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RESUMO

A dengue € uma importante arbovirose humana, caracterizada por sua alta
morbidade, causada pelo Dengue virus (DENV), que coloca em risco mais de 2.5
bilhdes de pessoas. Apesar de sua relevancia, os mecanismos de patogénese das
formas mais graves da doenca ainda s&o pouco compreendidos. A infeccdo é
caracterizada por um processo inflamatério sistémico, marcado por alteracdes
hematologicas e producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias. Evidéncias
relacionando o sistema das quimiocinas CC com a gravidade da dengue, e dados
prévios do nosso grupo mostrando que camundongos deficientes no receptor de
quimiocinas CC 5 (CCR5™) sdo resistentes & infeccdo por DENV fundamentaram
esta investigacdo do receptor CCR5 no contexto da dengue experimental.
Camundongos do tipo selvagem (WT) e CCR5" foram inoculados com 10 LDs, de
DENV adaptado ao camundongo para realizacdo de ensaios de letalidade e
avaliacdo de parametros inflamatérios. Camundongos CCR5” sdo resistentes a
infeccdo por diferentes sorotipos de DENV e a resisténcia pode ser conferida a
camundongos WT pelo tratamento com antagonistas de CCR5 antes, mas néo apos
a infeccdo. A infeccdo de culturas primarias de macrofagos peritoneais de
camundongos WT e CCR5™ revelou que o receptor CCR5 n&o participa da entrada
do DENV em macrofagos, mas sua deficiéncia leva ao atraso da replicacéo viral nas
células. O atraso na replicacdo in vitro, capaz de gerar diferencas em até 10x na
carga viral entre os grupos WT e CCR5™", pode ser observado in vivo, pela reducéo
marcante da carga viral nos tecidos CCR5" em fases iniciais na infeccéo. A anélise
de parametros inflamatorios revelou que camundongos WT apresentam uma
discreta doenca ao 5° dia pés-infeccéo (p.i.) que evolui para um quadro grave ao
pico da infeccdo, ao 7° dia p.i. Camundongos CCR5™, apesar de infectados, nunca
adoecem, apresentando uma resposta imune capaz de eliminar o virus sem causar
dano tecidual. Esses dados indicam que o receptor CCR5 € uma molécula do
hospedeiro requerida a replicacdo do DENV em macrofagos, relevante na
patogénese da doenca. O estudo deste mecanismo pode levar ao desenvolvimento

de alternativas eficazes para a prevencao e tratamento da dengue.

Palavras-chave: Dengue, CCRS5, replicagao, inflamacéo



ABSTRACT

Dengue is an important human arbovirosis, a public health problem faced by
2.5 billion people. Infection is characterized by a systemic inflammatory response
and hematological alterations that may evolve with shock and death in severe cases.
Recent clinical and experimental data have shown an association between
components of the chemokine network and severity of Dengue, and previous data
from our group indicates that CC chemokine receptor 5 deficient mice (CCR5"), are
markedly protected against dengue virus disease, leading to the investigation of the
role of CCRS5 receptor in a mice model of dengue. Wild-type (WT) and CCR5" mice
were inoculated with 10 LDs for lethality assays and evaluation of disease signs.
CCR5™ mice are resistant to infection by different DENV serotypes, and resistance
can be conferred to WT mice by treatment with CCR5 antagonists before infection,
but not after. Infection of primary macrophages cultures from WT and CCR5” mice
with DENV-2 reveal that CCR5 is not involved in viral entry in macrophages, but
deficiency in CCR5 delays DENYV replication in these cells. The viral replication delay
observed in the in vitro assays, responsible for a 10-fold decrease in viral load in
CCR5" macrophages, was also observed in vivo by the reduced viral load in CCR5™
mice’ tissues at early phases of infection. Analysis of the inflammatory parameters
showed that WT mice present a discrete disease at day 5 post-infection (p.i.), which
becomes severe and lead to shock and death at day 7 p.i. CCR5” never present
disease, besides being infected with DENV. The immune response generated by
CCR5” mice can eliminate DENV from host without causing tissue damage.
Together, these data indicate that the CCR5 receptor is a host factor required for
proper DENV replication in macrophages. CCR5 receptor participates in disease
pathogenesis and impacts infection outcome. Investigation of the mechanisms
underlying the requirement of the CCR5 receptor by DENV, as well as how such
effective immune response is generated in CCR5” mice, could lead to the

development of preventive and therapeutic approaches for dengue treatment.

Key-words: Dengue, CCR5, Replication, Inflammation
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INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose de maior morbidade em humanos, cujo agente
etiologico é o Dengue virus. A infecgdo com algum dos quatro sorotipos do virus da
dengue (DENV-1, 2, 3 ou 4) pode resultar na febre do dengue (FD) ou nas formas
graves da doenca: a febre hemorragica do Dengue (FHD) e a sindrome do choque
do dengue (SCD) [1-3], apesar de grande parte das infec¢Oes se passar de forma
assintomética [4]. Atualmente, estima-se a ocorréncia de 50 milhGes de casos de
dengue e 25.000 mortes anualmente [5, 6].

Apesar de sua importancia, os mecanismos patogénicos envolvidos na
dengue ainda ndo sdo completamente compreendidos. Marcadores clinicos para o
diagnostico eficiente ainda ndo foram determinados, apesar de existirem estudos
associando moléculas a gravidade da doenca [7-11]. A falta de conhecimento
dificulta o desenvolvimento de tratamentos especificos e vacinas, sendo a terapia
atual baseada no acompanhamento do paciente e reposicdo de liquidos. Desta
forma, além dos impactos sanitarios e sociais, a dengue sobrecarrega

economicamente os sistemas de saude de paises em desenvolvimento [1, 6, 12].
Dengue virus

O DENV é composto por uma fita Unica de acido ribonucléico (RNA) senso
positivo, de aproximadamente 11 kilobases de tamanho. A atual classificacao
taxondmica coloca a espécie Dengue virus como membro da familia Flaviviridae e
do género Flavivirus. Seu ciclo de vida é composto por um ciclo silvatico, que é
mantido pela transmissdo do virus a primatas ndo-humanos, e um ciclo urbano,
denominado endémico/epidémico, que envolve a transmissdo do DENV ao homem
[13, 14]. Até o momento, primatas s80 0s Unicos vertebrados sabidamente
infectados pelo DENV, porém as cepas virais isoladas de humanos e primatas nao-
humanos sédo geneticamente distintas, indicando que esses ciclos de transmissao
divergiram no passado [15, 16]. Como a maioria dos flavivirus (virus pertencentes
ao género Flavivirus) descritos, o DENV requer um vetor artrépode para
transmissdo aos hospedeiros, representados por mosquitos do género Aedes,

prevalecendo a espécie Aedes aegypti na transmissdo ao homem.
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O virion (particula viral infectiva matura) € composto por trés proteinas
estruturais: proteina C, do inglés core, que complBe o0 capsideo e interage
diretamente com o material genético viral; a proteina M, referente a “membrana” e a
proteina E (“envelope”) que se encontra associada a proteina M no envelope lipidico
revestindo a particula viral. O genoma viral codifica as trés proteinas estruturais e
sete proteinas nao-estruturais, nomeadas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e
NS5, que coordenam a replicacdo viral e medeiam parte dos processos
imunopatoldgicos na dengue [17-20]. Os quatro sorotipos do virus da dengue foram
numerados em funcdo da ordem de identificagcdo [21], e apresentam
aproximadamente 66% de homologia genbmica, até 75% de homologia nas

sequéncias de aminoacidos, com propriedades antigénicas similares [22].

O ciclo de replicagdo do DENV se inicia com a ligagdo do virus a célula,
seguida de endocitose mediada pelo receptor viral e internalizagdo em endossomos.
A acidificacdo dos endossomos leva a mudancas conformacionais na proteina E
gue iniciam o processo de fusdo com a membrana endossomal e resultam na
liberacdo do genoma viral no citoplasma [23]. A traducdo do RNA viral em uma
poliproteina no reticulo plasmatico rugoso é seguida de seu processamento e
clivagem por proteases do virus e do hospedeiro. As proteinas NS coordenam a
traducdo de novas proteinas e a replicacdo do RNA viral, associando-o a proteina C
e posteriormente ao envelope lipidico contendo as proteinas E e prM na passagem
a luz do reticulo endoplasmatico rugoso [17-20]. As particulas virais imaturas
geradas sdo conduzidas a via de secrecdo, sendo novamente processadas no
complexo trans-Golgi, para clivagem da porcdo pr da proteina M e, finalmente,
secrecdo das particulas virais maturas [23-26] . A clivagem da porcao pr da proteina
M é ineficiente, resultando em uma alta proporcao de virions imaturos que tém sido
relacionados a estratégias virais de evasdo imune e intensificacdo da infeccao

dependente de anticorpos [27].
Dados epidemioldgicos

A dengue constitui um grave problema de salude publica em areas tropicais e
subtropicais do globo, onde a incidéncia, distribuicdo e gravidade dos casos de
dengue tém aumentado dramaticamente nos ultimos 60 anos [12], o que levou a sua

classificacdo como virose re-emergente [13]. De acordo com a Organiza¢cao Mundial
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de Saude (WHO), a dengue € presente em mais de 100 paises e totaliza mais de
2.5 bilhdes de pessoas em risco de contrair a doenca [5]. No Brasil, houve 944.662
casos em 2010 e mais de 720.000 até setembro de 2011, periodo referente a 12 a
392 semana epidemiolégica deste ano. Dentre as notificacdes, 10.620
correspondem a casos graves de dengue e até o periodo foram confirmados 468
Obitos [28].

O Brasil convive com epidemias de dengue desde 1981. A disperséo da
dengue e a ocorréncia de epidemias pelo territério brasileiro sao atribuidas a
presenca do mosquito-vetor e da circulacao dos sorotipos do virus [29].

Infeccdo e imunopatogénese

A FD é caracterizada pela presenca de varios sinais clinicos e sintomas
inespecificos, similar a um quadro gripal. Por volta de sete dias apds a infecgéo, o
paciente apresenta dores corporais intensas, nausea, vomitos e rash cutaneo, se
recuperando em até duas semanas apos o inicio da febre [3, 30]. As formas graves
da dengue sdo caracterizadas por uma intensa resposta inflamatoria que inclui
manifestacbes hemorragicas, hemoconcentracdo, trombocitopenia e aumento da
permeabilidade vascular [31-33]. Essas manifestacfes graves da dengue se iniciam
de forma aguda, semelhante a FD, seguidas de evolucdo rapida e deterioracéo
subita do quadro do paciente, resultando em choque hipovolémico e ao 6bito se ndo

tratadas apropriadamente [34, 35].

O desenvolvimento das formas graves envolve a interacdo entre fatores virais
e do hospedeiro, que incluem o sorotipo e gendtipo viral [36]; o background genético
e idade do hospedeiro [37], e infec¢Bes recorrentes com sorotipos distintos [38, 39].
Inclusa nestes fatores, a resposta imune do hospedeiro influencia o
desenvolvimento da dengue, em uma interacdo que pode levar tanto a melhora
guanto ao agravamento da doenca [24]. Dentre 0os mecanismos propostos como
responsaveis pela ocorréncia de casos graves, o fenbmeno da intensificacdo da
infeccdo dependente de anticorpos (Antibody dependent enhancement, ADE) e o
“Pecado antigénico original” (Original Antigenic sin) tem tido destaque. Na ADE,
anticorpos subneutralizantes produzidos durante uma infeccdo prévia com um
sorotipo distinto do virus potencializam a entrada do DENV nas células do

hospedeiro durante a infeccdo presente, via receptores de anticorpos Fcy,
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intensificando-a e agravando-a [40, 41]. De forma similar, o “Pecado antigénico
original” se refere a expansao de linfécitos T de memdria, gerados em infecgdes
anteriores, que quando expostos a uma nova infecgdo por um sorotipo diferente do
virus, respondem de forma alterada e prejudicial ao hospedeiro, produzindo altos
niveis de citocinas pro-inflamatérias e contribuindo a patogénese da dengue [15,
42].

