliada a dose dependéncia,
fazendo-se a inoculacdo com diferentes concentracdes do mesmo virus. A
dose empregada foi de 4 x 10° p.f.u. e 4 x 10? p.f.u., em volumes de 20uL, com
um quatro animais para cada dose administrada nos animais infectados e trés
nos controles. Os camundongos inoculados com 4 x 10° p.f.u., apresentaram
inicio dos sinais clinicos com tremores e espasmos intercalados entre 0 5° e 0
6° dia p.i., evoluindo para paralisia dos membros posteriores, arqueamento do
dorso, sem resposta a estimulos (apaticos) e sem movimentacao. No intervalo
do 6° ao 8° dia p.i. todos os animais haviam morrido (Figura 11). Os animais
inoculados com 4 x 10? p.f.u. apresentavam sinais de encefalite com perda do
equilibrio, no 7° dia p.i., espasmos e tremores intermitentes. Entre o 7° e 0 9°

dia p.i. todos os animais haviam morrido (Figura 11).

De forma a estabelecer se camundongos C57BI/6 adultos eram
susceptiveis a estes virus em outras vias de inoculagdes, além da via I.C.,
camundongos C57BI/6 foram inoculados com DENV-3 375(MG) I, via |.P. e
I.V. com diferentes doses do virus para avaliar possiveis sinais clinicos.
Quatro camundongos C57BI/6 foram inoculados via I.P., com 4 x 10° e 4 x
10? p.f.u., em volumes de 20uL, e foram empregados e trés animais como
controles. Estes camundongos inoculados ndo apresentaram nenhum dos
sinais clinicos ja descritos, até o 35° dia p.i.. Os camundongos C57BI/6
inoculados via I.V., com a mesmas doses, também nao apresentaram sinais
clinicos até o 35° dia p.i.. Foram feitas ainda, inoculacdes, com as mesmas
doses, pelas vias intradérmica (I.D.) ou subcutanea (S.C) com a amostra
DENV-3 375(MG) | em camundongos para verificar se apresentariam sinais
de encefalite. Os camundongos foram acompanhados por 20 dias p.i. estes

animais permaneceram sem altera¢des para sinais clinicos.

Os animais inoculados com DENV-3 375(MG) I, nas 2 vias de inoculacéo,

I.P. e I.V., foram reinoculados com 4 x 10? p.f.u. do mesmo virus, via I.C., e a
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ocorréncia dos sinais clinicos foi acompanhada como a seguir.
Camundongos reinoculados (n=4), via I.C. (I.C. p6s I.P.), apresentaram
sinais como tremores, espasmos e paralisia, entre o 7° e o 8° dia p.i., e dois
animais moribundos foram sacrificados para retirada de 6rgaos e o soro foi
obtido. No 9° e 10° dia p.i., os camundongos apresentaram sinais de
encefalite, paralisia nos membros posteriores. No 11° dia p.i., 0S quatro
camundongos haviam evoluido para o 6bito. Os camundongos reinoculados
(n=4), via I.C. apo6s |.V., ndo apresentaram nenhum dos sinais para
encefalite comparados aos controles, até o 7° dia p.i.. No 9° dia p.i., um dos
animais apresentava encefalite e os demais permaneceram sem apresentar
sinais clinicos. Assim, houve mortalidade de 100% e 25% nos reinoculados,
via I.C. com o DENV-3 (I.C. p6s I.P.) e nos camundongos reinoculados (I.C.

pés 1.V.), respectivamente.
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Figura 11: Viruléncia em camundongos C57BI/6, com 5 semanas, infectados com 400 e
4000 p.f.u. do DENV-3 375(MG) I. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com 20uL de meio
L-15 (controle, n=3, quadrado) ou com 4 x 10° p.f.u., via I.C., do Dengue virus 3 375(MG) |

(n=4, circulo) ou 4 x 10° p.f.u. (n=4, triangulo).
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Outras amostras de virus isoladas de pacientes foram inoculadas em
camundongos C57BI/6 adultos. As amostras isoladas de pacientes Dengue
virus 1 (109 - FD), (240 - FHD) e Dengue virus 3 25 (MG) e 375(MG) | foram
inoculadas, por via I.C., na concentracdo de 4 x 10% p.fu.. Os animais
inoculados com DENV-3 25(MG) | apresentaram sinais de encefalite, perda do
controle motor, tremores e espasmos, mas ainda apresentando movimentacao
no 6° dia p.i.. No 7° dia p.i. trés animais apresentaram paralisia, ericamento dos
pélos e ndo tinham movimentagdo e dois animais apresentaram 0s primeiros
sinais com tremores e espasmos. Até o 8° dia p.i., todos os animais haviam

morrido (figura 12).

Para a amostra de DENV-3 375(MG) I, com a mesma dose do virus, 0
inicio dos sinais clinicos foi detectado no 7° dia p.i. com a morte ocorrendo até
o 8° dia p.i. (figura 12). Os animais inoculados com a mesma dose de DENV-1
(109 - FD) e (240 - FHD) ndo apresentaram quaisquer sinais clinicos até o 30°
dia p.i. (figura 12). Assim, nos animais inoculados com as amostras DENV-3
25(MG) e 375(MG) gendtipo | ou nos animais inoculados com os isolados
DENV-1 (109 e 240) houve mortalidade de 100 e zero por cento,

respectivamente (figura 12).

79



100 +
& 80
8 =S Controle
@ —6— DENV-3 25(MG) |
; 60 - —2#A— DENV-3 375(MG) |
Q DENV-1 (109-FD)
5 — % — DENV-1 (240-FHD)
o 40 -
(]
©
o\o 20 |

0 ! | ! | ! | ! A D—& D—& ; ; A :
0 2 4 6 8 10 i 12 14 16 18 20 22
p.i.

Figura 12: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6, com 6 semanas, infectados
com diferentes amostras e sorotipos do Dengue virus. Camundongos C57BI/6 foram
inoculados com 20uL de meio L-15 (controle, n= 6, quadrado) ou com 4 x 10° p.f.u., via I.C.,
com as amostras Dengue virus 3 25(MG) (n= 6, circulo), 375(MG) | (n= 6, triangulo) ou Dengue

virus 1 (109 -FD) (n= 6, asterisco) ou (240 -FHD) (n= 6, asterisco).

80




5.4.2 — Avaliacao das alteragcfes no sangue periférico do modelo
murino.

De forma a analisar as alteracdes hematolégicas nos animais inoculados
com DENV-3 25(MG) e 375(MG) gendtipo I, no 7° e 8° dias p.i., foram feitos
contagem de leucécitos, eritrcitos e calculados os indices hematimétricos. O
sangue total foi coletado com anticoagulante (EDTA), ap0s procedimento de
anestesia dos animais, através da veia plexo-braquial. As tabelas 6 e 7 exibem
os dados do eritrograma de camundongos inoculados com as amostras DENV-
3 25(MG) e 375(MG) I. No que se refere a andlise das hemacias e o calculo
dos indices hematimétricos ndo houve variacéo significativa entre os grupos de

animais controles e inoculados com os Dengue virus.

Os camundongos inoculados  apresentaram uma  redugéo,
estatisticamente significativa ha contagem global de leucécitos, indicando uma
leucopenia dos camundongos infectados (WBC= 1840 e 2180,
respectivamente) em relagao aos controles (WBC= 5966), com um ***p=0,0003
nos camundongos com Dengue virus 3 25(MG) e ***p=0,0004 para 375(MG) |
(figura 13), no 8° dia p.i..
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Tabela 6. Eritrograma do sangue periférico de camundongos C57BI/6 infectados, via I.C.,
com 4 x102 p.f.u. do Dengue virus 3 375(MG) | e 25(MG) .

RBC HGB HCT (micro)
Amostras 10%/mm? g/dL %
Am 25(MG) | 8,23+ 0,64 12,46 £+ 1,61 33,25+1,70
Am 375(MQG) | 8,58 £ 0,46 13,12 + 0,97 35+0
Controles 7,76 £ 0,99 11,7 + 0,96 31,66 £ 3,05

Os resultados se referem a média + desvio padrdo obtidos de no minimo 3 animais.
RBC = contagem de hemacias

HGB = dosagem de hemoglobina
HCT micr = micrphematdcrito feito em microcentrifuga

Tabela 7. Indices do sangue periférico de camundongos C57BI/6 infectados, via I.C., com
4 x102 p.f.u. do Dengue virus 3 375(MG) | e 25(MG) |I.

VCM HCM CHCM
Amostras fl pg g/dL
Am 25(MG) | 45,56 + 0,46 15,92 £ 0,81 35,12 +1,84
Am 375(MG) | 46,2 + 0,79 25,94 +1,43 34,4+ 351
Controles 47,36 £ 0,64 15,13 + 0,87 31,96 + 2,02

Os resultados se referem a média + desvio padréo obtidos de no minimo 3 animais.
VCM = volume corpuscular médio

HCM = hemoglobina corpuscular média
CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média
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Figura 13: Contagem de leucécitos em camundongos C57BI/6 inoculados, 6 semanas, com
Dengue virus 3 25(MG) e 375(MG) gend6tipo |I. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com 4
x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do DENV-3 25(MG) e 375(MG) I, via I.C.. Entre o 7° 8° dia
p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de leucdcitos. As analises
obteve-se um valor de *** p=0,0003 para DENV-3 25(MG) (n=6) vs. controles (n=4) e um **
p=0,0004 para DENV-3 375(MG) | (n=6) vs. controle. Am=amostra.
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Quanto ao numero de linfécitos, os camundongos apresentaram uma
linfopenia absoluta, significativa, com um ***p =0,0005 para as amostras
DENV-3 25(MG) | (Linfécitos=1718) (figura 14) e com ***p < 0,0001 DENV-3
375(MG) | (Linfocitos=1581) quando comparados com 0s controles
(Linfécitos=5122) (figura 14). No que se refere a analise das hemécias e o
calculo dos indices hematimétricos ndo houve variagdo significativa entre os

grupos de animais controles e inoculados com os Dengue virus.

Os granulécitos, células componentes dos leucdcitos, representado,
principalmente, por neutréfilos foram analisados. Os granuldcitos apresentaram
uma diminuicdo significativa com um *p= 0,012 para as amostras de DENV-3
25(MG) (granulécitos=25) e com *p =0,014 DENV-3 375(MG) |
(granuldcitos=28) (figura 15) quando comparados com o0s camundongos

controles (granuldcitos=127).
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Figura 14: Contagem de linfocitos em camundongos C57BI/6, 6 semanas, inoculados com
Dengue virus 3 25(MG) ou 375(MG) genotipo |. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com
4 x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do DENV-3 25(MG) ou 375(MG) |, via I.C.. Entre 0 7° e 8°
dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de linfocitos. Nas
analises obteve-se um valor de *** p= 0,0005 para DENV-3 25(MG) | vs. controles e um *** p<

0,0001 para DENV-3 375(MG) | vs. controle. Am=amostra.
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Figura 15: Contagem de granuldcitos em camundongos C57BI1/6, 6 semanas, inoculados
com Dengue virus 3 25(MG) ou 375(MG) gendtipo |I. Camundongos C57BI/6 foram
inoculados com 4 x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 25(MG) ou 375(MG) |,
via I.C.. No 8° dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de
linfécitos. Nas analises obteve-se um valor de * p= 0,012 para DENV-3 25(MG) vs. controles e
um *p= 0,014 para DENV-3 375(MG) | vs. controles. Am=amostra.
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5.4.3 — Cinética de infeccdo na analise do sangue periférico do

modelo murino.

Camundongos C57BI/6 foram inoculados com Dengue virus 3 375(MG) |,
via I.C., com o objetivo de avaliar, através de uma cinética, a evolucdo dos
sinais clinicos. Estes camundongos foram sacrificados no segundo, quarto e
sexto dia p.i. em grupos de seis camundongos para detectar o titulo viral e a

contagem de células do sangue periférico.