O DENV interage com varias células do sistema imune, com tropismo para
células da linhagem fagocitica mononuclear, incluindo células dendriticas [43],
células de Langerhans [44], mondcitos e macréfagos [45, 46], que sdo considerados
0s principais alvos do virus durante a infeccdo. Varias moléculas tém sido
associadas a ligacdo do DENV nas células alvo, tais como as lectinas Dendritic Cell-
Specific Intercelular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN), o
receptor de manose e C-type lectin domain family 5 member A (CLEC-5A) [47-49],
porém o receptor que medeia a internalizacdo do DENV ainda nao foi identificado
[50].

O DENV também é capaz de infectar hepatocitos e células endoteliais [51,
52], que em conjunto com as ceélulas mieldéides acima mencionadas, iniciam a
producédo de mediadores inflamatérios que moldam a resposta imune nos ambitos
inato e adaptativo e definem a gravidade da doenca. Foi sugerido que a disfuncao
endotelial, que leva as alteragcbes hematologicas e ao choque hipovolémico
comumente encontrado em casos de FHD e SCD, seja mediada pela resposta
imune do hospedeiro [35]. A producdo elevada de citocinas pré-inflamatérias, ja
observadas em pacientes com dengue grave [15, 32], incluem: fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1B (IL-1B), IL-6, IL-8, IL-12 [53], interferon-y (IFN-y)
[24, 54] e varios fatores endoteliais e de coagulacdo [15]. Nao somente a presenca,
mas também o grau no qual os niveis dos mediadores aumentam podem ser
relacionados a gravidade da dengue. Desta forma, entender como essa producédo
massiva de citocinas € induzida na dengue, e eventualmente controlada, permitiria a

modulacdo desta resposta inflamatéria excessiva e conseqientemente da doenca.
O receptor CCR5 e infec¢des virais

O receptor de quimiocinas CC 5 (CCR5) é um membro da superfamilia de

receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteina G (GPCR),
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agrupado a uma subclasse que engloba todos os receptores de quimiocinas [55].
Por definicdo, os receptores de quimiocinas s&o capazes de mediar 0 recrutamento
e quimiotaxia de leucécitos em funcdo do gradiente de concentracdo de seu(s)
ligante(s). A sinalizacao do receptor CCR5 envolve a classe de proteinas G, cuja
ativacdo pelo ligante resulta na inibicdo da sintese de cAMP, liberac@o de célcio,
ativacdo de MAP cinases, Jun-N-terminal kinase (JNK), das proteinas cinases C
(PKC) e PKA [56] e ativacdo da fosfatitdilinositol 3-cinase (PI3K). O CCR5 também
pode se homodimerizar ou heterodimerizar com outros receptores de quimiocinas,
podendo sinalizar via proteinas JAK-STAT [57]. Ap6s a sua ativacdo, as por¢cdes
fosforiladas da cauda citoplasmatica do receptor CCR5 recrutam [(-arrestinas que
medeiam a internalizacdo do receptor dependente de clatrinas [58]. O receptor
CCR5 é expresso em varias células do sistema imune: linfécitos T efetores e de
memoria, linfocitos T CD4" helper tipo 1, células Natural killer (NK), células T Natural
killer (NKT), mondcitos, macrofagos, células dendriticas imaturas, células de
Langerhans e basofilos [58], sendo expresso em uma ampla variedade de tecidos

[59] e células ndo-hematopoiéticas [58, 60, 61].

Além de sua atividade intrinseca no recrutamento de células do sistema
imune, o receptor CCR5 também é associado a angiogénese [62], ativacdo e
proliferacdo celular [63, 64]. O CCR5 exerce atividades pro-inflamatodrias, sendo
associado a respostas imunes adaptativas do tipo Thl e foi estudado em desordens
inflamatorias agudas e crbnicas [65-68], nas quais 0 receptor pode agravar ou

melhorar o quadro da doenca.

O receptor CCR5 foi originalmente descrito por Combadiere e colaboradores
em 1996 [69] como o receptor para as quimiocinas Macrophage inflammatory
protein-1a (MIP-1a), MIP-13 e Regulated upon Activation Normal T Expressed and
Secreted (RANTES) conhecidas na nomenclatura atual como CCL3, CCL4 e CCLS5,
respectivamente [70]. O receptor CCR5 também pode ser ativado pela ligacdo da
Heat-shock protein 70, que ndo é classificada no sistema das quimiocinas [71]. A
descoberta do CCR5 é concomitante a sua associagado ao virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), atuando como o co-receptor na entrada do HIV em macréfagos [72].
Individuos homozigotos para o alelo ccrbA32, que possui uma delecdo de 32 pares
de bases na regido codificadora da proteina, expressam um CCR5 ndo funcional.

Esses individuos séo resistentes a infeccdo pelo HIV, mesmo quando expostos
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frequentemente ao virus [73]. Esse aspecto da biologia do HIV tem sido
extensivamente explorado, resultando no desenvolvimento e aplicagéo de inibidores
e antagonistas de CCR5 para o tratamento da sindrome da imunodeficiéncia
humana (AIDS) [74-76].

A associacdo do receptor CCR5 com o HIV foi a primeira dentre vérias
associacdes com patégenos. O receptor CCR5 é envolvido em varias doencas
infecciosas, causadas por protozoarios [77, 78], bactérias [79], fungos [80] e
especialmente virus. Como revisado por Klein e colaboradores [81], portar o alelo
ccrbA32 pode ser um fator de risco em infecgbes por flavivirus, que dividem o
mesmo género com o DENV. A prevaléncia do alelo ccrbA32 é associada com a
ocorréncia de meningoencefalite grave causada por infeccdo com o virus da
encefalite transmitida pelo carrapato (Tick-borne Encephalitis Virus - TBEV) [82] e
com infeccbes sintomaticas pelo virus da encefalite do oeste do nilo (West Nile Virus
—WNV) [83]. Em um modelo murino de infeccdo pelo WNV, a expressao de CCR5 &
aumentada em camundongos selvagens e os animais deficientes em CCR5 sao
muito susceptiveis a infeccdo. Neste modelo, 0 CCR5 é essencial para que linfécitos
T, células Natural Killer (NK) e macréfagos migrem para o sistema nervoso central,
controlando a replicacdo do WNV e prevenindo a mortalidade decorrente da

infeccao [84].

Durante a infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV), que também pertence a
familia Flaviviridae, a diminuicdo da expressdo de CCR5 em linfocitos T CD8"
resulta em menor recrutamento linfocitario ao figado e favorece a proliferacao viral,
bem como a cronificacdo da hepatite [85]. Em outro exemplo de subversdo do
receptor CCR5 por virus, a expressao deste receptor € capaz de conferir
permissividade de células a infeccdo, independente de atuacdo no processo de
entrada viral. A expressdo de CCR5 em linfocitos T possibilita a replicacdo de
Vaccinia virus através de sua sinalizacdo intracelular, na qual uma cascata de
fosforilacdo de tirosinas a partir do CCR5 é necessaria a organizacao e sinalizacéo
de proteinas virais e posterior replicagdo do virus [86]. Esse suporte a replicacdo de
Vaccinia virus in vitro acompanha a disseminacdo do virus no hospedeiro, em um
modelo animal em camundongos, no qual as células CCR5" infiltram-se em 6rg&os-

alvo carregando a progénie viral [87].
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A producdo excessiva de citocinas apresentada por pacientes com dengue
grave, denominada cytokine storm, inclui altos niveis de quimiocinas CC, cuja
participacdo é sugerida na patologia da dengue. A expressao de todos os ligantes
do receptor CCR5 foi demonstrada em pacientes e em diferentes modelos de
dengue: CCL3/MIP-1a nos momentos iniciais pds-infec¢do em culturas de leucécitos
de sangue periférico [88], CCL4/MIP-18 no sangue de pacientes com dengue
moderada a grave, sendo sugerido como um marcador para a gravidade da doenca
[7], e CCL5/RANTES em macréfagos, em outros modelos animais e em culturas in
vitro de mastécitos [89-91]. Trabalhos recentes do nosso grupo demonstraram que
camundongos deficientes para os receptores de quimiocinas CC CCR1, CCR2 e
CCR4 apresentam doenca reduzida apés infeccdo com DENV-2, comparados a
camundongos do tipo selvagem, apoiando o envolvimento da rede das quimiocinas

e seus receptores na patogenia da dengue [90].

Em conjunto, o papel do receptor CCR5 em doencas com grande
componente inflamatoério, o corpo extenso de evidéncias associando este receptor a
infeccbes virais e processos patologicos desencadeados por flavivirus, e o fato de
gue o receptor CCR5 interage com moléculas sabidamente envolvidas na doenca

fundamentou a sua investigacdo no contexto de dengue.

Camundongos CCR5" sdo resistentes a infeccéo experimental por DENV-2

DENV-2 - 10 PFU DENV-2 - 100 PFU
100 . 100 s
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Figura 1 - Camundongos CCR5-/- sdo extremamente resistentes ainfec¢ao experimental por DENV-2.
Curvas de letalidade ap6s in6culo intraperitoneal de DENV-2 a 10 PFU (10 LDso) e 100 PFU (100 LDso),

respectivamente, em camundongos C57/B6 selvagens (WT) ou CCR5™. O ponto de corte escolhido foi 0 14° dia
apos infeccéo (p.i.). A diferenca estatistica entre as curvas WT e KO é definida por p<0.05 (10 LDsp) e p<0.01
(100 LDsp). Para cada curva de letalidade, n = 6-8 animais por grupo.
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Para investigar o papel do receptor CCR5 na dengue, utilizamos o modelo
experimental de dengue (sorotipo 2) em camundongos desenvolvido no laboratério
(vide Metodologia, Virus e Design Experimental in vivo) [92-94], no qual
camundongos C57/B6 infectados com uma linhagem adaptada ao hospedeiro
murino apresentam manifestacfes clinicas similares a dengue grave em humanos
(alteracdes hematoldgicas, cytokine storm, inflamacdo sistémica, dano tecidual,
hipotensado, choque e conseqliente morte).
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Figura 2 - Camundongos CCR5-/- ndo sucumbem a doenca associada a infeccdo por DENV-2 e possuem
carga viral muito reduzida.

Camundongos WT e CCR5 * foram inoculados com 10 PFU (10LDsg) da linhagem de DENV-2 adaptada ao
hospedeiro murino. Animais foram sacrificados ao 7° dia pds-infeccédo (p.i.), para obtencdo de amostras. (A)
indice de hematdcrito e contagem de plaquetas, indicativos de alteragdo hematologica. (B) Niveis de IFN-y and
TNF-a em homogenatos do baco. (C) Ensaio de atividade de MPO, indicativo do influxo de neutréfilos nos
tecidos, em baco e figado. (D) Carga de DENV-2 nos 6rgdos e sangue. Dados séo representativos de dois
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experimentos independentes. *P< 0.05 relativo aos controles WT infectados. NI — WT n&o-infectado. ND - N&o-
detectavel.

Observou-se que camundongos deficientes no receptor CCR5 (CCR57) sdo
completamente protegidos na infecgdo letal por DENV-2 em diferentes indculos, ao
contrario de camundongos do tipo selvagem (WT), que apresentam
aproximadamente 30% de sobrevivéncia ao fim dos ensaios de letalidade, ao14° dia
pés-infeccado (FIG.1).