No segundo dia p.i., ndo houve quaisquer alteragbes e/ou sinais clinicos
nos camundongos inoculados com o DENV-3 375(MG) |. Para as andlises de
células, o sangue total deste grupo foi coletado com EDTA. Nas andlises das
células leucocitarias apos 48 horas foi encontrada uma diminuicdo significativa
para o numero de leucécitos com um **p< 0,01, conforme observado no total
de leucdcitos (WBC= 5133) comparados aos controles (WBC=7883) (figura 16).
A contagem de linfocitos (Linfocitos= 4300) apresentou reducao
estatisticamente significativa (**p<0,01) comparado ao sangue total dos
controles (figura 17). A contagem global de leucécitos, no quarto dia p.i., foi de
2225 células, com uma diferenca estatisticamente significativa, comparados
aos controles, com valor de *** p< 0,001, evidenciando um decréscimo superior
a 50% comparados aos infectados, com 48 horas, com ** p< 0,01 (figura 16).
Contudo, na analise de linfocitos, no 4°d.p.i., foi detectada uma significativa
diminuicdo (Linfécitos= 1685) com um *** p <0,001 (figura 17). Esta diferenca
estatistica, para linfécitos, permanece significativa (**p<0,01), quando
comparamos 0s animais infectados entre os 2° e 4° dias p.i., e ainda entre o 2°
e 6° dias p.i. (figura 17). No sexto dia p.i., 0s camundongos apresentaram uma
diminuicao significativa com *** p< 0,001, com contagem de leucécitos (WBC=
1766), quando comparados aos controles (WBC= 7883) com reducdo de 78%
(figura 16). Os valores totais de leucocitos destes animais comparados aos
in6culos no 2° e 4° dias p.i., exibem uma leucopenia com um ** p< 0,01(figura
16). A linfopenia absoluta (Linfécitos= 1400) foi mantida com um valor de *** p<

0,001, conforme figura 17.
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Figura 16: Cinética de leucopenia em camundongos C57BI/6 inoculados com Dengue virus 3
375(MG) genoétipo |: contagem de leucécitos. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com 4
x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) I, via I.C.. No 2°, 4° e 6° dia
p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de leucdcitos. As analises
estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, ANOVA com teste Newman-Keuls, obtendo
um valor de **p < 0,01, no 2° dia p.i., para DENV-3 375(MG) | vs. controles, ***p < 0,001, no 4°
dia p.i., para DENV-3 375(MG) | vs. controles e um *** p< 0,001, no 6° dia p.i., para DENV-3
375(MG) | vs. controles e ainda com ** p< 0,01, leucopenia significativa, entre os inéculos
DENV-3 375(MG) | 2° d.p.i. vs. DENV-3 375(MG) | 4° d.p.i. e vs. DENV-3 375(MG) | 6° d.p.i..
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Figura 17: Cinética de linfopenia em camundongos C57BI/6 inoculados com Dengue virus 3
375(MG) gendtipo I: contagem de linfécitos. Camundongos C57BI/6 foram foram inoculados
com 4 x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) I, via I.C.. No 2°, 4° e 6°
dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de linfocitos. As
analises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, ANOVA com teste Newman-Keuls,
obtendo um valor de **p< 0,01, no 2° dia p.i.,, para DENV-3 375(MG) | vs. controles, *** p
<0,001, no 4° dia p.i., para DENV-3 375(MG) | vs. controles e um *** p< 0,001, no 6° dia p.i.,
para DENV-3 375(MG) | vs. controles e ainda um ** p< 0,01, significativo, entre os inéculos
DENV-3 375(MG) | 2° d.p.i. vs. DENV-3 375(MG) | 2° d.p.i. e vs. DENV-3 375(MG) |, no 6°
d.p.i..
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5.4.4 — Titulos de virus nos 6rgdos dos camundongos: cinética de
infeccéo

No 2° dia p.i., 0s 6rgdos extraidos (cérebro, pulmdes, figado e baco) foram
titulados, por ensaio de placas, e ndo foi detectada a presenca de virus em
nenhum dos o6rgaos. O virus foi detectado, no 4° dia p.i., no cérebro, dos
camundongos com um titulo de 3 x 10° p.f.u/mL. No entanto, ndo houve
formacéo de placas virais detectaveis nos demais 6rgdos analisados, como
também, ndo houve viremia sérica (tabela 8). No 6° dia p.i., 0s primeiros sinais
clinicos para encefalite ja haviam iniciado e os camundongos foram
sacrificados. O titulo viral nos 6rgaos e no plasma destes camundongos foi
analisado, obtendo-se um titulo de 2 x 10° p.f.u/mL no cérebro, ndo houve
viremia detectavel e os demais 6rgaos ndo apresentaram placas virais (tabela
8).
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Tabela 8. Cinética de infeccdo de virus por titulo viral, em camundongos C57BIl/6

infectados, via i.c., com Dengue virus 3 375(MG) |: determinacédo do titulo (p.f.u./mL) em
orgédos e sangue.

Camundongos ) . ~
C57BI/6. inoculados CEREBRO? FIGADO BAGO PULMAO VIREMIA
com 4 x 10° p.f.u. (p.f.u/mL)

02 dias p.i. ND" ND" ND" ND" ND”
(n=3)

04 dias p.i. 3x10%+ 1,7 x103 ND" ND" ND" ND”
(n=3)

06 dias p.i. 2x10°+ 10° ND" ND" ND” ND"
(n=3)

% média + desvio padréo dos titulos de 3 camundongos de cada linhagem.

ND"- n&o detectado
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5.5 - Estudo comparativo da viruléncia de amostras de DENV-3 375(MG)
genotipo | (Figueiredo et al., 2008) e Dengue virus 3 64(PI) gendtipo 1l

(segundo, Lanciotti et al., 1994) isolados de pacientes.

5.5.1 — Caracterizacdo das amostras de DENV-3 64(PI) gendtipo lll e
375(MG) gendbtipo |.

5.5.1.1-Alinhamento de nucleotideos e determinacdo das diferencas

Como a amostra DENV-3 375(MG) | apresentou caracteristicas de
viruléncia no modelo empregado de inoculagéo via I.C. em camundongos, foi
utiizado uma amostra isolada em epidemia do Piaui para estudos
comparativos. A amostra isolada no Piaui foi agrupada como do gendtipo 1ll. As
sequéncias dos genes C e prM e da regido 5’ ndo-traduzida dos Dengue virus 3
375(MG) | e 64(PI) Ill foram obtidas e compreendem 1182 nt. Estas sequiéncias
foram alinhadas utilizando o método “Multiple sequence alignment with

hierarchical clustering" — Multalign (Corpet, 1998).

A figura 18 mostra as duas sequéncias referente aos genes C e prM
alinhados assinalando as bases grafadas, em vermelho, que indicam
diferencas nucleotidicas entre as amostras estudadas. Apesar de as amostras
pertencerem ao mesmo sorotipo de DENV foram detectadas algumas
alteracbes de nucleotideos que resultaram, de acordo com Lanciotti e
colaboradores (1994), no seu agrupamento em genoétipos | (amostras do
sudeste Asiatico) e gendtipo Ill (Africa, Sri-Lanka e india) do Dengue virus 3
375(MG) e 64(PI), respectivamente.

92



64P1
375MG

64P1
375MG

64P1
375MG

64P1
375MG

64P1
375MG

64PI
375MG

64PI
375MG

64PI
375MG

64PI
375MG

1
AAGCTTGCTT

121
TCAACTGGAT

241
GGAGTTTTGG

361
TGTCTCATGA
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CCTGAAAGGC
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360
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480
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600
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720
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840
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960
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1080
CATTGAGGGG

Figura 18: Alinhamento de nucleotideos, dos genes C e prM e da regido 5’ nao-traduzida com 1182nt, das amostras Dengue virus 3 375(MG)

genotipo | e Dengue virus 3 64(Pl) genétipo lll. Diferengas de nucleotideos exibido, na regido génica analisada, entre as amostras de Dengue virus

sorotipo 3, agrupando as amostras em diferentes genétipos de acordo com Lanciotti e colaboradores (1994).
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5.5.2 — Diferencas de viruléncia das amostras na inoculagdo dos

Dengue virus 3, no modelo murino.

Os resultados demonstram que o isolado humano DENV-3 375(MG) |
possui um viruléncia diferenciada comparado a outros isolados inoculados dos
DENV avaliados, sendo semelhante a amostra DENV-3 25(MG) I. Com o intuito
de verificar diferencas entre as amostras do DENV-3, de surtos com origem
geografica distintas, foram inoculados camundongos C57BI/6, via I.C., com 4 X
102 p.f.u. com as amostras DENV-3 375(MG) | e DENV-3 64(P1) IlI.

Confirmando os dados anteriores, os animais com DENV- 3 375(MG) |
apresentaram os sinais de encefalite, ja descritos, e mortalidade de 100%,
entre o 7° e o 8° dia p.i. (figura 19). J& os animais inoculados com amostra
DENV-3 64(P1) lll ndo apresentaram sinais clinicos, e ndo houve mortalidade
neste grupo (figura 19). Para estabelecer o titulo viral nos 6rgdos dos animais
inoculados com ambas as amostras, os cérebros e pulmdes foram processados
e 0 sobrenadante foi implantado em placas de 6 pogos para titulacdo. A
presenca do virus foi detectada somente nos cérebros de camundongos com
DENV-3 375(MG) |, com um titulo de 2 x 10° p.f.u./mL, sendo que nos pulmdes
ndo houve deteccdo de virus. Nos cérebros e pulmdes de animais com o

DENV-3 64(PI) 11l ndo houve deteccédo de particulas virais (tabela 9).

94



100

8 804
[&]
@ —— Controle
> 60+
o —o— 64(PI) Il
§ 404 —~— 375(MG) |
S

20

0 T T T bbb %

o 2 4 6 8 10 12 14

d.p.i.

Figura 19: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6 adultos, com 6 semanas,
infectados com duas amostras do Dengue virus 3 de diferentes genétipos. Camundongos
C57BI/6 controles foram inoculados com 20uL de meio L-15 (n=4, quadrado preto) ou com 4 x
10° p.f.u., via I.C., com as amostras 375 (MG) genétipo | (n=6, triangulo vermelho) e 64(PI)

genotipo Il (n=6, quadrado vermelho).

Tabela 9. Dosagem de virus por titulo (p.f.u./ml) nos 6rgdos de camundongos C57BI/6
infectados, via I.C., com Dengue virus 3 no 8°d.p.i., com as amostras DENV- 3 64(PI) Ill e
375(MG) .

Camundongos C57BI/6

inoculados com 4 x 10° CEREBRO? PULMOES
p.f.u./camundongo do DEN-3. (p.f.u./ml)
64(P1) genotipo I ND" ND"
375(MG) genétipo | 2x10°%+1,2 x 10° ND"

% média + desvio padréo dos titulos de 3 camundongos de cada linhagem.
ND" - n3o detectado
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Para avaliar as possiveis alteracdes no sangue periférico destes animais
inoculados com os diferentes virus, foi feita a contagem total de leucécitos,
linfécitos e neutrdéfilos (figuras 20, 21 e 22). O sangue total dos animais foi
colhido (ver subitem 4.5.2) depois de anestesiados pelo plexo-braquial e foi
verificado nos animais inoculados com a amostra DENV- 3 375(MG) | uma
diminuicdo significativa no numero total de leucécitos (W.B.C=3375) com
**p=0,0047, como ja visto no 6° d.p.i., quando comparado aos controles
(W.B.C=10.000) (figura 20). Quando foi analisada a contagem de leucdcitos em
animais com DENV- 3 64(PI) Il nao foi verificada leucopenia comparado com
os controles. A comparacdo da global de leucécitos, entre os animais
inoculados com as amostras de DENV-3 mostrou uma diferenca estatistica
com * p=0,017(figura 20). Nas analises para contagem de linfocitos animais
inoculados com DENV-3 375(MG) | apresentaram uma linfopenia absoluta,
significativa, com um valor de ** p=0,0041 comparado aos linfécitos dos
animais controle (figura 21). Houve também uma diminuicdo relevante (*
p=0,014) de linfécitos quando comparados os animais inoculados com DENV-3
375(MG) | e DENV-3 64(PI) lIl (figura 21).

Como em humanos durante a infeccdo por dengue ocorre a reducao do
namero de neutréfilos no sangue periférico, foi feita também a contagem do
ndamero absoluto de neutrdfilos, verificando-se uma reducéo significativa com
um *p= 0,048, indicando uma neutropenia, entre os camundongos inoculados
(Neutrofilos=266) com DENV-3 375(MG) | comparados aos controles
(Neutrdéfilos=889). Como demonstra o grafico ocorre também uma reducédo
destas células quando comparados o0s animais inoculados com DENV-3
375(MG) | (Neutrofilos=266) e DENV-3 64(PI) 11l (Neutr6filos=971) (figura 22).
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Figura 20: Contagem de leucécitos totais em camundongos C57BI/6 inoculados com
amostras Dengue virus 3 375(MG) gen6tipo | ou 64(Pl) genétipo Ill. Camundongos C57BI/6
foram inoculados com 4 x 10 p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) | ou
64(P1) I, via I1.C.. No 8° dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem
absoluta de leucécitos. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, através
do teste t de Student’s, obtendo um valor de ** p=0,0047, nos camundongos C57BI/6 com
Dengue virus 3 — 375(MG) | vs. controles e um * p= 0,017, em camundongos com Dengue virus

3 - 375(MG) | vs. camundongos com Dengue virus 3 — 64(PI) 11l
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Figura 21: Contagem de linfécitos em camundongos C57BI/6 inoculados com amostras Dengue
virus 3 375(MG) gendétipo | ou 64(PIl) gendtipo Ill. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com
4x10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) | ou 64(PI) Ill, via I.C.. No 8°
dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de linfocitos. As
andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, através do teste t de Student’s,
obtendo um valor de ** p=0,0041, nos camundongos C57BI/6 com Dengue virus 3 — 375(MG)
| vs. controles e um * p=0,014, em camundongos com Dengue virus 3 - 375(MG) |
vs.camundongos com Dengue virus 3 — 64(PI) lIl.
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Figura 22: Contagem de neutréfilos em camundongos C57BI/6 inoculados com amostras
Dengue virus 3 375(MG) genétipo | ou 64(Pl) gendétipo Ill. Camundongos C57BIl/6 foram
inoculados com 4 x 102 p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) | ou 64(PI)
Ill, via I.C. No 8° dia p.i., 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de
neutréfilos. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, através do teste t de
Student’s, obtendo um valor de * p= 0,048, nos camundongos C57BI/6 com Dengue virus 3 —
375(MG) | vs. controles e um * p=0,025, em camundongos com Dengue virus 3 - 375(MG) vs.
camundongos com Dengue virus 3 — 64(PI) 11l.
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Apés a observacdo das alteracdes dos sinais clinicos, mortalidade e da
contagem de leucécitos no grupo de animais com o DENV-3 375(MG) |, foi feita
a analise do acometimento e o grau das lesdes no cérebro dos camundongos
infectados foi estudado. Os animais foram sacrificados e o0s cérebros
recolhidos, incluidos em parafina, e corados por hematoxilina e eosina, para
analises histopatolégicas (figura 23, C-F). Ao mesmo tempo foram sacrificados
0s animais inoculados com o DENV-3 64(PI) Ill que ndo apresentaram sinais
clinicos apés a infeccdo (figura 23, G e H). As éareas fotografadas sé&o

representativas dos aspectos observados em todos os animais examinados por

grupo.

Nas microfotografias dos cérebros dos animais inoculados com DENV-3
375(MG) | foi observada uma meningoencefalite intensa e difusa (C e E), com
infiltrado inflamat6rio predominante de mononucleares acompanhado de
intensas alteracfes vacuolares e degenerativas do coértex cerebral (setas
abertas). No quadro F (seta) sdo observadas areas sugestivas de morte celular
por apoptose. Ha areas de reatividade vascular com vasculite intensa (D e F,
cabecas de seta). J& no quadro E (seta larga) € observado edema de meninges
de grau acentuado. As fotomicrografias (A e B) exibem cortes histolégicos do

cérebro de animais sem alteracdes significativas (controles).

As microfotografias de meninges e do encéfalo de animais inoculados
com DENV-3 64(PI1) Ill apresentam discretas alteragbes. No quadro G (seta
larga) é observado uma meningite discreta, edema com descolamento focal
das meninges, congestdo em vasos meningeos e discreta presenca de células

mononucleares (cabeca de seta, quadro H).
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Figura 23: Histopatologia do cérebro de camundongos C57BI/6 adultos inoculados com
amostras do Dengue virus 3 375(MG) gendtipo | ou 64(Pl) gendtipo lll. Animais foram
inoculados, via I.C., com 400 p.f.u., em volume de 20uL, e o espécime clinico foi coletado
8 dias p.i.. Painel com aumento de 100X (A, C, E e G), 200X (B, D, F e H). Os cérebros dos
animais foram processados para inclusdo em parafina e os cortes histol6gicos corados em
H&E, representativos de 6 animais por grupo. As fotomicrografias A e B representam cortes
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histolégicos de camundongos controle sem alterag@es significativas. As fotomicrografias de C —
F de camundongos infectados com DENV-3 375(MG) |, apresentam uma meningoencefalite
intensa e difusa (C, E) com infiltrado inflamatério predominantemente de mononucleares (D,F)
acompanhado de intensas alteracdes vacuolares e degenerativas do parénquima cerebral
(setas abertas) e figuras sugestivas de morte por apoptose (seta em F). Cabecas de seta
apontam para areas de reatividade vascular e vasculite intensa (D,F). Ha edema de meninges
de grau acentuado (E, seta larga). As microfotografias de meninges e cortex cerebral de
camundongos inoculados com DENV-3 64(PI) Ill apresentam alteracdes discretas (G e H).
Meningite discreta, edema com descolamento focal das meninges (seta foto G), congestdo em

vasos meningeos e discreta presenca de células mononucleares (seta foto H).
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5.5.3 - Resposta imune inflamatoria no cérebro e soro de
camundongos, apods infecc¢do intracraniana, com Dengue virus 3 de

dois diferentes genotipos.

Entre o sétimo e oitavo dias apoés a infeccdo intracraniana, camundongos
moribundos inoculados com DENV-3 375(MG) | ou inoculados com o DENV-3
64(PI) lll sem sinais de doenca foram sacrificados. O sangue periférico (soro) e
cérebro foram retirados, processados e foi feito o ensaio “Cytometric Bead
Assay” (CBA-BD™). A quantificacdo dos resultados foi feita pela fluorescéncia
das esferas por citometria de fluxo para as citocinas, IL-6, IL-12, IL-10, TNF-a e
IFN-y, e a quimiocina, MCP-1, marcadores de uma resposta imune celular -

inflamataria (figura 24).

Foi possivel observar nas andlises realizadas, nos cérebros dos animais
infectados com o DENV-3 375(MG) I, um aumento significativo na producdo
nas citocinas TNF-a. , IFN-y, IL-10, IL-6 e da quimiocina MCP-1 em relacéo aos
animais controle (figura 24A -24E). Contudo, né&o foi detectado IL-12 no cérebro
destes animais pelo CBA. Quando comparados os resultados obtidos nos
cérebros inoculados com as duas amostras do DENV-3, o0s niveis das citocinas
TNF-a (figura 24A), IFN-y (24B) e IL-6 (24E) apresentam um aumento
estatisticamente significativo nos animais inoculados com a amostra DENV-3
375(MG) | (* p< 0,05).

Nos cérebros de camundongos inoculados com o DENV-3 64(Pl) Il ndo
foram observadas alteracdes nos niveis de citocinas ou MCP-1. Essa amostra
viral ndo foi capaz de montar uma resposta celular no cérebro como o isolado
DENYV -3 375(MG) |.

Com a finalidade de verificar a resposta imune celular sistémica, foram
avaliados os soros dos camundongos. Somente a citocina IFN-y (figura 24B) e
a quimiocina MCP-1(25C), mostraram-se aumentadas no soro em relacado aos
soros de animais controles. Ao passo que as citocinas IFN-y (figura 25B) e IL-

6(25D) e a quimiocina MCP-1 (25C) apresentaram diferencas estatisticamente
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significativas com * p< 0,05 em um comparativo entre as duas amostras.

Contudo, nao foram detectados niveis de IL-12 e IL-10 no soro destes animais.
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Figura 24: Resposta imune inflamatdria em cérebros de camundongos infectados, via
I.C., com o Dengue virus 3 375(MG) genétipo | ou com o Dengue virus 3 64(Pl) gendtipo
lll. Os animais C57BL/6 foram inoculados com cada amostra do DENV-3, com 4 x 10° p.f.u. em
um volume final de 20ul, os animais controle foram inoculados com 20ul de L-15. Ambos os
camundongos foram sacrificados, no 8° dia p.i., com sinais avancados de encefalite nos

animais com DENV 3 375(MG) I. Os cérebros foram retirados e processados. Foram dosadas
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as citocinas TNF-a (A), IFN-y(B), IL-10 (D), IL-6 (E) e a quimiocina MCP-1 (C), através do
sistema CBA (Mouse Inflammation Kit — BD™) e a aquisic&o por citometria de fluxo. O minimo
de seis animais infectados por grupo foi utilizado no experimento. As andlises estatisticas
foram feitas através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns e as
barras representam o S.E.M, ou erro médio. * p < 0,05; ** p < 0,01. N.d — ndo detectado.

Am=amostra.
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Figura 25: Resposta imune inflamatdria no soro de camundongos infectados com o
Dengue virus 3 375(MG) gendtipo | ou com o Dengue virus 64(Pl) gendtipo I, via I.C.. Os
animais C57BL/6 foram inoculados com cada amostra do DENV-3, com 4 x 10° p.f.u. em um
volume final de 20pl, os animais controle foram inoculados com 20ul de L-15. Os camundongos
foram sacrificados, no 8° dia p.i., com sinais avancados de encefalite nos animais com DENV 3
375(MG) I. Os soros foram obtidos e processados. Foram dosadas as citocinas TNF-a (A), IFN-
y (B), IL-6 (D) e a quimiocina MCP-1 (C), através do sistema CBA (Mouse Inflammation Kit —
BD™) e a aquisicdo por citometria de fluxo. O minimo de seis animais infectados por grupo foi
utilizado no experimento. As analises estatisticas foram feitas através do teste nao-paramétrico
de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunns e as barras representam o S.E.M, ou erro médio. * p <

0,05. Am=amostra.
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5.5.4 — Variacdes de dose de Dengue virus 3 64(PI) gendtipo Il

inoculados em camundogos.

Com a finalidade de observar o aparecimento de possiveis sinais clinicos
ou mortalidade de camundongos inoculados com doses crescentes de DENV-3
64(PI) 111, animais foram inoculados, via I.C., com doses de 4 x 102 p.f.u., 4 x

10%p.f.u., 4 x 10*p.f.u. e 4 x 10° p.f.u. em volume de 20pL.

N&o foram observados sinais ou mortalidade até o 8° dia p.i. (dados nao
mostrados). Seis animais representativos de cada grupo foram anestesiados e
coletado o sangue periférico. Assim como em experimentos anteriores, nao
houve diferenca estatistica significativa, p<0,05, em nenhuma das doses de
virus inoculadas no leucograma (figura 26 e 27).

Foi feita também a titulacdo viral dos cérebros, de minimo trés animais
para cada dose inoculada. Ndo foi detectada presenca de particulas virais
infecciosas nos cérebros dos camundongos inoculados com 4 x 10% p.f.u., 4 x
10% p.f.u. nem 4 x 10* p.f.u.. Somente nos animais inoculados com a dose de 4
x 10° p.f.u., foram detectadas particulas virais com um titulo de 75 particulas

por mililitro (dados ndo mostrados).

Para verificar possiveis lesdes no cérebro de camundongos inoculados
com doses crescentes do virus, estes animais foram sacrificados e os cérebros
processados como de rotina, para inclusdo em parafina e corados por
hematoxilina e eosina. Os cortes histoloégicos foram analisados, e
correspondem no minimo a trés animais de cada dose. As microfotografias do
painel de A — C (figura 28) sao de animais controle (inoculados com meio L-15)
e representam leptomeninges e cortex cerebral com aspecto histolégico
normal. Na figura 28, painel de D — O, s&o mostrados os cortes histologicos de
cérebros de animais inoculados com DENV-3 64(PI) Ill, mostrando aumentos
do cértex e meninges com focal e discreto infiltrado inflamatério de meninges,
com hiperemia de vasos na dose de 4 x 102 p.f.u.. O painel G, H e |

apresentam cérebro com uma infiltracdo de células mononucleares focal e
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discreta no parénquima subcortical dos animais inoculados com 4 x 103
p.f.u..N&@o h& leptomeningite associada. No cérebro de animais com dose de 4
x 10* p.f.u. foram observados focos mais difusos de infiltrado parenquimatoso e
moderada leptomeningite caracterizando a dose onde as alteracbes foram
discretamente mais exuberantes que nas demais estudadas. Contudo, em
infeccdo com a dose com 4 x 10° p.f.u., como visto em M, N e O, observa-se
areas com discreta inflamacéo das leptomeninges e uma area focal de infiltrado

inflamatorio por mononucleares.
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Figura 26: Contagem de leucdcitos totais de camundongos C57BI/6 inoculados com doses
crescentes da amostra Dengue virus 3 64(PI) gendtipo Ill. Camundongos C57BI/6 foram foram
inoculados com 4 x 10? a 4 x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 64(PI) Ill, via
i.c.. No 8° dia p.i., o sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de
leucacitos. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3 e nédo houve diferenca,
estatisticamente, significativa (p<0,05) entre as diferentes doses inoculadas para a contagem

global de leucécitos. Am=amostra.
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Figura 27: Contagem de linfocitos de camundongos C57BI/6 inoculados doses crescentes da
amostra Dengue virus 3 64(Pl) gendtipo Ill. Camundongos C57BI/6 foram inoculados com 4 X
10*a 4 x 10° p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 64(PI) Ill, viai.c.. No 8° dia p.i., 0
sangue total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de linfécitos. As analises
estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3 e ndo houve diferenca, estatisticamente,
significativa (p<0,05) entre as diferentes doses inoculadas para a contagem de linfécitos.