Camundongos CCR5” n&o apresentam quaisquer parametros de doenca ao
7° dia po6s-infeccdo, considerado o pico da infec¢cdo/doenca, contrarios ao quadro
grave apresentado pelos camundongos WT (FIG.2). Os camundongos CCR5" n&o
possuem nenhuma alteragcdo na contagem de plaquetas, indice de hematdcrito
normal (FIG.2A), baixos niveis de citocinas (FIG.2B) e reduzido influxo de neutroéfilos
nos tecidos (FIG.2C), que correspondem a medidas utilizadas para observar a
inflamacéo sistémica e alteracdo hematologica observada na dengue grave. De
forma marcante, enquanto sdo encontrados elevados titulos virais nos tecidos de
camundongos WT, a carga viral nos tecidos de camundongos CCR5™ ndo é

detectavel ou € extremamente reduzida durante o pico da infecgao (FIG.2C).

O fenétipo de protecdo apresentado por camundongos CCR5™ frente &
infeccdo letal por DENV-2 pode ser reproduzido em camundongos WT pela
administracdo do antagonista do receptor CCR5 Met-RANTES [95] (FIG.3). A
protecdo contra a doenca € observada caso o tratamento diario com o antagonista
seja iniciado anteriormente (um dia) a infeccdo por DENV, em uma estratégia
preventiva (Pré-Tratamento), que se estende ao dia 6 apoés infeccdo. Desta forma,
os camundongos WT apresentam pouca ou nenhuma plaquetopenia e
hemoconcentracdo (FIG.3A), baixos niveis de citocinas pro-inflamatérias (FIG.3B) e
reduzida atividade de MPO nos tecidos, indicativa do influxo de neutréfilos nos
orgaos (FIG.3C). O pré-tratamento com Met-RANTES também foi eficaz em reduzir
a carga viral nos tecidos e sangue dos camundongos tratados, em comparacdo a
grupos WT néo tratados (FIG.3D).

Em contrapartida, o poés-tratamento com Met-RANTES, no qual a
administracdo diaria do farmaco se inicia trés dias apés a infeccdo com DENV e se
encerra no dia 6 apoOs infeccdo, se mostrou ineficaz em reproduzir a protecao

observada no camundongo CCR5”. O pds-tratamento foi incapaz de evitar
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alteracbes hematoldgicas (FIG.3A), producdo de citocinas (FIG.3B), acimulo de
neutrofilos nos tecidos (FIG.3C) e crescimento da carga viral ao pico da infecgéo (7°
dia pés-infeccdo) (FIG.3D), associados neste modelo com a piora, choque e
decorrente morte do animal. O detalhamento das estratégias de infec¢cdo com
DENV-2 e tratamento com Met-RANTES se encontram na secédo de metodologia

desta dissertacéo (Infeccéo e desenho experimental in vivo - FIG.4).
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Figura 3 - Tratamento com o antagonista do receptor CCR5 Met-RANTES antes, mas n&o ap0s a infeccao,
reproduz a protecdo encontrada no camundongo CCR5-/-.

Camundongos WT foram injetados via subcutanea com 10ug de Met-RANTES diariamente, um dia antes da
infeccdo ao 6° dia pds-infeccdo (pré-tratamento) ou ao 3° dia poOs-infeccdo até o 6° dia pés-infecgdo (pos-
tratamento). Camundongos foram inoculados intra-peritonealmente com 10 PFU (10LDsg) da linhagem de
DENV-2 adaptada ao hospedeiro murino. Animais foram sacrificados ao 7° dia pés-infeccéo (p.i.), para obtengéo
de amostras. (A) indice de hematdcrito e contagem de plaquetas, indicativos de alteracdo hematolégica. (B)
Niveis de IFN-y and TNF-a em homogenatos do bago. (C) Ensaio de atividade de MPO, indicativo do influxo de
neutrdfilos nos tecidos, em baco e figado. (D) Carga de DENV-2 nos 6rgdos e sangue. Carga viral nos 6rgaos e
sangue. Dados sdo representativos de dois experimentos independentes. *P< 0.05 relativo aos controles WT
infectados. NI — N&o-infectado
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JUSTIFICATIVA

O modelo de dengue experimental padronizado pelo grupo e o envolvimento
do receptor CCR5 em infec¢Bes causadas por flavivirus e por outros virus de grande
importancia clinica, especialmente nos processos de infeccdo e replicacdo viral,
levou a hipdtese de que o receptor CCR5 também participaria dos processos de
infeccéo e replicagdo do DENV.

Desta forma, utilizando animais CCR5”, a investigacdo do mecanismo
responsavel pelo fendétipo de resisténcia se tornou necesséria, especialmente
devido ao grau de protecdo observado nestes animais apds a infeccdo por DENV. A
auséncia de inflamacdo excessiva ao 7° dia pés-infeccdo no camundongo CCR5™
correlaciona com a auséncia de mortalidade decorrente da infeccdo, porém os
mecanismos pelos quais essa resposta inflamatoria era modulada ainda eram
desconhecidos. Ainda mais relevante, a carga viral reduzida apontava para um
mecanismo crucial na infeccdo por DENV, dependente do receptor CCR5. O
sucesso exclusivo do tratamento pré-infeccdo com o antagonista Met-RANTES, em
detrimento do tratamento pds-infeccéo, sugeria um papel para o receptor CCR5 em

momentos iniciais no curso da infeccao.

Nesta dissertacédo, apresento os resultados obtidos na investigacao do papel
do receptor CCR5 na infeccdo experimental por DENV, as conclusbes e as

perspectivas originadas da pesquisa.
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OBJETIVOS

Investigar os possiveis mecanismos pelos quais o receptor CCR5 participa na
patogénese da dengue, utilizando uma abordagem in vitro e in vivo, baseada no
modelo experimental em camundongos.

Objetivo Geral

Determinar o mecanismo pelo qual camundongos CCR5 s&o protegidos da
infeccao letal por DENV-2.

Objetivos Especificos

Confirmar a sobrevivéncia marcante de camundongos CCR5” frente &
infeccéo letal por DENV com outra linhagem viral adaptada ao camundongo e em
periodos de tempo posteriores ao 14° dia.

Confirmar a eficacia do bloqueio farmacolégico do receptor CCR5 pelo uso
de outro antagonista

Analisar a infeccdo por DENV-2 em culturas primarias de células originadas
de camundongos CCR5 ™ in vitro, para determinar possiveis interacdes entre DENV
e o receptor CCR5 que possam explicar a resisténcia associada a deficiéncia do
receptor

Estudar o perfil inflamatério e clinico em time-points prévios ao pico da
doenca, (ao 7° dia pos-infeccdo) com a linhagem adaptada de DENV-2 em
camundongos CCR57, a fim de determinar os eventos cruciais responsaveis pela
resisténcia a infeccdo e morte

Estudar as populacdes celulares possivelmente associadas a resposta imune
protetora contra a infeccdo por DENV-2 observada nos camundongos CCR5" em
contraste a resposta imune no camundongo WT
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METODOLOGIA
Utilizacdo de camundongos e aprovacdo do comité de ética

Camundongos WT da linhagem C57BL/6 (H-2D") foram adquiridos do Centro
de Bioterismo (CEBIO) da UFMG (Belo Horizonte, Minas Gerais). Camundongos
CCR5™, cruzados pelo menos 10 vezes na linhagem C57BL/6, foram doados pela
professora Dr. Leda Quércia Vieira. Todos os animais foram mantidos no biotério do
laboratério até atingirem a idade de experimentacdo (8 a 12 semanas de idade) em
condicao specific pathogen-free (SPF). Animais foram tratados com Ivermectina 1%
pelo menos quatro semanas antes de sua utilizagdo e mantidos sob temperatura
controlada (23°C), ciclos de iluminacédo de 12 horas e racdo e agua disponivel ad
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo
Comité de ética em experimentacdo animal (CETEA) da UFMG, sob o protocolo de
renovacao numero 133/2009.

Virus

O isolado de DENV sorotipo 2 P23085 foi obtido da Colecédo de Virus do
Estado, Moscou, Russia e adaptado ao camundongo por passagens consecutivas
em cérebro de neonatos e inoculagdo em camundongos imunocompetentes, até a
observacdo de fendbmenos patoldgicos consistentes com a dengue em humanos
[96]. O processo de adaptacdo foi realizado em instalacbes de nivel de
biosseguranca 3 (BSL-3) do Instituto SRC VB “Vector” em Koltsovo, Russia.
Sequéncias nucleotidicas dos genes E e NS1 da linhagem adaptada foram
depositadas no GenBank sob o nimero de acesso AY927231 e apresentam 98% de
similaridade com sequéncias previamente depositadas do virus.

Para os experimentos realizados nesta dissertacdo, estoques virais foram
gerados a partir da propagacdo do DENV adaptado em células LLC-MK2 (Rim,
macaco Rhesus, ATCC), em até duas passagens. O sobrenadante de cultura,
constituido de meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium), suplementado com
soro fetal bovino (SFB) em até 2% v/v, e DENV foi coletado, clarificado por
centrifugacédo e congelado a -80°C até sua utilizacdo. O titulo do estoque viral foi
determinado por ensaio de formagéo de placas de lise (PFU) em células LLC-MK2 e
expresso em PFU/ mL de sobrenadante e/ou em dose letal para 50% dos animais

(LDso). Para este proposito, grupos de 10 camundongos foram inoculados
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intraperitonealmente com diluicbes seriadas do estoque viral e acompanhados na

letalidade por até 14 dias pds-infecgdo (p.i.).
Infeccdo e desenho experimental in vivo

Para infeccdo com DENV, camundongos foram manipulados ao fluxo laminar
e mantidos em estufas especificas para animais infectados com DENV. Para os
ensaios de letalidade e inflamagdo/ parametros de doenga, camundongos foram
inoculados com 10 PFU de DENV-2, equivalente a 10LDs, diluidos em 100pL de
salina tamponada de fosfato (PBS).

O acompanhamento da letalidade foi realizado a cada 12 horas até o dia 14
ou 28 p.i.. Ao fim do ensaio, os camundongos sobreviventes foram sacrificados por
deslocamento cervical. Pardmetros inflamatorios foram avaliados ao dia 3 ou 5 p.i.,
anteriormente ao pico da infec¢do (dia 7 p.i.), no qual os animais apresentam sinais
clinicos claros, derivados da infeccdo com DENV-2, e precede a morte da maioria
dos mesmos. Os parametros inflamatérios ao pico da infec¢éo, ao dia 7 p.i., ja estdo
bem caracterizados e se encontram na introducdo da dissertacdo (FIG.2). Todos os
experimentos com camundongos foram acompanhados de grupos-controle WT nao-
infectados em paralelo. Camundongos CCR5™ ndo infectados foram avaliados para
a producdo de citocinas, atividade de MPO nos tecidos e parametros hematolégicos,
apresentando niveis normais e similares aos niveis encontrados em camundongos
WT néo infectados. Por questdes de indisponibilidade de animais, o controle CCR5

nao-infectado foi realizado somente em alguns experimentos.

Para os experimentos de bloqueio farmacoldgico do receptor CCR5, grupos
de camundongos (n= 6-8) tratados com o0 antagonista misto dos receptores
CCR5/CCR1, Met-RANTES (Merck-Serono, Suica, gentilmente doado pela Dra.
Amanda Proudfoot) na forma de pré-tratamento receberam 10ug da droga
solubilizada em 0.1% albumina sérica bovina (BSA) em PBS diariamente, via
subcutanea, no periodo de 1 dia antes da infeccdo ao dia 6 p.i.. Camundongos que
receberam Met-RANTES na forma de pés-tratamento receberam a mesma
dosagem, porém administrada do dia 3 p.i. ao dia 6 p.i.. Experimentos com o
antagonista do receptor CCR5 UK-484900 (doado pelo Dr. Stephen Shaw, Pfizer
Inc., Inglaterra) envolveram grupos de camundongos (n=8-10) submetidos aos

mesmos periodos de pré- e pos- tratamentos. UK-484900 foi diluido em 50uL de
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HCI 0.09 M e re-diluido em salina até a concentracao util para dosagem de 10mg/
kg em 100pL, administrados duas vezes ao dia, via subcutdnea. Todos o0s
experimentos envolvendo tratamentos foram acompanhados dos grupos de animais

nao-infectados e infectados tratados com o veiculo da droga.

Tratamento: Met-RANTES 10 pg/camundongo ao dia
UK-484900 10mg/kg 2x ao dia
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Figura 4 — Esquema representativo dos experimentos in vivo.

Camundongos WT ou CCR5™ foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsg de DENV adaptado ao
hospedeiro murino, diluidos em PBS. Animais foram sacrificados ao 3° e 5° dias pos-infec¢cdo (p.i.), para
obtencédo de amostras ou acompanhados até o 14° ou 28° dias p.i. para os ensaios de letalidade. Em verde, o
periodo de administracdo e dose dos tratamentos com antagonistas do receptor CCR5.

Para o sacrificio e coleta de amostras, camundongos foram anestesiados
intraperitonealmente com ketamina (100mg/kg)/ xilasina (10mg/kg) em PBS para
coleta de sangue, preparacdo de soro e analises hematolégicas. Camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical para coleta do figado e baco para
posterior dosagem de citocinas, titulacdo viral e citometria de fluxo. As amostras

foram congeladas a -80°C até o processamento e analise.
Desenho experimental in vitro

Para infeccdo com DENV in vitro, macréfagos peritoneais murinos foram
coletados por lavagem peritoneal com solucdo de sacarose 0.34 M a 4°C, e
plaqueados em placas de 6 pocos a 1x10° células por poco. As células foram
incubadas por pelo menos 3 horas a 37°C, em atmosfera de 5% CO,, para

aderéncia. As células foram entdo lavadas com DMEM, incubadas com DENV-2
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adaptado a uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0.1 ou 0.01 por uma hora,
lavadas duas vezes com meio de cultura e mantidas com DMEM sem SFB, a 37°C,
atmosfera de 5% CO; até a coleta das amostras. O sobrenadante da cultura e o
extrato cellular, obtido por choque-térmico da placa de cultura e ressuspensédo em
700puL de DMEM, foram titulados em LLC-MK2 para determinagdo da carga viral
separadamente nos time-points de 1, 12, 24, 48, 72 e 96 horas p0ds-infecgéo.
Grupos experimentais submetidos a tratamentos com antagonistas de CCR5 ou
toxina pertussis (PTX) foram lavados com DMEM apo6s incubagdo com as drogas e
também titulados em LLC-MK2 para determinacao da carga viral. Cada amostra foi
obtida de pocos individuais com n minimo de 3 por tempo/grupo e 0s experimentos

foram acompanhados dos controles pertinentes.

O ensaio com o sistema celular GHOST foi realizado em colaboracdo com a
profa. Dra. Luciana Arruda da Universidade federal do Rio de Janeiro. As células
GHOST, derivadas de osteossarcoma humano, expressando ou nao expressando
0s receptores de quimiocinas CCR5/CXCR4 e CCR3 foram infectadas com o
isolado clinico de DENV-2 16681 a uma MOI de 5. Apés lavagem, as células foram
incubadas por 24 horas a 37°C, 5% CO,. O sobrenadante de cultura e o extrato
celular foram submetidos a PCR por tempo real e o resultado expresso em namero

de copias do RNA viral por grupo.
Titulacao Viral

Amostras de baco, figado e sangue de camundongos, e amostras de culturas
celulares foram submetidas a técnica de titulacdo por contagem de placas de lise
em células LLC-MK2, ja utilizada em outros trabalhos relacionados [90, 92-94].
Brevemente, amostras de 6rgaos foram preparadas por homogenizacdo em cadinho
e pistilo estéreis, seguindo a proporcédo de 10% peso/ volume em DMEM sem SFB.
As suspensdes de 6rgaos, sangue e amostras de cultura celular foram submetidas a
diluicdo seriada, depositadas em placas de seis poc¢os, contendo monocamadas de
células LLC-MK2 95% confluentes, e incubadas a 37°C, 5% CO,, por uma hora para
adsorcdo, com agitacdes a cada 20 minutos. Apds a adsorgdo, as placas foram
cobertas com meio 199 suplementado com SFB a 2,5% v/v e carboximetilcelulose
(CMC) a 1,5% plv, e incubadas por sete dias. As culturas foram coradas com cristal

violeta 1% p/v para contagem das placas de lise e os resultados expressos em PFU/
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100mg de tecido, /100uL de sangue ou /mL de amostra. Todas as titulagGes, de
orgdos e amostras de cultura, foram acompanhadas de seus grupos-controle
internos positivos e negativos, e de amostras de grupos néo-infectados.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa

Amostras de tecidos foram recolhidas de animais infectados em diferentes
time-points de infeccdo e homogenizadas em TRIZOL com a ajuda de um
macerador mecéanico até a completa homogenizacdo do tecido. Apds
homogenizacdo e adicdo de cloroférmio, amostras foram centrifugadas e a fase
aquosa recolhida para posterior precipitacdo do RNA mensageiro. A quantificacao
do RNA foi seguida da geracdo de cDNA a partir de uma reacdo de RT-PCR e a
amostra resultante quantificada para a concentracdo de cDNA, utilizando o
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Finalmente, as
amostras de cDNA foram submetidas a uma reacdo de PCR quantitativo para
determinacdo da expressdo de CCR5, usando primers especificos para o CCR5
murino. As meédias dos valores de Cycle threshold (Ct) foram normalizadas seguindo
o método AACt usando o gene 18S como gene de referéncia (Housekeeping). Os
valores encontrados foram plotados e sdo expressos como aumento em vezes em
comparacdo ao gene housekeeping. Foi utilizado um n = 4 por grupo por cada

experimento realizado.
Parametros hematoldgicos

O sangue foi coletado dos camundongos anestesiados pelo plexo braquial,
em microtubos previamente lavados em heparina. Plaquetas foram quantificadas ao
microscopio oOtico usando uma camara de Newbauer. O indice de hematdcrito foi
determinado pela comparacao das fracdes celular/ liquida de amostras sanguineas
centrifugadas em capilares de vidro heparinizados. Os resultados sdo expressos

como nidmero de plaquetas/ mm? por mL de sangue e porcentagem de hematdcrito.
Determinacao da atividade de mieloperoxidase (MPO)

Para analise de MPO, como indice indireto da acumulagédo de neutréfilos no
tecido, amostras de 50 mg de baco ou figado foram homogenizadas em 1 mL de
tampdo soédio/fosfato com 0.56% EDTA (p/v), centrifugadas e submetidas a 3

rodadas de choque-térmico para liberacdo da enzima ao sobrenadante nos tubos.
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As amostras foram entdo plaqueadas no minimo em duplicata, avaliadas quanto a
conversao do substrato TMB e posterior alteracdo de cor nos poc¢os. O resultado €
expresso em unidades arbitrarias, ap6s conversdo e normalizacao dos valores de
densidade o6tica (OD), lidos ao comprimento de onda de 492 nm, em funcdo de uma
curva padrao Neutrofilos/ OD previamente preparada.

Quantificacdo dos niveis de citocinas

As concentracbes de TNF-a, IFN-y, IL-6, CXCL1/KC e IL-10 foram
mensuradas por ELISA usando Kits comerciais e executados de acordo com as
instru¢des do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos). As amostras
de tecidos foram processadas como descrito para a determinacéo de atividade de
MPO e o sobrenadante prévio ao choque térmico foi utilizado nos ensaios. Os
valores dos ensaios de ELISA para uma determinada citocina/experimento foram
conduzidos na mesma placa. Os resultados sdo expressos em pg/ mL do
sobrenadante de amostra processada, correspondendo a pg da citocina por 50mg

de tecido processado. O limite de deteccéo do ensaio é de 4 a 8 pg/mL de amostra.
Citometria de fluxo

Os bacos foram coletados e homogeneizados usando maceradores de vidro
temperado. A suspensao de células foi submetida a lise de hemacias por choque
osmotico e plaqueada para marcacdo com anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos. Anticorpos anti- CD4, CD8, CD69, CCR5, NK1.1, CD11b, CD11c,
F4/80, controles de isétipo e estreptavidina conjugada a PE-Cy5 foram comprados
das empresas BD Pharmigen TM, eBiosciences e Biolegend. A incubacdo com
anticorpos durou 20 minutos, seguida de lavagem, incubacdo com estreptavidina
conjugada a PE-Cy5 por 20 minutos, outra lavagem e fixagdo em formaldeido 4%
v/v. As células marcadas com anticorpos foram adquiridas no citbmetro FACSCanto

Il e analisadas no software FlowJo (Tree Star).
Analise estatistica e construcado dos graficos

Os resultados sdo expressos como média + o erro padrdao da média. As
diferencas foram comparadas usando a analise da variancia (ANOVA) seguida do
pos-teste Student-Newman-Keuls. Quando comparados somente 2 grupos (p.e.

titulagbes de 6rgaos), foi usado o teste T de Student seguido do teste de Wilcoxon

30



guando a média de valores de algum dos grupos era igual a 0. As diferencas entre
as curvas de letalidade foram calculadas usando o teste Log rank. As curvas de
replicacdo em macrofagos foram comparadas usando a andlise de variancia entre
as curvas originais ou retas derivativas do grau de inclinagdo da curvas. Os
resultados cujo valor P foi <0.05 foram considerados significativos. Todos os dados
sdo representativos de pelo menos dois experimentos com n aproximado de 10
animais para experimentos in vivo e n minimo de 6 para experimentos in vitro. As
analises foram realizadas e os graficos montados com ajuda do software Graph Pad
PRISM 4.0.
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RESULTADOS

Camundongos CCR5™ s&o resistentes a diferentes sorotipos de DENV
adaptado ao hospedeiro murino

Para confirmar a resisténcia do camundongo CCR5” frente & dengue
experimental, ensaios de letalidade foram repetidos com DENV-2, utilizado nos
experimentos de descricao do fendtipo, e realizados com uma linhagem de DENV-3
adaptada ao hospedeiro murino (FIG.5).
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Figura 5 - Camundongos CCR5-/- séo resistentes a diferentes sorotipos de DENV adaptado.
Camundongos WT ou CCR5™ foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsg de DENV adaptado ao
hospedeiro murino, diluidos em PBS. Animais foram acompanhados até o 14° dia p.i. e entdo sacrificados ao fim
do ensaio. A diferencga estatistica entre as curvas € definida por p<0.05 (DENV-3) e p<0.01 (DENV-2). Para cada
curva de letalidade, n = 6-8 animais por grupo.