Am=amostra
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Figura 28: Histopatologia do cérebro de camundongos C57BIl/6 adultos controles e
inoculados , por via I.C., com doses crescentes de Dengue virus 3 64(Pl) gendtipo lll.
Painel mostra aumentos de 100, 200 e 400x de cérebros controles e inoculados nas doses
crescentes. Os cérebros dos animais foram processados rotineiramente para inclusao em
parafina e os cortes histolégicos corados em H&E. As fotomicrografias A, B e C representam
leptomeninges e cortex cerebral controle, inoculados com 20uL de L-15, com aspecto
histopatolégico normal. Painel com aumento de 100X (A,D,G,J,N), 200X (B,E,H,L,O) e 400X
(C,F,I,M,P). As fotomicrografias D, E, F mostram aumentos progressivos de cértex e meninges
mostrando focal e discreto infiltrado inflamatério de meninges, com hiperemia de vasos na dose
de 400 p.fu.. As figuras G,H,I, mostram discreta e focal infiltracao de células mononucleares no

parénquima subcortical de animais injetados com 4.000 p.f.u. Nao ha leptomeningite
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associada. As figuras J,K,L na dose de 40.000 p.f.u., observaram-se focos mais difusos de
infiltrado parenquimatoso e moderada leptomeningite, caracterizando a dose onde as
alteracdes foram discretamente mais exuberantes que nas demais estudadas, inclusive a dose
de 400.000 p.f.u. que é amostrada em, M,N e O, onde se observa area de discreta inflamacéao

das leptomeninges e uma area bem delimitada de infiltracdo inflamatéria por mononucleares.
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5.6 — Estudo da viruléncia da amostra Dengue virus 3 375 (MG) genotipo |
(Figueiredo et al., 2008) em camundongos deficientes para genes

relacionados a resposta imune inata.

5.6.1 — Susceptibilidade dos camundongos a inoculacdo do Dengue
virus — 3 375(MG) 1.

Para avaliar a importancia de genes relacionados com a resposta imune
inata, foram utilizadas linhagens isogénicas de camundongos deficientes em
IFN-y, TNFr p55 e iNOS infectados com 4 x 10 p.f.u. da amostra Dengue virus
3 375(MG) I, por via I.C..

Nos camundongos IFN-y -/-, a partir do 6° dia p.i, 0s animais
apresentaram o inicio dos sinais clinicos como paralisia, espasmos, piloerecao,
arqueamento de dorso e cegueira. Entre o 7° e o 8° dia p.i. todos os
camundongos IFN-y - / - haviam morrido (figura 29). Os O6rgédos destes animais
sacrificados foram retirados e titulados, e no cérebro foi obtido um titulo de 3,5

x 10° p.f.u./mL. N&o foi detectado virus nos outros 6rgéos (tabela 10).

Nos camundongos C57BI/6, selvagens, inoculados com DENV-3 375(MG)
| os sinais clinicos se iniciam entre 0 6° e 0 7° dia p.i.. Assim, sete dos nove
animais apresentaram sinais irreversiveis de encefalite, no 7° dia p.i., foram
sacrificados e extraidos cérebro, pulmdes, figado, baco e os érgdos foram
processados para titulagdo. O virus foi detectado, no cérebro, com titulo de 2 x
10°® p.f.u/mL. Entre 7° e o 8° dia p.i., camundongos apresentaram 100% de
mortalidade (figura 29). Os camundongos C57BI\6, com inoculacdo de mesma
concentracéo do virus tiveram o aparecimento de sinais clinicos para encefalite

retardada em 24 horas em relagdo aos camundongos deficientes para IFN-y.
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Figura 29: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6 e IFN-y -/-, com 05 -09
semanas, infectados com Dengue virus 3 375 (MG) genétipo I. Camundongos C57BI/6
(n=3), IFN-y -/- (n=4) foram inoculados com 20uL de meio L-15 (controles, quadrado), ou com 4
x 102 p.f.u., via I.C., do Dengue virus 3 375(MG) | (C57BI/6, circulo verde, n=9; IFN-y -/-, circulo

vermelho, n=11;).
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Tabela 10. Determinagao dos titulos (p.f.u./mL) do virus nos érgdos de camundongos

C57B/6 e IFN-y -/-, infectados, via I.C., com 4 x 10° p.f.u., em 20uL, do Dengue virus 3 —
375(MG) | .

Camundongos deficientes

inoculados com CEREBRO? FIGADO BACO PULMAO
4 x 10° pfu/camundongo (pf.u/mL)
IFN-y -/- 3,5x10°+ 1,8 x 10° ND" NDP ND"
C57BI/6 25x10%°+1,5 x 10° ND" ND" ND"

% média + desvio padrdo dos titulos de 3 camundongos de cada linhagem.
ND"- n3o detectado

* N&o houve formacao de placas virais nos 6rgdos de camundongos controles das diferentes linhagens.
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5.6.2 — Contagem de leucécitos no sangue periférico.

Para avaliar as alteracdes hematoldgicas, no 7° dia p.i., foram coletados
sangue periférico dos camundongos IFN-y -/- e C57BI/6 selvagem, através da
veia plexo-braquial, depois de anestesiados. Foi feito leucograma completo e
observado uma reducgédo significativa na contagem global de leucécitos e de
linfocitos comparados aos controles, nos animais C57B/6. Nos camundongos
IFN-y -/- (WBC= 2233) inoculados com DENV-3 375(MG) | a andlise resultou
em uma reducdo com um p>0,05 comparada aos IFN-y -/- controles (WBC=
4200), mostrando nao haver leucopenia nesta linhagem (figura 30). Contudo,
nos camundongos C57BI/6 (WBC= 2500) inoculados com o virus em relacao
aos controles (WBC= 7566), esta reducdo no global de células brancas, foi
evidente, comparado com analise nos camundongos IFN-y -/-, obtendo um
***pn< 0,001 (figura 30).

Vale destacar, a observacdo de uma diminuicdo absoluta para a
contagem global de leucécitos nos camundongos IFN-y -/- controles (WBC=
4200) em relacdo aos camundongos C57BI/6 controle (WBC= 7566) com um
**p < 0,01, ou seja, uma reducdo percentual de 45% no numero de leucdcitos

nos animais deficientes para IFN-y (figura 30).

A contagem absoluta de linfécitos nos camundongos IFN-y -/- inoculados
com DENV-3 375(MG) | (Linfécitos=1903) apresentaram um valor de **p<0,01,
estatisticamente  significativo, comparado aos IFN-y -/- controles
(Linfécitos=3277) como mostrado na figura 31. J& nos camundongos C57BI/6
infectados (Linfécitos=2233) comparado aos controles (Linfécitos=7566) a
guantidade de linfécitos absolutos foi reduzida, significantemente, com um de
***n< 0,001 e em percentual de 42% (figura 31).
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Figura 30: Contagem de leucécitos em camundongos C57BI/6 e IFN-y inoculados com Dengue
virus 3 375(MG) genotipo |. Camundongos C57BI/6 e IFNy -/- foram inoculados com 4 x 10°
p.f.u., em um volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) I, via I.C.. No 7° dia p.i., 0 sangue
total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de leucécitos. As analises estatisticas
foram feitas pelo programa Prisma 3, ANOVA com teste Newman-Keuls, obtendo um valor de p
> 0,05 (ns), nos camundongos IFNy -/- com Dengue virus 3 375(MG) | vs. controles e um ***p <
0,001, em camundongos C57BI/6 com Dengue virus 3 375(MG) | vs. controles. Ha diferenca,

significativa (**p< 0,01), entre camundongos IFNy -/- controles vs C57BI/6 controles..
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Figura 31: Contagem de linfécitos em camundongos C57BI/6 e IFNy -/- inoculados com Dengue
virus 3 375(MG) genétipo I. Camundongos C57BI/6 e IFNy -/- foram inoculados com 4 x 10°
p.f.u., em um volume de 20uL, do Dengue virus 3 375(MG) |, via I.C.. No 7° dia p.i.,, 0 sangue
total foi coletado e utilizado para a contagem absoluta de linfocitos. As andlises estatisticas
foram feitas pelo programa Prisma 3, ANOVA com teste Newman-Keuls, obtendo um valor de
** p< 0,01, nos camundongos IFNy -/- com Dengue virus 3 375(MG) | vs. IFNy -/- controles e
um *** p < 0,001, em camundongos C57BI/6 com Dengue virus 3 375(MG) | vs C57BI/6

controles.
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5.6.3 — Histopatologia do cérebro e pulmdes de camundongos
C57BI/6 e IFN-y -/-.

Devido a mortalidade dos camundongos, associada a amostra Dengue
virus 3 375(MG) I, e os resultados obtidos pela andlise de células
mononucleares, foram avaliados os cortes histolégicos de cérebro e pulméo, de
camundongos C57BI/6 e deficientes para IFN-y foram para detectar possiveis
alteracdes. Os camundongos foram infectados com 4 x 10? p.f.u., em volume
de 20pL do DENV-3 375(MG) |.

Nos cortes de cérebro dos animais IFNy -/- inoculados com o virus foi
observada uma meningite, caracterizada pela presenca de infiltrado
inflamat6ério com predominio de mononucleares na leptomeninge, além de
manguitos perivasculares linfohistiocitarios, caracterizados pela presenca de
células inflamatérias mononucleares ao redor de vasos sanguineos (figura 32B
e 32E).

Nos cortes do coértex cerebral de camundongos C57BI/6 infectados, foram
observados manguitos perivasculares linfohistiocitarios, caracterizados pela
presenca de células inflamatérias mononucleares ao redor de vasos
sanglineos (figura 32C e 32F), quando comparados com o ceérebro de
camundongos C57BI/6 controles (figura 32A e 32D) que apresentaram coértex

cerebral com aspecto histopatolégico normal.

Nos pulmdes dos animais infectados com DENV-3 375(MG) |, foi
observado um espessamento dos septos interalveolares, devido a um infiltrado
de células inflamatdrias mononucleares, caracterizando um processo de
pneumonia intersticial, caracteristico de infec¢des virais (figuras 33B e 33C).
Nos cortes de pulmdes de camundongos IFNy -/- infectados foi observado
espessamento dos septos interalveolares com infiltrado de células
mononucleares, congestao vascular e pneumonia interticial (figuras 33E e 33F).
N&o foi observada nenhuma alteracdo no parénquima pulmonar dos animais
controle (figura 33A e 33D).
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Figura 32: Histopatologia do cérebro de camundongos C57BI/6 e IFN-y -/- infectados, por

via i.c., com 4x 10° p.f.u., em volume de 20uL, com Dengue virus 3 375(MG) genotipo |.
Painel horizontal superior com aumento de 100X (A, B e C) e inferior com aumento de 400X (D,
E e F). Camundongos foram sacrificados, no 7° dia p.i., € os cérebros dos animais foram
processados rotineiramente para inclusdo em parafina e os cortes histolégicos corados em
H&E. As fotomicrografias A e D secg¢éo histologica do cérebro de camundongos controle com
leptomeninge e vasos normais. As fotomicrografias, B e E, apresentam alteracdes celulares e
teciduais no cortex cerebral com meningite e um infiltrado predominantemente de
mononucleares nos camundongos IFN-y -/- com DENV-3 375(MG) I. As fotomicrografias, C e F,
mostram alteracdes cerebrais, com infiltrado inflamatério de mononucleares, caracterizado por

manguito perivascular linfohistiocitario em camundongos C57BI/6 com o0 mesmo virus.
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Figura 33: Histopatologia dos pulmfes de camundongos C57BI/6 e IFN-y -/- infectados,
por viai.c., com 4x 10° p.f.u., em volume de 20pL, com Dengue virus 3 375(MG) genotipo |.
Painel com aumento de 400X (A-F). Camundongos foram sacrificados, no 7° dia p.i., 0 pulm&o
dos animais foram processados rotineiramente para inclusdo em parafina e os cortes
histolégicos corados em H&E. As fotomicrografias, A e D, exibe uma seccao histolégica do
pulmé&o de camundongos controle com paréngquima pulmonar normal. As fotomicrografias, B e
C, apresentam uma sec¢do histolégica do pulmdo de camundongos C57B/6 infectados
apresentando modificagcbes celulares com espessamento dos septos interalveolares, infiltrado
inflamatério de mononucleares, caracterizando pneumonia intersticial. As fotomicrografias, E e
F, mostram alteracdes no parénquima pulmonar com infiltrado inflamatério de mononucleares,
vasos congestos, espessamento dos septos, caracterizando pneumonia em camundongos IFN-
y -I- com DENV-3 375(MG) I.
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No intuito de investigar a relevancia de citocinas relacionadas a resposta
inata, camundongos TNFr p55 -/- foram inoculados com 4 x 107 p.f.u., em
volume de 20uL do Dengue virus 3 375(MG) I, via I.C.. Os sinais clinicos foram
observados com retardo de 24 horas quando comparados aos camundongos
C57BIl/6 (figura 34). No 7° dia p.i., os camundongos C57BIl/6 apresentavam
sinais clinicos associados a encefalite (paralisia dos membros, arqueamento do
dorso, piloerecdo etc.), enquanto que os camundongos TNFr p55 -/- n&o
apresentavam sinais evidentes de encefalite. No 8° dia p.i., os camundongos
TNFr p55 -/- apresentavam tremores, espasmos e arqueamento, porém nao
possuiam paralisia de membros posteriores e apesar de haver mortalidade total

destes animais, os sinais foram mais brandos comparados aos controles.