Os resultados confirmaram a resisténcia do camundongo CCR5 ao inoculo
letal por DENV-2 (FIG.5 esquerda). De forma similar, a infecgcdo por DENV-3 néo
causou mortalidade no grupo CCR5” no tempo observado, em contraste com a
mortalidade observada no grupo WT, em aproximadamente 60% (FIG.5 direita).
Assim, a resisténcia de camundongos CCR5" a mortalidade associada & infeccéo
por DENV-2 é reproduzida em infec¢cdes por DENV-3, tratando-se de um virus de
sorotipo diferente e adaptado ao camundongo de forma independente do DENV-2.
Os proximos experimentos foram realizados exclusivamente com DENV-2, dada a
similaridade entre as infecgfes, por possuir maior experiéncia e por se tratar de um

modelo melhor estabelecido [90, 94].
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Explorando o tempo e o in6culo viral na sobrevivéncia de camundongos
CCR5™ frente & infeccéo experimental por DENV-2

Confirmado o fenétipo de protecdo na dengue experimental, conferida pela
deficiéncia no receptor CCRS5, foi testada a hipétese dos camundongos CCR5™
apresentarem uma lenta progressdo da doenca, que acarretaria uma mortalidade
atrasada em relacédo ao grupo WT. Para tal, realizou-se outro ensaio de letalidade
com grupos de camundongos WT e CCR5™ observados até o 28° dia pds-infeccédo
(p-i.) (FIG.6A). Apesar de uma mortalidade menor do que o esperado para 0 grupo
WT, por volta de 45% frente ao in6culo de 10 PFU de DENV-2, foi observado que o
grupo CCR5" é completamente protegido até o 28° dia p.i.. Portanto, ndo ha
mortalidade fora dos periodos inicialmente observados e a prote¢cdo da mortalidade
no grupo CCR5™ é veridica.
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Figura 6 - Explorando o tempo e o inoculo viral na sobrevivéncia de camundongos CCR5-/- frente a
infeccdo experimental por DENV-2.

Camundongos WT ou CCR5” foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDso (A) ou 1000 PFU/1000
LDso de DENV-2 adaptado ao camundongo, diluidos em PBS. Animais foram acompanhados até o 28° ou 14°
dia p.i. e entdo sacrificados ao fim do ensaio. A diferenca estatistica entre as curvas € definida por p=0.11 (A) e
p<0.07 (B). Para cada curva de letalidade, n = 5-7 animais por grupo.

Somente foi observada mortalidade no grupo CCR5” quando este foi
inoculado com uma quantidade ainda maior de DENV-2 (Fig.6B). O in6culo de 1000

LDsy ou 1000 PFU por animal causou aproximadamente 40% de mortalidade nos
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animais CCR5", sendo novamente mais resistentes que o grupo WT, que sucumbiu
a este indculo aos 6° e 7° dias p.i., comprovando a gravidade da infeccao.

UK-484900 protege camundongos WT da mortalidade decorrente da infeccao
por DENV-2 quando administrado previamente a infec¢céo

A participacdo do CCR5 no desenvolvimento da dengue experimental é
evidente e a deficiéncia em expressa-lo € muito protetora. A eficacia do tratamento
pré-infeccdo com o antagonista Met-RANTES em camundongos WT, capaz de
reproduzir a protecdo encontrada no camundongo CCR5" é um achado marcante,
qgue indica que o bloqueio farmacolégico do CCR5 pode ser uma alternativa
profilatica para controle da dengue. O farmaco Met-RANTES é um antagonista
protéico do receptor CCR5. A utilizacdo de outro antagonista, de composicédo e
caracteristicas farmacologicas diferentes, capaz de reproduzir os dados obtidos com
o tratamento com Met-RANTES, né&o s corrobora com a participacdo do CCR5 na

doenca como fortalece a perspectiva do desenvolvimento de um tratamento.

O antagonista do receptor CCR5, UK-484900, desenvolvido pela empresa
Pfizer, € um analogo do composto Maraviroc, um antagonista de CCR5 disponivel
comercialmente, criado para tratamento de infec¢cdes por HIV. Trata-se de uma
molécula de baixo peso molecular e baixa lipofilia, do grupo das imidazilpiperidinas
tropanicas. Desta forma, foi realizado um ensaio no qual camundongos WT
receberam a droga UK-484900 previamente (FIG.7A) ou apoés a infeccdo (FIG.7B)
por DENV-2 (pré- e pos-tratamento, respectivamente). As curvas de letalidade
indicam que, de forma similar aos experimentos com Met-RANTES, somente o pré-
tratamento (FIG.7A) com o antagonista UK-484900 foi eficaz em proteger os
animais da mortalidade decorrente da infeccdo (Fig.7A), apresentando
aproximadamente 70% de sobrevivéncia comparada a 20% de sobrevivéncia no
grupo WT infectado néo tratado (WT). Em contraste, os animais submetidos ao pos-
tratamento (FIG.7B) sucumbiram a infeccao de forma similar ao grupo WT. Grupos
controle, compostos por animais nao-infectados e por animais infectados tratados
com o veiculo da droga foram realizados em paralelo e ndo indicaram qualquer

efeito adverso (dados ndo mostrados).
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Figura 7 - Pré-tratamento com UK-484900, mas ndo o pos-tratamento, protege camundongos WT contra
infecgéo letal por DENV-2

Camundongos WT foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsy, de DENV-2 adaptado ao
camundongo, diluidos em PBS. Camundongos submetidos a tratamentos receberam 10 mg/kg de UK-484900
duas vezes ao dia, via subcutanea. O grupo submetido ao pré-tratamento recebeu a droga 1 dia antes da
infecgdo ao 6° dia p.i. (A) e o grupo submetido ao poés-tratamento recebeu a droga do dia 3 ao dia 6 p.i.. Animais
foram acompanhados até o 14° dia p.i. e entdo sacrificados ao fim do ensaio. A diferenca estatistica entre as
curvas é definida por p=0.0194 (A) e p=0.99 (B). Para cada curva de letalidade, n = 10-15 animais por grupo.

Assim, o tratamento com outro antagonista do receptor CCR5 €é capaz de
reproduzir a protecdo observada no camundongo CCR5”, bem como a protecéo
obtida com o pré-tratamento com Met-RANTES. Novamente, a eficacia restrita ao
pré-tratamento, ou seja, ao bloqueio do receptor em periodos prévios a infecgao,
sugere a participacao do receptor CCR5 nos momentos iniciais da infec¢éo, cruciais

para o desenvolvimento da doenca.

A deficiéncia na expressdo do receptor CCR5 né&o interfere na entrada do
DENV-2 nas células

A marcante resisténcia do camundongo CCR5” contra a infeccdo
experimental por DENV, notada pela reduzida carga viral, auséncia de doenca e de
mortalidade; e o sucesso do pré-tratamento com antagonistas do receptor, sugere o
envolvimento do receptor CCR5 nas fases iniciais da infeccdo. Atualmente,
fagdcitos mononucleares residentes sdo considerados os alvos primarios do DENV
na infeccdo do homem, em funcéo de sua localizacdo propicia ao encontro com o
virus (por exemplo, na pele) e pela expressao de moléculas associadas a ligacdo do
DENV a célula [44-46, 97]. As células dendriticas, mondcitos e macréfagos

expressam CCR5 [98] e, considerando o papel deste receptor como co-receptor
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para o HIV, foi gerada a hipétese de que a deficiéncia de CCR5 afetaria o processo
de infeccao diretamente.

Inicialmente, para testar a hipétese de participacdo do receptor CCR5 na
entrada viral, foi utilizado o sistema celular GHOST. Este sistema celular consiste
em uma linhagem celular derivada de um osteossarcoma humano, manipulado
geneticamente para a expressao de CD4 e dos co-receptores de entrada do HIV: os
receptores de quimiocinas CCR3, CXCR4 e CCR5 [99]. O ensaio foi baseado na
infeccdo de linhagens celulares GHOST, expressando ou ndo os receptores de
guimiocinas, para determinar se a auséncia do receptor CCRS5 interferiria na entrada
do DENV-2 nas células. O isolado clinico humano DENV-2 16681 foi utilizado para

infeccéo das culturas e foi observado que essa linhagem viral é capaz de infectar as

DENV-2 — RNA em Cultura GHOST
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Figura 8 - O receptor CCR5 néo esta envolvido na entrada do DENV-2 16681 em células GHOST

Células GHOST, expressando CCR5 e outros receptores de quimiocinas (ghost R5/X4/R3) ou ndo expressam
(ghost -) foram infectadas com o isolado clinico DENV-2 16681 a uma MOI de 5. O extrato celular da cultura
(cell) e o sobrenadante (sup) foram submetidos a um PCR para amplificacdo do RNA do DENV-2 16681 e o
resultado expresso em numero de copias de RNA viral por grupo/linhagem celular.

células GHOST (FIG.8), notada pela presenca e amplificacdo do RNA viral no
sobrenadante de cultura (sup) e nas células (cell) expressando CCR5/CXCR4/CCR3
(ghost R5/X4/R3). As células negativas para expressao dos co-receptores do HIV
(ghost -) e o respectivo sobrenadante de cultura também possuiam RNA de DENV-2

16681, amplificado em quantidades similares ao grupo ghost -, sugerindo que o
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CCRS5 (e os outros receptores de quimiocinas expressos) nao estdo envolvidos com
0 processo de entrada do DENV-2 neste tipo celular.

Utilizando de outra abordagem, foi desenvolvido um sistema in vitro de
infeccdo de macréfagos para explorar possiveis relacdes entre o receptor CCR5 e 0
DENV. Em funcdo da via de infeccéo intraperitoneal no modelo animal, e da
facilidade de cultivo e manipulacdo, macréfagos residentes no peritbneo de
camundongos foram escolhidos para o estabelecimento de culturas celulares
priméarias. Obtidos por lavagem peritoneal sem exposicdo prévia a um antigeno,
macréfagos de camundongos WT foram plaqueados e infectados com o DENV-2
adaptado em diferentes multiplicidades de infec¢cdo (MOI) para avaliar a progresséao
da infeccdo. Como mostrado na FIG.9, a titulacdo viral do sobrenadante e do extrato
celular das culturas primarias indica 0 aumento de particulas virais viaveis de DENV
ao longo do tempo e da MOI aplicada. O extrato celular (FIG.9A) apresenta maior

carga viral relativa ao sobrenadante de
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Figura 9 - Padronizacé&o do sistemain vitro de infeccdo de macréfagos peritoneais murinos por DENV
Macréfagos peritoneais murinos foram coletados de camundongos WT por lavagem peritoneal em solugéo
0,34M de sacarose. Apés plaqueamento, as células foram infectadas com DENV-2 adaptado a uma MOI de 0,1
ou 0,01. Amostras do lisado celular (A) e do sobrenadante de cultura (B) foram coletadas de 24 a 96 horas pos-
infeccdo e tituladas em células LLC-MK2 para determinacéo da carga viral. Os resultados sdo expressos como
PFU/mL do lisado celular ou do sobrenadante de cultura em funcéo do tempo. As diferencas entre as curvas séo
representadas por P<0.05 para (A) e P<0.01 (B) referentes a variacdo relacionada ao tempo e a MOI,
independentemente.

cultura (FIG.9B) e foi escolhido como amostra principal para alguns dos
experimentos envolvendo cultura de macréfagos peritoneais. Da mesma forma, a
MOI de 0.01 foi mais utilizada, em funcdo da cinética de aumento da carga viral em
funcdo do tempo, tanto para o extrato celular quanto para o sobrenadante de

cultura.
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Com base na técnica empregada nas curvas de replicagdo em macrofagos
peritoneais, outro ensaio foi realizado para determinar se o receptor CCR5 participa
no processo de entrada viral. Macréfagos peritoneais oriundos de camundongos WT
foram plaqueados e tratados com CCL5/RANTES ou toxina pertussis (PTX)
previamente a infeccdo por DENV-2. O tratamento com CCL5/RANTES foi
empregado com o objetivo de causar a internalizagdo do receptor CCR5, tornando-o
indisponivel na superficie celular no momento da adsor¢éo, enquanto o tratamento
com PTX buscou bloquear a sinalizagdo do receptor, que é acoplado a proteina G
(FIG.10).
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Figura 10 - O receptor CCR5 néo esté envolvido na entrada do DENV-2 adapatado ao camundongo em
macroéfagos

Macréfagos peritoneais murinos foram coletados de camundongos WT por lavagem peritoneal em solugéo
0,34M de sacarose. Apds plagueamento, as células foram incubadas com (RANTES) recombinante ou toxina
pertussis (PTX) por 1 hora. Apds o tratamento, as células foram lavadas e infectadas com DENV-2 adaptado a
uma MOI de 0,01. Amostras do lisado celular foram coletadas imediatamente ap6s a adsor¢do a 24 horas pos-
infeccéo e tituladas em células LLC-MK2 para determinacéo da carga viral. Os resultados séo expressos como
PFU/mL do lisado celular em fun¢&o do tempo.