Os camundongos C57BI/6 foram sacrificados, no 7° dia p.i., € 0s 6rgaos
foram retirados e processados para titulacdo dos virus no cérebro, obtendo-se
titulo de 3 x 10° p.f.u./mL. N&o foi detectado virus nos demais 6rgéos avaliados
(tabela 11). Camundongos TNFr p55 -/- foram sacrificados, 8 dias p.i. e 0s
orgaos retirados e titulados para quantificar os virus. Foi detectado virus no
cérebro dos camundongos deficientes com titulo 1,5 x 10° p.f.u/mL e n&o
houve deteccao de virus no baco, figado e/ou nos pulmdes (tabela 11). Com o
intuito de verificar virus circulante foram feitas titulagcbes, no soro dos
camundongos inoculados com virus, ndo sendo detectado particulas virais em
nenhum dos trés soros testados. Houve susceptibilidade total de ambos as
linhagens, com retardo de 24 horas dos camundongos TNFr p55 -/- com
DENV-3 375(MG) | em relacao aos C57BI/6 com 0 mesmo virus (figura 34).
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Figura 34: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BIl/6 e TNFr p55 -/-, com 9
semanas, infectados com Dengue virus 3 375(MG) |I. Camundongos C57BI/6 e TNFr p55 -/-
foram inoculados com 20uL de meio L-15 (controles, C57Bl/6, quadrado, n=3 e TNFr p55 -/-,
tridngulo verde, n=2) ou com 4 x 10° p.f.u., via I.C., do Dengue virus 3 375(MG) | (C57BI/6,

losango, n=3; TNFr p55 -/-, triangulo vermelho, n=3).
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Tabela 11. Determinacdo dos titulos (p.f.u./mL) do virus dos oOrgdos e soros de
camundongos C57BI/6 e TNFr p55 -/- infectados, via I.C., com 4 x 10° p.f.u., em 20pL, do
Dengue virus 3 -375(MG) | .

CEREBRO? FIGADO BACO PULMAO VIREMIA
(p.f.u/mL)
C57BI/6 3,0x10°+ 2 x 10° ND” ND” ND" ND"
TNFrp55-/-  1,5x10°+1,3x 10° ND" ND" ND" ND"

% média + desvio padréo dos titulos de 3 camundongos de cada linhagem.
ND" - ndo detectado.
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Com a finalidade de observar no sangue total de camundongos C57B/6 e
TNFr p55 -/- alteracdes em células envolvidas na patogénese do dengue foi
feita a contagem total dos leucdcitos nos camundongos C57BI/6 infectados
(WBC= 1200) que apresentaram uma diminuicdo, estatisticamente significativa,
quando comparados aos controles (WBC= 13250), com um valor de ***p <
0,001 (figura 34). Nos animais TNFr p55-/- inoculados com Dengue virus 3
375(MG) | comparados aos TNFr p55-/- controles ocorreu uma leucopenia
como visto pelo valor de **p <0,01 (figura 35). Contudo, entre os animais
C57BI/6 e TNFr p55 -/- inoculados com o virus ndo houve diferenca significativa
no total de leucaocitos.

Para os valores numéricos dos linfocitos avaliados, houve uma linfopenia
absoluta, estatisticamente significantiva para ambas as linhagens de
camundongos. Os animais C57BI/6 inoculados (Linfocitos= 927) com o virus
apresentaram um valor de ***p< 0,001, enquanto que para 0s camundongos
deficientes no receptor 55Kd de TNF (Linfocitos= 2100) houve um valor de **p<

0,01, quando comparado aos respectivos controles (figura 36).
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Figura 35: Contagem de leucocitos de camundongos C57BI/6 e TNFr p55 -/- inoculados
com Dengue virus 3 375(MG) | comparados aos controles. Camundongos C57BI/6 e TNFr
p55 -/- foram inoculados com 4 x 10° p.f.u.,, em um volume de 20uL, do Dengue virus 3
375(MG) |, via I.C.. No 7° dia p.i.,, 0 sangue total foi coletado e utilizado para a contagem
absoluta de leucécitos. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma3, ANOVA
com teste Newman-Keuls, obtendo um valor de *** p< 0,001, nos camundongos C57BI/6 com
Dengue virus 3 375(MG) | vs. controles. No 8° dia p.i., camundongos TNFr p55 -/- com Dengue
virus 3 375(MG) | vs. TNFr p55 -/- controle com um valor de **p< 0,01. Ndo houve diferenca

significativa entre as diferentes linhgens e inoculados com o Dengue v irus 3.
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Figura 36: Contagem de linfécitos de camundongos C57BI/6 e TNFr p55 -/- inoculados
com Dengue virus 3 375(MG) | comparados aos controles. Camundongos C57BIl/6 e TNFr
p55 -/- foram inoculados com 4 x 10° p.f.u.,, em um volume de 20uL, do Dengue virus 3
375(MG) I, via I.C.. No 7° dia p.i.,, o sangue total foi coletado e utilizado para a contagem
absoluta de linfécitos. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Prisma 3, ANOVA
com teste Newman-Keuls, obtendo um valor de ***p< 0,001, nos camundongos C57BIl/6 com
com Dengue virus 3 375(MG) | vs. controles. Camundongos TNFr p55 -/- com Dengue virus 3

375(MG) | vs. TNFr p55 -/- controle, no 8° dia p.i., apresentaram um ** p< 0,01.
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Em um experimento, com objetivo de avaliar camundongos deficientes na
enzima sintetase Oxido nitrico indutivel (iNOS) e TNFr p55 em paralelo,
camundongos foram inoculados com 4 x 10? p.f.u., em volume de 20uL do
DENV-3 375(MG) I, via I.C..Os camundongos INOS -/-, semelhante aos
camundongos TNFr p55 -/-, apresentaram 0s primeiros sinais clinicos com
retardo de 24 horas quando comparados aos animais C57BIl/6 com mesma
dose do virus (figura 37).

No 6° dia p.i., dois animais C57BI/6 apresentaram 0s sinais clinicos com
tremores e espasmos. No dia seguinte, camundongos iNOS -/- e TNFr p55 -/-
apresentavam letargia e sinais iniciais para encefalite, a evolugdo dos sinais
nestes animais foi mais lenta em relacdo aos C57BIl/6. Contudo quatro
camundongos C57BIl/6 com virus jA apresentavam falta de movimentacéo
(paralisia de membros) e moribundos. Entre o 7° e 8° dia p.i., dois
camundongos C57BI/6 morreram e cinco camundongos infectados estavam
com sinais irreversiveis da doenca, dos quais trés foram sacrificados para

retirada de orgéaos (figura 37).

Camundongos iNOS -/- e TNFr p55 -/- inoculados com DENV-3 375(MG)
I, no 8° dia p.i., ndo se movimentavam, com arqueamento e paralisia de
membros, sinais similares aos animais selvagens no 7° dia p.i., ou seja, um
retardo de 24 horas no decorrer da infeccdo. Trés camundongos INOS
inoculados foram sacrificados e os 6rgdos foram extraidos 6rgdos. Entre 0 9° e
10° dia p.i., houve mortalidade total dos animais deficientes para iINOS (figura
36). Um animal TNFr p55 -/- infectado, apresentava paralisia dos membros
posteriores, mas com movimenta¢do. Contudo, no 10° dia p.i., este animal

encontrava-se moribundo, sendo sacrificado e processado (figura 37).
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Figura 37: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6, iINOS -/- e TNFr p55 -/-, com

07 semanas, infectados com Dengue virus 3 375 (MG) gendtipo I. Camundongos C57BI/6,

iINOS -/- e TNFr p55 -/- foram inoculados com 20uL de meio L-15 (controles - C57BI/6, (n=3);
iINOS -/-, (n=2) e TNFr p55 -/-, (n=2)) ou com 4 X 10° p.f.u., via I.C., do Dengue virus 3 375
(MG) | (C57BI/6, quadrado azul, n=7; iINOS -/-, triangulo vermelho, n=7 e TNFr p55 -/-, losango,

n=4).
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5.6.4 — Resposta de camundongos C57BI/6 e deficientes para IFN-y e
TNFr p55 inoculados, via I.C., com 40 p.f.u. do Dengue virus 3
375(MG) genétipo |I.

Em experimentos anteriores foram inoculadas doses de 4 x 102 p.f.u. do
DENV-3 375(MG) gendtipo | em camundongos C57BI/6 e naqueles deficientes
em diferentes citocinas relacionadas a resposta imune inata. A partir disto,
foram observados sinais de encefalite e mortalidade, diminuicdo de células
sanguineas (leucopenia, neutropenia), titulo viral detectaveis no cérebro e,
ainda, o aumento da producdo de algumas citocinas e quimiocinas no cérebro

e soro destes varios animais.

A partir destes resultados foram feitos experimentos com dose de 40 p.f.u.
em volume de 20 uL, do DENV-3 375(MG) | para verificar se haveria um
retardo no aparecimento de sinais clinicos e na sobrevida. Assim, nos animais
selvagens e deficientes para IFN-y e para receptor p55 de TNF, foi observado
gue a gue taxa de sobrevivéncia (figura 38), apesar de ser a mesma, exibe
uma mortalidade retardada em todas as linhagens analisadas, permanecendo,
ainda, os mesmos sinais de encefalite. Os animais deficientes em IFN-y tém
mortalidade total até o oitavo dia p.i., enquanto os animais C57B/6 apresentam
sobrevida até o décimo dia p.i. e 0s, TNFr p55 -/-, morrem entre o décimo e o

décimo segundo dias p.i., conforme figura 38.

Partes dos cérebros destes animais foram retirados e processados para
as analises histopatoldgicas, incluidos em parafina e corados por hematoxilina
e eosina, conforme protocolo de rotina da técnica, e a outra porcéo
armazenadas a — 70°C para dosagens de citocinas por CBA. O soro destes

camundongos foi obtido apds anestesia.
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Figura 38: Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BI/6, IFN-y -/-, TNFr p55 -/-, com
06 -08 semanas, infectados com o Dengue virus 3 375(MG) gendétipo |I. Camundongos
C57Bl/6 controles foram inoculados com 20uL do meio L-15 (n= 4 por linhagem C57BI/6, IFN-y
-/- @ TNFr p55 -/-) ou inoculados com 40 p.f.u, via I.C., do DENV-3 375(MG) | (n=6 por linhagem
C57BI/6, IFN-y -/-, TNFr p55 -/-) em animais deficientes para 0s genes citados.
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Os cortes histolégicos dos cérebros de animais das linhagens estudadas
foram analisados, e sdo representativos de seis cérebros para cada grupo
inoculado. As fotomicrografias apresentadas na figura 39, painel de A-C
mostram um aspecto histolégico habitual de cérebros controle das linhagens
C57Bl/6, IFN-y -/- € TNFr p55 -/-.

As fotografias, do painel D a H, s@o representativas de cortes do cortex
cerebral e meninges dos grupos inoculados com o DENV 3 375(MG) | na dose
de 40 p.f.u.. Na figura D, em C57B/6, observa-se areas de encefalite em focos
difusos, predominantemente, perivascular. H4 hiperemia dos vasos do cérebro
com nitido acumulo de células préximo aos vasos. Na fotografia E, em animais
IFN-y -/-, ocorre uma meningite focal e moderada, caracterizada por infiltracdo
de células, predominantemente, mononucleares nas meninges, acompanhado
de focos de encefalite focal perivascular como demonstrado no detalhe (foto
em G). Nos animais TNFr p55-/-, com DENV -3 375(MG) I, h4 uma discreta
meningite, com hiperemia e edema, e pequeno acumulo de células
inflamatérias (figura 39, foto em F). No detalhe, foto H observa-se foco de lesdo
no parénquima subjacente, exibindo grau moderado de vacuolizacdo
citoplasmatica, com presenca de células com ndcleo picnético, compativeis
com morte/apoptose celular e alteragdes celulares como picnose (figura 39).
Contudo, nos animais, IFN-y -/-, € de acometimento é mais focal e de menor

grau de intensidade nas alteragctes neuro-degenerativas.
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Figura 39: Histopatologia do cérebro de camundongos C57BI/6 adultos controles e
inoculados, via I.C., com 40 p.f.u., em volume de 20uL, com Dengue virus 3 375(MG)
gendtipo |. Painel com aumento de 100X (A —F), 200X (G) e 400X (H). Os cérebros dos
animais foram processados rotineiramente para inclusdo em parafina e os cortes histolégicos
corados em H&E. As fotomicrografias A, B e C representam cérebros controles das linhagens
C57BI/6, IFN-y -/- e TNFr p55 -/- apresentaram aspecto histologico habitual. As figuras D-H
mostram aspecto panoradmico do cortex e meninges de 6 animais representativos das linhagens
C57BI6, IFN-y -/- e TNFr p55 -/- , respectivamente. Na figura D, C57 375(MG) |, observa-se
areas de encefalite em focos difusos, predominantemente, perivascular. H4 hiperemia dos
vasos cerebrais e nitido acimulo de células perivasculares. Na fig. E, IFN-y -/- 375(MG) |, h&
evidéncia de meningite focal de grau moderado, caracterizada por infiltracdo de células,
predominantemente, mononucleares nas meninges, acompanhado de focos de encefalite focal
perivascular como demonstrado no detalhe (fig. G). Na figura F, TNFr p55-/- 375(MG) |, ha
meningite de grau discreto, com hiperemia e edema, e pequeno acimulo de células
inflamatérias. No parénquima subjacente observa-se foco de lesdo (fig. H) exibindo grau
moderado de vacuolizagcdo citoplasmatica, com presenca de células com nucleo picnético,

compativeis com morte/apoptose celular e alteracdes celulares como picnose.
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5.6.5 — Resposta imune no cérebro e soro de camundongos
C57B/6, IFN-y -/- e TNFr p55 -/-, ap6s infecg¢do intracraniana, com
Dengue virus 3 375(MG) genotipo |I.

Entre o oitavo e o décimo segundo dias, apods a infeccdo intracraniana,
camundongos das diferentes linhagens, moribundos, inoculados com DENV-3
375(MG) I, foram sacrificados. O cérebro e o soro foram retirados, processados
e entdo realizado o ensaio “Cytometric Bead Assay” (CBA-BD™), conforme
protocolo modificado. A aquisi¢ao dos dados foi quantificada pela fluorescéncia
das esferas por citometria de fluxo para as citocinas IL-6, IL-12, IL-10, TNF-a e
IFN-y, e a quimiocina, MCP-1, marcadores de uma resposta imune celular -

inflamatéria - efetiva contra o dengue 3 375(MG) | (figura 40).

Desta forma, foi observado nas analises dos dados, que nos cérebros dos
animais C57BI/6 infectados com o DENV-3 375(MG) |, houve aumento
significativo, * p< 0.05, na produgdo nas citocinas TNF-a (figura 40A) e em
MCP-1(39E) em relacdo aos C57B/6 nao infectados. Ja para as analises
séricas obteve-se uma aumento nos niveis de TNF-a (figura 40B), IFN-y (40D)
e MCP-1(40F) somente nos animais selvagens. Contudo, o0s animais
deficientes (IFN-y e TNFr p55) foram incapazes de produzir diferencas
aumentos estatisticamente significativos (p< 0,05) nos niveis das citocinas e
quimiocina quando foram comparados os niveis do camundongos inoculados

com os controles, no cérebro e soro (figura 40 A — 40F).

No cérebro e soro de alguns animais C57BI/6 e de nocautes (IFN-y e TNFr
p55) estudados ndo foram detectados niveis para as citocinas e quimiocina
analisadas (figura 40 e 41 - n.d.). Em nenhum dos animais testados foram

detectados producao de IL-12 no soro e nos cérebros destes animais.

O aumento dos niveis das citocinas IL-6 (figura 41A e 41B) e IL-10 (41C e
41D) também foi detectado. No entanto, somente nos cérebros dos animais

IFN-y -/- inoculados com o DENV-3 375(MG) | comparados aos animais
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controle, esses valores foram significativos com um **p<0,01 para IL-6 e
*p<0,05 para IL-10.
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Figura 40: Resposta imune inflamatéria no cérebro e soro de camundongos com o
Dengue virus 3 375(MG) genotipo I, via I.C., entre 0 8° e 12° dia p.i. Os animais C57BL/6
foram inoculados com DENV-3 375(MG) I, com 40 p.f.u., os animais controles foram inoculados
com 20ul de L-15. Os camundongos foram sacrificados, no 8° e o 12° dia p.i., com sinais
avancados de encefalite e os cérebros e soros foram obtidos e processados. Foram dosadas
no cérebro as citocinas TNF-a (A), IFN-y (C) e a quimiocina MCP-1(E) e no soro as citocinas
TNF-a (B), IFN-y (D) e a quimiocina MCP-1(F), através do sistema CBA (Mouse Inflammation
Kit — BD™) e a aquisicdo por citometria de fluxo. O minimo de seis animais infectados por grupo
foi utilizado no experimento. As andlises estatisticas foram feitas através do teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunns e as barras representam o S.E.M, ou erro

médio. * p < 0,05. N.d — ndo detectado. Am=amostra.
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Figura 41: Resposta imune inflamatéria no cérebro e soro de camundongos com o

Dengue virus 3 375(MG) genotipo I, via I.C., entre o0 8° e 12° dia p.i. Os animais C57BL/6

foram inoculados com DENV-3 375(MG) I, com 40 p.f.u., os animais controles foram inoculados

com 20ul de L-15. Os camundongos foram sacrificados, no 8° e o 12° dia p.i., com sinais

avancados de encefalite e os cérebros e soros foram obtidos e processados. Foram dosadas
no cérebro as citocinas IL-6 (A) e IL-10 (C) e no soro as citocinas IL-6 (B) e IL-10 (D), através
do sistema CBA (Mouse Inflammation Kit — BD™) e a aquisicdo por citometria de fluxo. O

minimo de seis animais infectados por grupo foi utilizado no experimento. As analises

estatisticas foram feitas através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pés-teste de

Dunns e as barras representam o S.E.M, ou erro médio. * p < 0,05. N.d — ndo detectado.

Am=amostra.
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VI- DISCUSSAO
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O Dengue virus € agente da principal doenca causada por mosquitos, e
recentemente, com uma grande emergéncia nas areas tropicais e subtropicais,
onde abrange 100 paises e uma populacédo de mais de dois bilhdes de pessoas

habitando areas endémicas.

A infeccdo em humanos com alguns dos sorotipos do DENV pode resultar
em manifestacdes clinicas, que vao desde uma infeccdo inaparente ou uma
resposta febril leve até uma doenca grave com hemorragias (FHD) levando a
um quadro de sindrome do choque (SCD) (Halstead, 2007). Uma das

manifestagcbes pouco comuns na infeccdo por dengue € o envolvimento do

sistema nervoso central.

Nas Uultimas seis décadas de estudos de patogénese, pouco se tem
avangado, pois nao existe modelo animal ideal, sendo que mesmo os primatas
ndo humanos ndo apresentam sinais de doenca apOs a inoculacdo do virus
(Rico-Hesse, 2007). Recentemente, duas diferentes abordagens para obter um
modelo murino susceptivel tém sido estudadas. Dentre estas, a inducdo de
doenca em camundongos imunocompetentes similar aquela que é observada
em humanos e a utilizacdo de camundongos nocautes ou imunodeficientes que
sdo transplantados com células humanas para mimetizar a doenca em

humanos tem sido empregados (Bente & Rico-Hesse, 2006).

Neste estudo amostras de DENV isoladas de pacientes foram
empregadas para avaliar a viruléncia em modelo murino. As amostras foram
multiplicadas e os titulos obtidos foram de 2x 10° a 2x 10’ p.fu/mL. O
protocolo combina precipitacdo por PEG e sedimentacdo em gradiente
descontinuo de tartarato de potdssio. Ao redor das particulas virais foi
visualizada uma suspensao de tartarato de potassio e isto deve interferir na
gualidade da amostra. Diante do exposto, 0s protocolos descritos para
purificacdo do DENV séo escassos e a obtencédo de amostra purificada apos as
varias etapas tem titulos virais relativamente baixos. Contudo, a purificacdo do
DENV é importante nos estudos imunologicos de interacdo parasita-hospedeiro
e sinalizacdo celular. A purificagdo das particulas virais de DENV-2 foi feita

como descrito por Kuhn et al., 2002. Utilizando a microscopia de forga atdmica
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(descrito por Binning e colaboradores, 1986) a integridade e pureza das
particulas do DENV foi visualizada. Foram contadas 120 particulas que
possuiam um didametro médio de 55nm + 10,22nm (figura 5) (Lindenbach et al.,,
2007; Kuhn et al., 2002). Diante do diametro obtido podemos sugerir que as
particulas visualizadas sdo em sua maioria maduras, pois segundo Zhang e
colaboradores, 2003 que utilizaram de microscopia crio-eletronica foi
demonstrado que particulas imaturas possuem um diametro de 60nm devido a
estrutura conformacional das proteinas virais. Imagens de alta resolucdo
abaixo de 500 nanometros, e mostram a morfologia esférica das particulas de
DENV-2 ap06s purificacdo. A 18°C foram visualizadas estruturas semelhantes a
“corddes grossos” como descrito por Kuznestov & McPherson, 2006. Estas
estruturas expostas para a porgao exterior das particulas seria o acido nucléico
componente do virus, RNA, que ap0s ocorrer sua extrusdo adquire uma
conformacao circular com frequéncia (figura 7). Foram feitas medidas do RNA
extruido, e as medidas de espessuras do RNA corroboram os resultados
obtidos por Kuznestov et al., 2005. Este fendmeno também foi observado por
Alvarez e colaboradores, 2005, que mostraram que a circularizacdo do RNA

viral seria uma estratégia para replicacéo do acido nucléico.

Apés a caracterizacdo das amostras estas foram empregadas para
estabelecer o modelo murino. Inicialmente, camundongos BALB/c com duas
semanas de idade, foram inoculados em trés diferentes vias: i.p., i.c. e i.v., com
dose de 1,5 x 10% p.f.u do Dengue virus 2. No 10° dia p.i., 0os animais
inoculados via i.c. apresentaram encefalite com sinais caracteristicos conforme,
figura 8. Nestes camundongos foi possivel encontrar o DENV-2 no cérebro. Os
animais inoculados pelas outras vias nao apresentaram alteracdes. Na
literatura sdo descritos sinais de paralisia e morte em camundongos com
imunodeficiéncia - nocautes ou SCID - (Lin et al., 1998; An et al., 1999) ou
alguns modelos houve a inoculagcdo destes animais com o DENV adaptado
(Johnson & Roehrig 1999). Meiklejonh e colaboradores 1952 e, recentemente,
Bordignon e colaboradores, (2007) descreveram que o DENV se multiplicava

em cérebro de camundongos neonatos quando inoculados via i.c..
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Foram também comparados os sinais clinicos - encefalite - em duas
linhagens diferentes de camundongos BALB/c e C57B/6, com 2 semanas,
quando foram inoculados por 3 vias com dose de 1,5 x 10* p.f.u do DENV-2.
Corroborando o resultado anterior as duas linhagens de animais inoculados,
pela via i.c., apresentaram sinais clinicos caracteristicos de encefalites virais
com perda de peso e mortalidade (figura 5) similar ao descrito por Huang et al.,
2000 Athrasheukaya et al., 2003, e recentemente por Bordignon et al., 2007.
Foram detectados virus nos cérebros das duas linhagens de camundongos
infectados com titulos de 9 x 103 e 2 x 10* p.f.u./mL, respectivamente. Os
camundongos inoculados pelas outras vias ndo apresentaram alteracdes. Em
nossos estudos, animais C57BIl/6 foram empregados, jA& que ambas as
linhagens apresentavam morbidade e mortalidade similares e estes eram da

mesma linhagem dos animais imunideficientes a serem empregados.