Em funcdo do objetivo do experimento, que € investigar se o0s tratamentos
influenciam a entrada viral, foram escolhidos time-points iniciais na infeccéo, de
imediatamente apds a adsorcao viral ao periodo de 24 horas p.i. O experimento
demonstrou que nado ha diferenca na carga viral entre 0s grupos em nenhum dos
momentos observados. Logo, o pré-tratamento das culturas com ligante
CCL5/RANTES ou o com a toxina PTX nao interferem no processo de entrada do
DENV-2 em macréfagos. Juntamente com os resultados do experimento com

células GHOST, este experimento indica que o receptor CCR5 nao esta envolvido
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com a entrada do DENV nas células e, portanto, indica que a resisténcia do
camundongo CCR5™ & infeccdo por DENV ndo esta relacionada a problemas no

processo de entrada viral.
A deficiéncia no receptor CCR5 atrasa a replicacdo do DENV em macréfagos

O papel do receptor CCR5 em infec¢des virais ndo é restrito ao seu papel
como co-receptor do HIV. Baseado no fato que o receptor CCR5 determina a
permissividade celular a infecgbes por Vaccinia virus através de sua sinalizacao
intracelular [86], foi investigada a possibilidade do receptor CCR5 também
influenciar a permissividade celular ao DENV. Desta forma, um ensaio in vitro de
infeccdo por DENV-2 foi realizado, incluindo macrofagos obtidos de camundongos
WT e CCR5™, com o objetivo de determinar a replicacéo viral nos dois grupos de
células (FIG.11). Apos a infeccdo com DENV-2, amostras de cultura foram
coletadas em até 96 horas p.i. e analisadas em funcdo da quantidade de particulas

infectivas geradas.
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Figura 11 - DENV-2 se replica lentamente em células CCR5-/-

Macréfagos peritoneais murinos foram coletados de camundongos WT e CCR5" por lavagem peritoneal em
solucdo 0,34M de sacarose. Apés plaqueamento, as células foram lavadas e infectadas com DENV-2 adaptado
a uma MOI de 0,01. Amostras do lisado celular (A) e sobrenadante de cultura (B) foram coletadas de 24 a 96
horas pos-infeccdo e tituladas em células LLC-MK2 para determinagdo da carga viral. Os resultados sé&o
expressos como PFU/mL do lisado celular ou do sobrenadante em func¢éo do tempo.

O ensaio de placas de lise revelou uma reduzida carga viral em amostras de
cultura originadas dos macréfagos CCR5™ nos periodos analisados em comparacéo
ao grupo WT. De forma marcante, a quantidade de particulas infectivas no extrato
celular de macréfagos CCR5" (FIG.11A), onde a diferenca € evidente, aumenta
somente a partir de 48 horas apoés a infeccdo, ponto no qual a diferenga de cargas

virais entre os grupos é de aproximadamente 10 vezes. Ainda, em células CCR5™, o
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acumulo da progénie viral 72 horas ap0s infeccdo é equivalente a quantidade
encontrada em células WT no periodo de 24 horas p.i.. Para confirmacdo da
expressdo do receptor CCR5 nas células, macrofagos peritoneais recolhidos dos
camundongos WT e CCR5” foram submetidos a um ensaio de PCR quantitativo.
Este ensaio confirmou ndo sé que as células WT expressam niveis basais de CCR5
em cultura como que as células de camundongos CCR5™ séo, de fato, deficientes
para a expressao do receptor, ndo possuindo mRNA que corresponda a proteina
(dados ndo mostrados). Ensaios de viabilidade celular com o reagente MTT
confirmaram que a viabilidade das culturas de macréfagos WT e CCR5" é similar e,
portanto, ndo é responsavel pelas variagbes de carga viral entre 0s grupos

experimentais (dados ndo mostrados).

Para analisar as curvas de replicacdo viral em macréfagos WT e CCR57,
representadas na FIG.11, os valores de inclinacdo das curvas a cada time-point
observado foram plotados gerando retas derivativas representativas do
experimento. A analise da inclinacdo da curvas revelou que os grupos de amostras
WT e CCR5" sdo estatisticamente diferentes (FIG.12), confirmando o efeito da

deficiéncia de CCR5 na replicacdo do DENV-2 em macrofagos.

Curvas de replicacdo viral em macréfagos de camundongos WT e CCR5™
também foram executadas com utilizando uma MOI de 0.1, e apresentaram perfis
similares aos observados no experimento com a MOI de 0.01 (FIG.11), com
diferencas de até uma casa logaritmica (logip) na carga viral entre amostras de
extrato celular WT e CCR5™ até as 48 horas p.i.. No entanto, a maior carga viral em
experimentos com a MOI de 0.1 satura a capacidade de evidenciar as diferencas

entre os tempos p.i.(dados ndo anexados).

Logo, enquanto particulas virais viaveis sao continuamente geradas no
interior dos macréfagos WT, a replicacdo em células CCR5™ é estagnada até 48
horas ap6s infeccdo. Em conjunto, essas observacdes sdo consistentes com um

atraso na replicacédo do DENV-2 no grupo CCR5™".
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Figura 12 - Anélise dainclinagdo das curvas de replicacdo celular em macréfagos WT e CCR5-/-

As curvas de replicagcdo viral em macréfagos peritoneais de camundongos WT (preto) e CCR5" (cinza),
representadas na figura 11, foram derivadas em fungdo de sua inclinagdo ao longo do tempo. Os gréaficos
representam a derivativa das curvas de lisados celulares (A) e sobrenadante de cultura (B). Os resultados sdo
expressos como retas referentes aos valores de inclina¢éo das curvas das figuras 11A e 11B, respectivamente.
As diferencas entre as retas sao expressas por P<0.05 em ambos os gréficos.

Para reproduzir este resultado, o bloqueio farmacologico do receptor CCR5
foi empregado na tentativa de atrasar a replicacdo do DENV-2 em macrofagos WT.
De forma similar aos experimentos que descartaram a participacdo do CCR5 na
entrada viral, macrofagos peritoneais de camundongos WT foram tratados
previamente a infeccdo com Met-RANTES ou PTX e avaliados em funcdo da carga
viral até 96 horas p.i. (FIG.13). Foi observado o aumento da quantidade de virus no
sobrenadante de cultura de células WT néo-tratadas ao longo do tempo, com pico
em 72 horas p.i. Grupos pré-tratados com Met-RANTES ou PTX apresentaram
carga viral reduzida comparada ao grupo WT néo-tratado. De forma similar aos
grupos experimentais com células CCR5", o grupo pré-tratado com Met-RANTES
apresentou um atraso na geracao da progénie viral, apresentando inclinacdo
positiva na curva (representativo do aumento da carga viral) somente a partir das 48
horas p.i.. De forma interessante, o pré-tratamento com PTX prejudicou a replicacao

viral, impedindo o aumento da carga viral ao longo dos tempos observados.

Logo, o pré-tratamento com Met-RANTES é capaz de reproduzir o atraso na
replicacdo de DENV-2 em células CCR5™. O pré-tratamento com PTX é capaz de
prevenir o aumento da carga viral nas amostras, a niveis similares aos encontrados

no grupo pré-tratado com Met-RANTES.
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Figura 13 - Pré-tratamento com Met-RANTES ou PTX prejudicam a replicag&o viral em células WT.
Macro6fagos peritoneais murinos foram coletados de camundongos WT por lavagem peritoneal em solugdo
0,34M de sacarose. Ap6s plagueamento, as células foram incubadas com Met-RANTES (Met-R) ou toxina
pertussis (PTX) por 1 hora. Apds o tratamento, as células foram lavadas e infectadas com DENV-2 adaptado a
uma MOl de 0,1.  (Figura 13, continuado) Amostras do lisado celular foram coletadas de 24 a 96 horas pos-
infecgdo e tituladas em células LLC-MK2 para determinacéo da carga viral. Os resultados sdo expressos como
PFU/mL do sobrenadante em funcédo do tempo. A diferenca entre as curvas € significativa e representada por
P<0.01.

Apesar de nao influenciar a entrada do DENV-2 em macrofagos, o receptor
CCR5 é necessario no processo de replicacdo nestas células. Em outras palavras,
DENV-2 replica de forma lenta, atrasada, em macréfagos CCR5” em comparacéo a
macrofagos WT. Este fenbmeno de atraso na replicacdo pode ser reproduzido pelo
tratamento com Met-RANTES previamente a infeccdo. A sinalizacao intracelular do
receptor CCR5 também parece estar envolvida, sendo que o tratamento com PTX,
capaz de bloguear a sinalizacdo de GPCRs, também impediu o aumento da carga
viral. Assim, o receptor CCR5 parece ser requerido em momentos iniciais no
processo de replicacao viral em macréfagos, considerando que a deficiéncia ou o
bloqueio do receptor com o antagonista prejudica temporariamente a proliferacdo do
DENV na célula hospedeira e exemplificado no fato que o crescimento da progénie

viral é retomado apds as 48 horas inicias de estagnacao.

Camundongos CCR5” apresentam reduzida carga viral nos tecidos nas fases

iniciais da infeccéo por DENV-2

O impacto da deficiéncia no receptor CCR5 para a replicacdo do DENV-2 em

macroéfagos in vitro levou a consideracdo do que esse fendbmeno acarretaria in vivo,
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no modelo animal em camundongos. Para determinar como o atraso na replicacéo
viral em macréfagos influenciaria a progressdo da infeccdo, camundongos WT e
CCR5™ foram inoculados com DENV-2 e sacrificados em fases iniciais de infeccéo,

aos 3° e 5° dias p.i., que precedem o pico da doenca.

Considerando a carga viral ndo-detectavel ou muito reduzida nos 6rgédos de
camundongos CCR5" ao 7° dia p.i., havia a necessidade de averiguar se de fato a
infeccdo por DENV-2 se estabelecia no animal deficiente. A titulagdo viral por
contagem de placas de lise ao 3° e 5° dia p.i. de amostras de baco e figado, 6rgaos
muito afetados na doenca humana e no modelo animal, confirmaram o
estabelecimento da infeccdo em camundongos CCR5™ (FIG.14), pela deteccdo de
titulos virais significativos ao 5° dia p.i. em seus tecidos. Como esperado, foi
detectada elevada carga viral nos tecidos de camundongos WT, cujo nivel aumenta
ao decorrer dos dias de infeccéo analisados (3° e 5°) estendendo-se a titulos ainda
maiores no pico da infeccdo (7° dia), quando a maioria dos camundongos morrem
(FIG.1e 2).