Camundongos C57BI/6, 2 semanas, foram inoculados com isolados
humanos DENV-1 109(FD) e DENV-3 375(MG-FHD), via i.c., com uma dose de
4 x 103 p.f.u.. Estas amostras DENV- 1 e 3 foram isoladas de pacientes com
sintomatologia clinica de FD e FHD, segundo os critérios da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). Os camundongos inoculados com DENV-1
permaneceram sem alteracdes, sem perda de peso até o 20° dia p.i. e sem
mortalidade, e os animais inoculados com o DENV-3 morreram entre 0 6° e 0
7° dia p.i. (figura 10), com sinais como paralisia de membros, espasmos e
tremores, arqueamento do dorso, piloerecdo, cegueira dentre outros (figura 8).
Estas duas amostras de 2 sorotipos diferentes, apesar de serem isoladas na
regido metropolitana de Belo Horizonte durante epidemia ocorrida entre os
anos de 2002 e 2004, demonstraram uma viruléncia diferenciada, o que pode
ser um reflexo das possiveis diferencas estruturais em seu genoma (Leitmeyer
et al., 1999)

Com intuito de verificar se em animais acima de duas semanas de idade
haveria alteragcbes com sinais de encefalite com o DENV-3 375(MG) | e se este
isolado seria capaz de gerar sinais e mortalidade como observado
anteriormente em animais de 2 semanas, foram feitas inoculagdes, via i.c., em

camundongos adultos com 5 semanas. A mesma dose foi inoculada em
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animais de 5 semanas. Todos os animais morreram, no 8° dia p.i., sendo
portanto um pouco retardada a mortalidade quando comparada aos animais

mais jovens (figura 10).

Para determinar a viruléncia desta amostra de DENV-3, com diferentes
concentracdes virais camundongos C57B/6 foram inoculados com 4 x 10° p.f.u.
ou 4 x 10? p.f.u/camundongo. Todos os animais inoculados com DENV-3
375(MG) | com ambas as doses morreram, no entanto os animais inoculados
com a dose de 4 x 102 p.f.u. apresentaram uma sobrevida maior (24 horas)
comparado aos animais inoculados com 4x 102 p.f.u.(figura 11).

C57B/6 foram também inoculados inocula¢bes pelas vias i.p., i.v., i.d. e
s.c., com as doses de 4 x 102 e 4 x 103 p.f.u./camundongo. Apés 20 (vias i.d. e
s.c.) e 35 dias p.i. (vias i.p.e i.v.) nenhum dos animais apresentou sinais
clinicos, demonstrando que a amostra de DENV-3 375(MG) | s6 gera encefalite

nos camundongos inoculados via i.c..

No intuito de estabelecer uma infeccdo secundaria, por via i.c., tendo em
vista que todos os animais C57B/6 foram susceptiveis as inoculacfes
intracranianas, estes camundongos inoculados pelas vias i.p. e i.v. foram
reinoculados, via i.c., com dose de 4 x 102 p.f.u. da amostra DENV-3 375(MG)
I. Os animais inoculados i.p. e reinoculados, via i.c., apresentaram 0s sinais
iniciais de encefalite, mais tardiamente, com mortalidade de 100%. No entanto,
0s animais inoculados via i.v. e reinoculados, via i.c., a mortalidade foi de 25%.
Estes resulatados indicam haver uma protecao desenvolvida nos camundongos

inoculados por via i.p. e n&o pela via i.v..

Apés a determinagdo da via de inoculacdo e dose da amostra DEN-3
375(MG) | em camundongos C57B/6, foi feita a inoculagdo por via i.c. de
DENV-1 e DENV-3 isolados de pacientes com manifestacdes clinicas de FD e
FHD de amostras oriundas de isolados humanos. Similar ao ocorrido com os
camundongos inoculados com o DEN-3 375(MG) I, os camundongos
inoculados com a amostra de DENV-3 25(MG) | apresentaram 0S mesmos

sinais de encefalite culminando com 6bito de 100% destes até o 8° dia p.i.
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(figura 12). Os camundongos inoculados com as amostras DENV-1 109(FD) e
DENV-1 240(FHD) n&o apresentaram sinais clinicos (figura 12). Este dado
corrobora com nosso experimento anterior, ressaltando a diferenca entre as
amostras de DENV-1 e DENV-3 e suas consequentes viruléncias. As amostras
de DENV-3 foram caracterizadas como sendo gendétipo |, conforme Lanciotti e
colaboradores, (1994).

Desta forma nos camundongos inoculados com as amostras DENV-3 que
apresentaram sinais clinicos, foi feito o hemograma completo do sangue
periférico, no 7° dia p.i., no leucograma foi detectado a leucopenia e
granulocitopenia em relacdo aos controles (figuras 13 e 15, respectivamente).
Foi também detectada uma diminuicdo no numero de linfécitos (figura 14),
podera ser explicada pelo fato que o numero percentual dos linfécitos nos
PBMC de camundongos C57B/6 representa de 75-90% do total de leucdcitos,
diferindo dos valores normais em humanos (Doeing et al., 2003).

Os resultados obtidos no eritrograma ((tabela 6) e os indices
hematoldgicos (VCM, HCM e CHCM) (tabela 7) dos animais inoculados com
ambas as amostras DENV-3 néo indicaram diferencas estatisticamente

significativas (p< 0,05).

Para entender o curso da infecgéo, foo feita uma cinética de infec¢édo no
2°, 4° e 6° dias p.i. 0s animais inoculados, via i.c., com dose de 4 x 102 p.f.u.
com a amostra do DEN-3 375(MG) I. Assim, nos dias assinalados
anteriormente, foram avaliados os titulos virais nos orgaos (tabela 8) e as

andlises do sangue periférico destes animais (figuras 16 e 17).

As particulas virais infecciosas foram detectadas no cérebro a partir do 4°
dia p.i., com titulo de 3 x 103 p.f.u., e no 6° dia p.i., com titulo de 2 x 10° p.f.u.
Estes resultados demonstram que ocorre a multiplicacdo do DENV-3 375(MG) |
no cérebro, confirmando a evolucdo da infeccdo e o agravamento dos sinais
clinicos, que j& podem ser verificados no 6° dia p.i.. Em relacdo, aos demais
orgéos titulados (pulméo, baco, figado), ndo foram detectados particulas virais

infecciosas e também néo foi observada viremia sérica (ver tabela 8).
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Durante a infeccdo por dengue em humanos ocorre na fase aguda com
frequéncia leucopenia, caracterizada por neutropenia (Kalayanarooj et al.,
1997; Ali, et al., 2007). Poucos dados estdo disponiveis sobre andlises
sanguineas de animais inoculados com amostras isoladas de pacientes com
DENV. Foi feita as analises do sangue total dos camundongos infectados, do
2° ao 6° dia p.i., com o isolado DENV- 3 375(MG) |. Nestes animais a partir do
2° d.p.i., houve reducéo significativa no nimero de leucdcitos, que se manteve
até o 6° dia p.i. (figura 16). A contagem de linfocitos também o mesmo perfil de
andlise anterior (figura 17). Quando o nimero de leucdcitos totais e linfocitos
foram analisados, os dados corroboram os resultados obtidos na titulagédo viral.
Os animais inoculados com DENV-3 375(MG) | entre o 2° e 6° dia p.i.
apresentaram um aumento no titulo viral no cérebro entre o 2° e 6° d.p.i. (tabela
8) e ocorre um efeito antagbnico no numero de leucdcitos gerando uma

leucopenia (figura 16), e uma linfopenia periféricas (figura 17).

Estudos de Cologna e colaboradores, 2003, mostraram através de
construcBes de quimeras, que o0 gendtipo americano (IQT2913) possui menor
capacidade de multiplicacdo em macréfagos derivados de mondcitos (MDM) e
células dendriticas primarias humanas em relacdo a genoétipo do sudeste
asiatico (16681). Em 2005, o mesmo grupo, descreve que este ultimo gendtipo
apresentaria um maior pontecial de causar FHD, uma vantagem seletiva frente
ao genotipo americano, por gerar elevada viremia no hospedeiro humano e

infectar em maior propor¢cao 0s mosquitos vetores.

Recentemente, Figueiredo e colaboradores, 2008 descrevem amostras de
Dengue virus 3 gendtipo | em uma epidemia na regidao metropolitana de Belo
Horizonte caracterizada por ter grande potencial de causar doenga grave. Este
genatipo foi agrupado no clado juntamente com amostras asiaticas com base
na analise de das regides do gene C-prM (504 nt) e de uma regido mais
variavel do gene E (1023nt). Ainda, em 2007, uma amostra DENV-3 foi isolada
de uma epidemia no Piaui e foi agrupada como genétipo Il (Lanciotti et al.,
1994). Estas amostras tiveram regides do gene C e prM amplificadas e na
comparacao do sequenciamento apresentaram, em 1182 nt, diferengas em 51

nt.
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A viruléncia das amostras em camundongos C57BI/6 foi analisado sendo
0os camundongos inoculados com a amostra dp genotipo Il ndo paresentaram
sinais clinicos nem alteracdes hematologicas (figura 20, 21 e 22). Analises
histopatolégicas mostraram que os cérebros de camundongos infectados com
DENV- 3 375 (MG) I, apresentaram uma intensa e difusa meningoencefalite
(figura 23C e 23E) com infiltrado inflamatdrio de mononucleares e intensas
alteracdes vacuolares e degenerativas (fig. 23E-setas abertas). Foram
observadas areas sugestivas de morte celular por apoptose (fig. 23F-seta), o
que corrobora dados de Despres et al., 1998. Recentemente Limonta et al.,
2007 mostraram que provavelmente ha a contribuicdo in vivo de apoptose na
patofisiologia da FHD/SCD. Observa-se ainda areas de reatividade vascular
com intensa inflamacéo dos vasos (fig, 23D e 23F-cabeca de seta) e areas de

edema acentuado de meninges acentuada (fig. 23E- seta larga).

Os aspectos histopatolégicos do cérebro dos animais com amostra DENV-
3 64(MG) lll foram caracteristicos de uma infeccdo no cérebro, entretanto as
microfotografias de meninge e encéfalo apresentam apenas discretas
alteracdes. Foi observada uma meningite discreta com edema e descolamento
focal das meninges (figura 23G-seta larga). Apresentaram vasos congestos

com discreta presenca de células mononucleares (fig. 23H-cabeca de seta).

Baseados nos resultados obtidos através das andlises histopatologicas e
os dados da literatura que relatam a ocorréncia de encefalites por DENV
(Solomon et al., 2000; Miagostovich et al., 1997 e 2006), o acometimento de
células nervosas, astrocitos e microglia (Ramos et al.,1998) e lesdes no
cérebro similares as que foram descritos (Sanchez-Burgos et al., 2004;
Bordignon et al., 2007) podemos sugerir que o0 DENV-3 375(MG) | € um isolado
que apresenta neuroviruléncia para camundongos. Este modelo de infec¢éo via
i.c., mostra que isolados de mesmo sorotipo, porém de diferentes genotipos,

em modelo animal apresentam viruléncia diferentes.

Vérias citocinas e quimiocinas estdo envolvidas na imunopatogénese do

DENV (FHD/SCD) in vitro e in vivo, com elevados niveis circulantes de TNF-a
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produzidos por mondcitos (Espina et al., 2003), em camundongos BALB/c
(Atrasheuskaya et al., 2003), IFN-y (Diamond et al., 2000),IL-4, IL-5 (Chatuverdi
et al., 1999), IL-6 e RANTES (Lee et al., 2006), IL-10 (Chen et al., 2006; Green
et al., 1999) e MCP-1 (Lee et al.,, 2006). Além destes fatores, ha ainda
descricdo de apoptose como mecanismo pelo qual o DENV deve causar morte

celular (Navarro-Sanchez et al., 2005).

No intuito de determinar padrdo da resposta imune inflamatéria na
infeccdo por DENV-3 a presenca de um conjunto de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a,, IFN-y, IL-6, IL-10 e IL-12) e a quimiocina MCP-1 (CCL-2) foram
analisadas. Camundongos C57B/6 foram inoculados, via i.c., com as duas
amostras do DENV-3, e apds o 7° dia p.i. a presenca de citocinas foi analisada
no cérebro e soro destes camundongos, através da técnica CBA. Foi detectada
nos cérebros dos animais infectados com o DENV-3 375(MG) |, um aumento
significativo nos niveis das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10 e de MCP-1.
Contudo, os cérebros dos camundongos inoculados com o DENV-3 64(PI) IlI
ou ndo houve deteccdo de niveis minimos das citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-6)
ou sua producao ndo foi significativa quando comparado aos controles (IL-10 e
MCP-1) (figura 24).

A resposta inflamatoria foi avaliada através da producdo elevada das
citocinas (IFN-y e IL-6) e de MCP-1 no soro de animais inoculados DENV-3
375(MG) | comparado aos soros controles. Contudo, o0s niveis da citocina anti-

inflamatéria, IL-10, ndo foram detectaveis nos soros de animais analisados.

De acordo com os resultados, podemos sugerir que no cérebro dos
animais com o DENV-3 375(MG) | ha producédo significativa de citonas pro-
inflamatorias, TNF-o. e IL-6, e estas associadas ao sistema nervoso central
causam neuropatologias. Visto que, a via de infecgdo no modelo utilizado, &
intracraniana e as células alvo do DENV-3 podem ser macrofagos teciduais do
cérebro - microglia, que por sua vez, estdo descritas como células onde o virus
pode se multiplicar (Ramos et al.,1998) e sdo capazes de produzir citocinas
TNF-a, NO, IFN-a e IL-6 (Marianneau et al., 1999).

148



149

Em 2004, Pérez e colaboradores descreveram que IL-10 esta presente no
soro de pacientes com FHD, e que o aumento dos niveis desta citocina sugere
0 seu papel na patogénese da dengue. Contudo, como descrito em estudos
(Pacsa et al., 2000), os niveis de IL-12 nao diferem entre pacientes com FHD e
controles. Desta maneira, a deficiéncia de IL-12 em pacientes com FHD, altera
a resposta celular Thy para Thy, resultando em um agravamento da doenca e
morte de pacientes (Chaturverdi et al., 1999). Quanto a MCP-1, est4 descrita
como sendo secretada por mondcitos e linfécitos infectados por DENV-2, é
candidata a modular a permeabilidade vascular em pacientes com FHD/SCD
(Lee et al., 2006). Os niveis detectaveis desta quimiocina no cérebro de
camundongos, ser decorrente do intenso infiltrado inflamatério por

mononucleares e da permeabilidade vascular neste 6rgéao.

Os interferons desempenham um papel importante na eliminacdo dos
virus, e o pré-tratamento dos IFN tipo | inibe a replicacdo dos virus, via PKR
(Diamond et al., 2000). IFN-y € descrito como fundamental por desempenhar
um papel antiviral precoce na protecao contra a infeccdo pelo West Nile virus
(Shrestha et al., 2006). Esta citocina, que é marcadora de ativacao de células
T, esta presente em altos niveis no soro de criangcas com FHD comparadas as
com FD (Green et al., 1999).

Foi avaliado se o aumento das doses inoculadas de DENV-3 64(P1) Ill nos
camundongos (de 4 x 102 a 4 x 10° p.f.u.) causaria o aparecimento de sinais
clinicos, e somente nos cérebros de animais inoculados com 4 x 10° p.f.u.
foram detectados particulas virais, contudo estes animais ndo apresentaram

sinais clinicos.

A gravidade das lesbes patoldégicas acompanhou as doses inoculadas
sem que alteracdbes mais acentuadas fossem encontradas com uma

leptomeningite.

O papel da resposta imune inata na infeccdo de camudongos com a
amostra DENV-3 375 (MG) | foi estudada em camundongos C57B/6 deficientes

em genes relacionados a resposta imune inata (IFN-y, TNFr p55 e iNOS). Os
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camundongos IFN-y -/- inoculados com o DENV-3 apresentaram sinais de
encefalite foram antecipados em relagdo aos animais selvagens, entretanto,
todos os animais das duas linhagens, C57B/6 e IFN-y -/-, morreram a infeccao
no oitavo dia p.i. (figura 29) e o virus foi detectado no cérebro dos animais
(tabela 10). Os resultados obtidos discordam da literatura, pois Johnson &
Roehrig, (1999) descrevem que camundongos deficientes em IFN-y apds a
infeccdo com DENV-2 amostra adaptada (New Guinea C) ha uma mortalidade
baixa ou nenhuma. Shrestha e colaboradores, (2004) observaram 0 mesmo
padrdo com inocula¢des de um DENV- 2 (isolado humano ndo adaptado). Além
que, deve considerar a viruléncia da amostra DEN-3 375(MG) |, pois em
pequenas doses, 4 x 102 p.f.u. camundongos apresentam mortalidade de
100%.

Em camundongos IFN-y -/- ndo foi detectada leucopenia e linfopenia
(figura 30). Os animais deficientes para IFN-y foi observado uma meningite com
infiltrado de células com predominancia de mononucleares na leptomennige,
manguitos perivascular com presenca de células inflamatorias e areas de
encefalite. Assim nas micrografias do cérebro de animais IFN-y -/- existe um
acometimento difuso e agudo similar ao ocorrido nos C57B/6, porém com
tendéncia a uma maior gravidade, apesar de ndo termos quantificado,
sugerindo que a falta da molécula (IFN-y) deve ser importante. Entretanto, isto

nao refletiu para sinais clinicos e mortalidade (figura 29).

As analises histopatologicas de pulmdes mostraram alteracdes similares
com espessamento de septos, congestdo de vasos e pneumonia intertisial
(figura 33), contudo estas alteracdes devem ser de origem secundaria, e talvez,
ndo sendo resultante de acéo viral direta, visto que ndo foram detectados virus

neste 6rgéao.

TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria multifuncional e esta, intimamente,
relacionada com imunopatogénese de formas graves de DENV (Chaturverdi,
2006). Para avaliar o papel de TNF-o foram feitos experimentos com

camundongos deficientes em genes da via de sinalizacdo de TNF-alfa. Desta
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forma, camundongos TNFr p55 -/-, deficientes no receptor p55KDa de TNF-a,
foram inoculados, via i.c., com 4 x 102 p.f.u. da amostra DENV-3 375(MG) | e
apresentaram um retardo na mortalidade de camundongos TNFr p55 -/-
comparados aos C57B/6, que pode ser parcialmente devido ao controle tardio
da carga viral no SNC (Camelo et al., 2000), sendo que houve detecc¢édo viral
no cérebro (tabela 11). Os animais apresentaram uma leucopenia e linfopenia
significativa. Pinto e colaboradores, (1999) descrevem que TNFR p55 e TNFR
p75 sdo elevados em 42 e 84%, respectivamente, em pacientes com

manifestacdes de DENV.

Para entender o papel da enzima sintetase o0xido nitrico indutivel (iINOS) e
foram usados camundongos INOS -/-. Estes animais deficientes para iNOS
apresentaram o curso da infeccdo semelhante aos animais TNFr p55 -/-, com
retardo na mortalidade (figura 37). Estar descrito que quando a enzima iNOS é
inibida ou utiliza-se camundongos geneticamente deficientes infectados por
infectados por diferentes agentes virais (EMCV, HSV-1, Influenza virus) e o

flavivirus MVEV, o dano patolégico € significativamente reduzido (Akaike &
Maeda, 2000).

Detalhes de encefalite sdo descritos por Camelo e colaboradores (2000)
caracterizados para o virus rabico onde observa-se espasmos, falta de controle
motor, paralisia das patas posteriores e piloerecdo. Estas alteracbes foram
observadas nos IFN-y -/-, TNFr p55 e iNOS -/- infectados pelo DENV, sendo
além disso observadas alteracdes difusas e lesdes irreversives nas
micrografias de histopatologias dos cérebros de animais infectados (figura 23 e
32), deteccdo de particulas virais no cérebro, leucopenia, neutropenia e
deteccdo no cérebro de citocinas implicadas na na imunopatogénese como
TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-y e a quimiocina MCP-1.

Testes reduzindo a dose para 4 x 10 p.f.u. mostraram que todos os

animais morreram com um retardo de 48 horas (figura 38).

151



152

Em todos os animais foi observado uma meningoencefalite difusa com
intenso infiltrado inflamatdrio caracterizado por mononucleares, edema dentre
outros. Estes dados em conjunto com os dados de mortalidade dos animais
nos indicaram que o cérebro poderia ter niveis significativos de citocinas e
quimiocinas que estdo relacionadas & imunopatogénese do DENV. E descrito
que infecgbes virais no SNC levam a producdo de citocinas e moléculas
inflamatérias como IL-1 o/, IL-6, IL-10, TNF-o. e IFNs e NO e secrec¢do de
quimiocinas (Benveniste et al., 1997, 1998; Glabinski & Ransohoff, 1999).

Em camundongos infectados com DENV-3 375(MG) | foram detectados
aumentos, estatisticamente significativos na producdo de TNF-a, MCP-1, IL-6 e
IL-10, respectivamente, entre 0 8 e 0 12° apos a infeccao (figura 40 e 41).
Estes dados corroboram a importancia das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10
em processos inflamatérios no SNC de camundongos, C57B/6 e TNFr p55.
N&o houve producdo significativa de IFN-y no cérebro de nenhuma das
linhagens de camundongos infectados com o DENV-3 inoculados com 40 p.f.u..
quando a infeccdo foi com com a dose de 4 x 102 p.f.u. houve aumento na
producéo de IFN-y (figura 24B). A producao significativa de IL-10 no cérebro de
camundongos deficientes para IFN-y infectados é explicada na literatura que
mostra que as citocinas, TNF-a e IFN-y, atuam controlando a producédo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10. IL-6 é um marcador de inflamacéao
aguda e esta implicada em danos teciduais o que corrobora com nossos dados

histol6gicos no cérebro de animais IFN-y -/-.

MCP-1 é uma quimiocina atraente de mondcitos e relaciona-se com
processos inflamatérios, recrutando mononucleares para locais lesados, pode
ser observado o que ocorre no cérebro dos animais C57B/6 e deficientes em
achados histolégicos. Quanto a detec¢do dos niveis de citocinas e MCP-1 no
soro dos animais C57B/6, IFN-y e TNFr p55 -/- infectados com o DENV-3, foi
detectado producdo aumentada, estatisticamente, significativa (*p< 0,05 ou
**p,0,01) das citocinas TNF-a, IFN-y, e de MCP-1 em animais C57B/6 (figura
40B, 40D e 40F). Para a deteccdo das citocinas IL-6 e IL-10 no soro das

linhagens testadas, ndo houve aumento da producdo. Hober et al., 1993,
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descreveram deteccdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-6 foram
detectadas em pacientes Asiaticos com FHD/SCD durante infecgdo por DENV-
3.

Tendo em vista os resultados de diferencas na viruléncia de amostras em
modelo murino, estudos posteriores serdo necessarios para avaliar a viruléncia
de um maior numero de amostras de virus isolados de pacientes com
manifestacbes de FHD. Além disso, nosso modelo indica a importancia de
TNF-a e INOS para uma evolucdo retardada ao O6bito, o que pode ser

fundamental nos casos de FHD.
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VII - CONCLUSOES
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AFM se mostrou como uma importante ferramenta para visualizar e obter

bY

informacdes quanto a pureza e morfologia das particulas virais, gerando

imagens de alta resolucdo de particulas esféricas com diametro de 55nm e

sendo possivel mostrar a extrusdo do RNA viral linear e circularizado.

Camundongos C57B/6 adultos inoculados via intracerebral
apresentaram mortalidade de 100% com quadro de meningoencefalite
quando infectados com a amostra isolada de pacientes com DENV-3
gendtipo | até mesmo com doses de 40 p.f.u em animais com 2
semanas de idade ou adultos, e ndo apresentaram mortalidade quando
infectados com a amostra DENV-3 375(MG) gendtipo Ill e DENV-1 com

doses de até 4 x10° p.f.u.

Camundongos C57B/6 adultos inoculados via intracerebral com a
amostra isolada de paciente DENV-3 gendtipo | apresentaram
leucopenia e granulocitopenia a partir do segundo dia de infec¢do, com
aumento das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10 e a quimiocina MCP-1

no cérebro entre 8° e 12° dia.

Foi possivel diferenciar caracteristicas de viruléncia das amostras para

camundongos, ndo sendo possivel relacionar esta viruléncia com os

casos de FD e FHD humanos.
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= Camundongos iNOS -/-, TNFr p55 -/- apresentaram um retardo na
mortalidade e os IFN-y -/- uma mortalidade mais rapida na infeccdo com

DENV-3 gendtipo |.

= As citocinas IL-6 e IL-10 se encontram aumentadas em cérebros de

camundongos IFN-y -/- infectados com DENV-3 genatipo.
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