No entanto, a presenca e o0 aumento da carga viral nos tecidos dos
camundongos WT e CCR5™ diferem em um ponto crucial. Desde a analise inicial ao
3° dia p.., os camundongos CCR5" apresentam reduzida carga viral quando
comparados aos camundongos WT (FIG.14). Ao dia 3 p.i., particulas virais viaveis
sd0 indetectaveis nos tecidos de camundongos CCR5”, sendo encontradas no
figado e baco somente ao 5° dia p.i., em contraste aos 10° a 10* PFU de DENV-2
encontradas nas amostras de tecido de camundongos WT (FIG.14 coluna esquerda)
ja ao 3° dia p.i.. Ao 5° dia p.i., a reducdo no titulo viral no baco de camundongos
CCR5™ é estatisticamente significativa quando comparada ao titulo viral no baco de
camundongos WT, juntamente com os valores encontrados no figado, que seguem
a mesma tendéncia de reducdo em relacdo ao grupo WT (FIG.14, coluna direita).
Amostras de sangue de ambos 0s grupos experimentais foram tituladas e

apresentam carga viral indetectavel nos tempos observados (dados ndo mostrados).
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Figura 14 - Camundongos CCR5-/- apresentam reduzida carga viral nos tecidos nas fases iniciais de
infeccdo por DENV-2

Camundongos WT ou CCR5™ foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsy DENV-2 adaptado ao
camundongo, diluidos em PBS. Animais foram sacrificados aos dias 3° (coluna esquerda) e 5° p.i. (coluna
direita) para obtencéo de amostras de figado e baco posteriormente submetidas a titulacdo viral em células LLC-
MK2. Os resultados sdo expressos como PFU/ 100 mg de tecido processado. A diferenca estatistica entre as
colunas é definida por P<0.05 (*) e p<0.01 (**). Para cada experimento, n = 4-7 animais por grupo.

A carga viral indetectavel ou reduzida nos tecidos do grupo CCR5” em
tempos iniciais de infeccdo no modelo animal, em comparacdo ao grupo WT,
corrobora com os resultados in vitro obtidos com as curvas de replicacdo viral em
macréfagos. O atraso na replicacdo do DENV-2 em macréfagos CCR5™ existe no
modelo animal e pode ser visualizado pela reduzida carga viral no baco e figado de
camundongos CCR5” ao 3° dia p.i., sendo necessarios cinco dias de infeccdo para
gue a progénie viral alcance titulos virais comparaveis aos titulos virais do grupo
WT, porém ainda reduzidos. A dependéncia do DENV no receptor CCR5 para
replicacdo prejudica o acumulo e disseminacdo do virus nos tecidos do
camundongo CCR5™ e pode explicar o mecanismo de resisténcia deste animal a

infeccédo por DENV.
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Camundongos CCR5” ndo desenvolvem a doenca associada & infeccdo por
DENV-2

Na dengue, a resposta inflamatdria excessiva € um componente, se ndo o
principal, que conduz ao agravamento da doenga e que a caracteriza. No modelo
animal, a resposta inflamatéria excessiva também est4 associada a um quadro
grave da doencga, comumente levando ao choque hipovolémico e & morte dos
animais. Ao 7° dia pés-infeccdo, o camundongo CCR5” ndo apresenta quaisquer
parametros inflamatérios ou alteracbes hematoldgicas e sua sobrevivéncia é
completa frente ao inéculo letal por DENV-2. Para determinar como o receptor
CCR5 participa na resposta inflamatéria desencadeada pela infeccao, grupos de
camundongos WT e CCR5™ foram novamente inoculados com DENV-2 e avaliados

em seu perfil inflamatério/ hematoldgico em fases iniciais da infecgéo.

A anélise dos parametros hematolégicos de camundongos WT e CCR5" aos
dias 3 e 5 p.i., pela contagem de plaquetas e mensuracao do indice de hematdcrito,
demonstrou que ao 3° dia p.i. nenhum dos grupos apresenta quaisquer alteracdes
hematolégicas, tais como plaquetopenia ou hemoconcentracdo (FIG.15 coluna
esquerda). Ao 5° dia p.i., camundongos CCR5" apresentam contagem de plaquetas
e niveis de hematécrito normais, similares aos niveis encontrados em camundongos
nao infectados (NI). De forma contraria, camundongos WT ja apresentam uma piora
na doenca, observada pela queda no nimero de plaquetas e aumento do indice de
hematdcrito, consistentes com fases prévias a plaguetopenia e hemoconcentracao
graves apresentadas por esse grupo no pico da infeccao (FIG.15 coluna direita). Por
se tratar de um momento anterior na infeccdo, no qual os sinais da doenca sao

ainda reduzidos, outros parametros inflamatérios ndo foram mensurados ao 3° dia

p.i.
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Figura 15 - Camundongos CCR5-/- ndo apresentam alteracdes hematolégicas nas fases iniciais de
infeccdo por DENV-2

Camundongos WT ou CCR5™ foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsy DENV-2 adaptado ao
camundongo, diluidos em PBS. Animais foram sacrificados aos dias 3° (coluna esquerda) e 5° p.i. (coluna
direita) para obtencdo de amostras sanguimeas posteriormente submetidas a contagem de plaguetas e
mensuracdo do indice de hematécrito. Os resultados s&o0 expressos como niimero de plaquetas por mm*mL de
sangue e porcentagem de hematdcirto. A diferenca estatistica entre as colunas é definida por P<0.05 (*) em
relacdo ao controle positivo (grupo WT). Para cada experimento, n = 4-7 animais por grupo. NI — camundongos
WT néo-infectados

s

O influxo de neutréfilos nos oOrgaos durante a infeccdo por DENV-2 é
associado a um processo inflamatorio sistémico e ao dano tecidual nos
camundongos no pico da infeccdo (FIG.2). A medida indireta do influxo neutrofilico
nos 6rgdos dos camundongos WT e CCR5”, pela medicdo da atividade de
mieloperoxidase (MPO) ¢ indetectavel no figado dos animais infectados ao 5° dia p.i
(FIG.16). Os valores de atividade de MPO encontrados no baco de animais WT néo
diferem dos valores encontrados no grupo controle NI, indicando que neste tempo
p.i. avaliado n&o ha influxo de neutrofilos significativo nos 6rgaos e, portanto, ndo ha

diferencas entre os grupos experimentais.
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Figura 16 - Camundongos CCR5-/- e WT néo apresentam diferengas no acumulo de neutréfilos nos
tecidos ao 5° dia apés infecgcdo por DENV-2

Camundongos WT ou CCR5" foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDs, DENV-2 adaptado ao
camundongo, diluidos em PBS. Animais foram sacrificados ao dia 5 p.i. para obtencdo de amostras de figado
(esquerda) e baco (direita) posteriormente processadas e submetidas a detecgdo da atividade da enzima MPO.
Os resultados sdo expressos como unidades relativas de neutrdfilos, ap6s converséo dos valores de OD inicial e
normalizag&o. Para cada experimento, n = 4-7 animais por grupo. NI — WT n&o-infectado

Juntamente com os parametros acima avaliados, a producdo excessiva de
citocinas € um sinal clinico associado a doenca e foi avaliada ao 5° dia p.i. no
modelo animal. Os niveis de cinco citocinas: IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 e a
guimiocina CXCL1/KC foram quantificados no soro, baco e figado de animais WT,
CCR5” e NI (FIG.17). Apesar do perfil de expressdo de cada citocina variar em
funcdo do tecido avaliado, ndo héa diferencas na producdo de mediadores entre os
grupos WT e CCR5" ao 5° dia p.i.. HA um aumento na producéo das citocinas IFN-y
e CXCL1/KC no baco e soro de camundongos WT e CCR5™ em relacdo ao controle
NI, indicando que esses animais estdo respondendo a infec¢cdo por DENV. No
figado, os elevados niveis basais das citocinas avaliadas n&o evidenciaram

guaisquer diferencas entre 0s grupos experimentais.

A citocina IL-10, caracterizada por seu papel antiinflamatério em varios
modelos de estudo de doencas, ndo apresentou diferencas entre os grupos [100-
102]. De forma similar, a citocina IFN-y, relacionada ao desenvolvimento de
respostas antivirais [103, 104], apresentou niveis semelhantes no soro e tecidos de
camundongos WT e CCR5™".
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Figura 17 - Camundongos CCR5-/- e WT néo apresentam diferencas na producéo de citocinas ao 5° dia
apos infeccédo por DENV-2

Camundongos WT ou CCR5” foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDs, DENV-2 adaptado ao
camundongo, diluidos em PBS. Animais foram sacrificados ao dia 5° p.i. para obten¢&o de amostras de sangue,
baco e figado posteriormente processadas para detec¢édo de citocinas. Os resultados sdo expressos em ng/mL
de soro ou tecido processado. As diferencas séo representadas por P<0.05 (*) em relagdo ao controle negativo
(grupo NI). Para cada experimento, n = 4-7 animais por grupo. NI — WT nao-infectado

Sumarizando, em momentos iniciais na infeccao por DENV, camundongos
WT apresentam um aumento no indice de hematdécrito e diminuicdo da contagem de
plaquetas no sangue, representativos das alteraces hematoldgicas manifestadas
posteriormente na doenca (FIG.15). A atividade de MPO foi similar nos érgdos de
animais WT, CCR5™ e NI nos momentos iniciais da infeccéo (FIG.16), indicando que
ndo houve influxo de neutréfilos nos tecidos. A producédo de citocinas ao 5° dia ndo
aponta diferencas entre os grupos WT e CCR5™, mas juntamente com as alteracoes

hematoldgicas, evidencia o estabelecimento da infeccdo, dado pelo aumento de
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IFN-y e CXCL1/KC nos grupos WT e CCR5" em relagdo ao grupo NI (FIG.17). De
forma geral, camundongos CCR5 n&o apresentam quaisquer parametros
inflamatorios relacionados a doenca ao 3° e 5° dias p.i.

Assim, camundongos WT e CCR5” sdo ambos infectados pelo DENV-2
(FIG.14), mas ao invés de desenvolver a doenca e sucumbir a infeccdo como os
camundongos WT ao 7° dia p.i., os camundongos CCR5" previnem o
desenvolvimento da doenca e consequente morte (FIG.2). Desta forma,

camundongos CCR5” n&o adoecem em nenhum momento durante a infeccéo.

O receptor CCR5 é expresso nos tecidos de camundongos WT infectados e

sua expresséo varia ao longo da infeccéo

A dinamica do crescimento da carga viral nos tecidos dos camundongos
infectados e o aparecimento de parametros inflamatorios, como o aumento da
atividade de MPO e dos niveis de citocinas, sdo observados em maior escala no
baco e depois no figado e sangue (FIG.14,17). A dinamica de expressao do receptor
CCR5 no baco e figado durante a infeccdo € desconhecida, e a determinacdo de
seu perfil de expresséo facilitaria 0 entendimento de sua participacdo na infeccao
pelo DENV-2.

Para tal propdsito, a coleta do baco e figado de animais WT infectados e néo-
infectados nos dias 3, 5 e 7 p.i. e sua analise por PCR quantitativo revelou que o
receptor CCR5 é expresso nos tecidos de camundongos infectados, e que essa

expressao segue padrdes distintos em cada 6rgao (FIG.18).

No baco, a expressdo de CCR5 é quase triplicada nos periodos iniciais de
infeccéo, nos dias 3 e 5 p.i., quando comparada a expressao de CCR5 no grupo NI.
Em contraste, ao 7° dia p.i., o nivel de expressdo de CCR5 cai e se torna similar ao
grupo controle. No figado, a expressdo de CCR5 aumenta constantemente,
atingindo seu pico ao 7° dia p.i., onde 0s niveis sdo sete vezes maiores que 0S

niveis de expressao nos tecidos de camundongos NI.

Esses dados confirmam a expresséo do receptor CCR5 em 6rgaos infectados
pelo DENV e comprometidos no desenvolvimento da doenca, apesar de nao
discriminar se o resultado representa 0 aumento da expressao do receptor em

células residentes ou o influxo de células CCR5" no tecido. A determinacdo dos
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tipos celulares expressando CCR5 no bago, em momentos iniciais na infecgéo,
poderia evidenciar as células responsaveis pela formagdo da resposta imune ao

DENV prejudicial ao hospedeiro, apresentada pelos camundongos WT no curso da

infecgéo.
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Figura 18 - O receptor CCR5 é expresso nos tecidos de camundongos WT infectados e sua expressao
aumenta ao longo da infecg¢éao.

Camundongos WT foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDsy DENV-2 adaptado ao camundongo,
diluidos em PBS. Animais foram sacrificados aos dias 3°, 5° e 7° p.i. para obtencdo de amostras de baco e
figado posteriormente processadas e submetidas a reagdo de PCR quantitativo para expressdo de CCR5. Os
resultados s&o expressos como aumento da expressdo de CCRS relativa & expressdo do gene housekeeping. A
diferenca estatistica entre os grupos é definida por P<0.05 (*) e P<0.001 (***). Para cada experimento, n = 4
animais por grupo. NI — ndo-infectado

A resposta do camundongo CCR5” & infeccdo por DENV é marcada por uma

elevada ativacao de linfocitos no bago

A resposta imune incontrolada na dengue é crucial na patogénese da doenca
[35]. Como parte desse processo, a resposta imune adaptativa € descrita como
possuidora de efeitos benéficos ou prejudiciais [15]. Assim, um experimento de
citometria de fluxo foi realizado para determinar as populacdes de células do
sistema imune que expressam o receptor CCR5 durante a infec¢do, bem como as
caracteristicas da resposta imune gerada por camundongos WT e CCR5” ao

DENV, capaz de levar a fenétipos tédo diferentes na dengue experimental.

Grupos de camundongos WT e CCR5™ foram inoculados com DENV-2 e
sacrificados ao 5° e 7° dias p.i. para recolhimento dos bacos. ApOs processamento e

marcagao com 0s respectivos anticorpos, foi observada a expresséo constitutiva de
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CCR5 em populagdes F4/80" e CD11c", representativas de macréfagos e células

dendriticas, respectivamente (FIG.19).
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Figura 19 - A expresséo de CCR5 é aumentada em linfocitos T CD4+ e Células NK ao 5° dia ap6s infecgéo
com DENV-2

Camundongos WT foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDso DENV-2 adaptado ao camundongo e
sacrificados ao dia 5° p.i. para obtencdo do bacgo. Esplenécitos foram marcados e analisados em fungéo da
expressdo de CCR5. Os gates foram escolhidos com base no tamanho e granulosidade das populagdes
celulares e nos controles de is6tipo. Os resultados sdo expressos em histogramas representativos de cada tipo
celular em funcéo da intensidade media de fluorescéncia da marcacédo anti-CCR5. Valores de MFI acima de 10°
séo considerados positivos. Para cada experimento, n = 3-7 animais por grupo. NI — WT n&o-infectado

Ao 5° dia de infeccdo, a expressdo de CCR5 € mantida nestas células e é
aumentada em populagdes CD4" e NK1.1", especialmente nesta Gltima populagéo,
na qual o aumento de expressdo corresponde a 10 vezes os valores encontrados
nos controles nao-infectados (FIG.19). A marcacdo de esplendcitos de
camundongos CCR5” como grupo controle mostrou uma marcacédo inespecifica
nestas células, corroborando com outros controles realizados em experimentos in
vitro e confirmando a condicdo de deficiéncia no receptor CCR5 apresentada pelo

camundongo knockout (dados n&do mostrados).

A andlise das populactes de linfocitos revela uma forte linfopenia no baco de

camundongos WT infectados, comparados ao controle NI, que ndo € encontrada em
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camundongos CCR5™. De fato, 0 grupo CCR5™" apresenta um enorme aumento no
nimero de células CD8", de 3 milhdes no grupo NI para 20 milhdes no grupo CCR5
" (FIG.20 quadros superiores). Ainda, células CD4* e CD8" de camundongos CCR5

" possuem uma expressdo aumentada do marcador CD69 em comparagéo com
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Figura 20 - Camundongos CCR5-/ apresentam elevada frequéncia e ativagdo de linfocitos ao 5° dia apés
infeccdo por DENV-2

Camundongos WT foram injetados via intraperitoneal com 10 PFU/ 10LDs, DENV-2 adaptado ao camundongo e
sacrificados ao dia 5° p.i. para obtencdo do bago. Esplendécitos foram marcados e analisados em fungéo da
frequéncia e ativacé@o de populagdes de linfdcitos. Os gates foram escolhidos com base nos controles de isétipo.
Os resultados séo expressos em numero de células positivas, corrigidas pela contagem total dos esplendcitos
de cada animal. Para cada experimento, n = 3-7 animais por grupo. NI — ndo-infectado. Diferencas entre os
grupos séo representadas por P<0.05 (*) e P<0.01 (**).

outros grupos, indicando que h& maior ativacdo de linfécitos no grupo CCR5"
infectado (FIG.20 quadros inferiores). Em contrapartida as outras populacdes
linféides avaliadas, as células CD8" ndo aumentam a expresséo do receptor CCR5
durante a infeccdo (FIG.19), apesar da pronunciada expansdo e ativacdo dessa
populacdo celular no processo. De forma interessante, camundongos néo-
infectados WT e CCR5" apresentam somente uma diferenca na freqiiéncia das
populacdes analisadas, correspondendo ao fato que camundongos CCR5™
apresentam um ndmero de células CD4" no baco aproximadamente duplicado em
relacdo ao nimero de células CD4" normalmente encontradas no bago de
camundongos WT.

A expressdo diferencial de CCR5 em células CD4" e NK1.1" durante ao 5°

p.i. confirma os resultados de expressédo do receptor no baco (FIG.18) e o
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engajamento do receptor CCR5 na resposta imune contra o virus. O acumulo e
ativacao de linfocitos T sdo menores durante a infeccdo em camundongos WT do
que em camundongos CCR5™. Portanto, uma potente resposta de linfécitos T CD4*
e T CD8" ao 5° dia p.i. nos camundongos CCR5" pode ser responsavel pela
eliminacéo do virus dos tecidos deste camundongo, observada ao 7° dia p.i.
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DISCUSSAO

A dengue é a mais importante arbovirose do mundo. A disseminacdo dos
quatro sorotipos do DENV e a presenca dos mosquitos do género Aedes através do
globo coloca em risco aproximadamente 2.5 bilhdes de pessoas. Apesar de sua
relevancia, os mecanismos patogénicos da doenca, bem como os responsaveis pela
protecao, sdo pouco entendidos e envolvem a interagdo entre o DENV e a resposta
imune do hospedeiro. O sistema de quimiocinas e seus receptores medeiam o
recrutamento e ativacdo de leucocitos, e € essencial na resposta frente a um grande
namero de patégenos. No entanto, a atividade proé-inflamatéria de algumas
guimiocinas e seus receptores em respostas imunes excessivas, desreguladas,
freqUientemente contribui ao desenvolvimento de doengas ao invés de cura-las.
Trabalhos recentes desenvolvidos no laboratério [90] e por outros grupos [7, 88, 91]
apontaram o papel das quimiocinas CC e seus receptores na dengue, e neste
trabalho € demonstrado que o receptor CCR5 é crucial para a replicacédo do virus,

desenvolvimento da doenca e morte induzida pela infeccéo experimental por DENV.

A resisténcia completa de camundongos CCR5” & infeccdo letal com
diferentes indculos de DENV-2, apresentada na introducéo (FIG.1), foi averiguada e
estudada a fim de visualizar algumas das caracteristicas da protecdo a mortalidade.
A repeticéo do ensaio de letalidade em camundongos WT e CCR5" com a linhagem
de DENV-2, acompanhada em paralelo pela infeccdo com a linhagem de DENV-3
adaptada ao camundongo, confirmou a resisténcia dos camundongos deficientes no
receptor e fortaleceu o fenétipo de protecdo (FIG.5). Por se tratar de outro sorotipo
de DENV, adaptado ao hospedeiro murino de forma independente ao DENV-2
utilizado, a infeccdo com DENV-3 indica que o fenétipo de protecdo apresentado
pelo grupo CCR5” ndo é restrito a um Unico sorotipo viral, e pode se estender a
sorotipos ainda nédo estudados (DENV-1, DENV-4). A deficiéncia no receptor CCR5
€ tida como prejudicial em outras infec¢ces por flavivirus [81], mas tém se provado
benéfica no contexto de infeccdo por DENV-2. Algum fendtipo era esperado no
camundongo CCR5” apds a infeccdo por DENV, porém a intensidade e
particularidade de protecdo na dengue experimental sGo marcantes e contrastam

com exemplos de outros membros do género Flavivirus e da familia Flaviviridae.
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A resisténcia & dengue experimental apresentada pelos animais CCR5" nao
envolve um atraso na manifestacdo da mortalidade apos infec¢do, considerando
gue estes animais ndo morrem mesmo quando observados por quatro semanas
apos a inoculacéo do virus (FIG.6A). Quando desafiados com um indculo excessivo
de DENV-2 (1000 PFU/ 1000 LDsy) (FIG.6B), os animais CCR5" comecam a
apresentar mortalidade decorrente da infecgdo, mostrando que o mecanismo de
protecédo nao era “perfeito”, podendo ser contornado pelo DENV se administrado um

in6culo viral suficientemente grande.

As observacoes feitas no grupo CCR5” podem ser reproduzidas em
camundongos WT pelo pré-tratamento com antagonistas do receptor CCR5
(FIG.3,7). O pré-tratamento age como um “nocaute farmacologico”, bloqueando o
receptor antes da infec¢do, de forma similar ao grupo de camundongos deficientes
no receptor de quimiocinas. A utilizacdo do antagonista do receptor CCR5, o
composto UK-484900, em ensaios de letalidade em camundongos WT, confirmou a
eficacia do bloqueio do receptor CCR5 em prevenir a mortalidade decorrente da
infeccdo por DENV. De forma similar ao composto Met-RANTES, somente o pré-
tratamento com UK-484900 é eficaz em proteger os animais infectados, em
detrimento a utilizacdo do pos-tratamento com o antagonista (FIG.7). O composto
UK-484900 € uma pequena molécula, de propriedades e interagcdo com o receptor
CCRS5 diferentes do antagonista Met-RANTES, que indica que diversas formas de
bloqueio do receptor podem ser eficazes na prevencao da dengue grave. Portanto,
0 sucesso de utilizacdo dos dois farmacos indica que o bloqueio do receptor CCR5
pode vir a se tornar um tratamento contra a dengue, mas somente poderia ser

empregado como profilaxia, se avaliado para testes clinicos.

Dada a sua importancia no ciclo de vida do HIV e a literatura extensa
caracterizando o receptor CCR5 como co-receptor para entrada viral [72-74, 76], foi
testada a hipétese de que deficiéncia no receptor CCR5 prejudicaria a entrada do
DENV nas células. Os resultados mostraram que o receptor CCR5 era dispensavel
no processo de entrada viral, fato que foi demonstrado em diferentes sistemas
celulares e usando diferentes linhagens virais: um Isolado clinico humano de DENV-
2 (FIG.8) e a linhagem adaptada ao camundongo (FIG.10), apoiando esta
conclusdo. Corroborando com esses dados, a curva de replicacdo viral em

macrofagos, realizada posteriormente aos experimentos de entrada viral, também
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indica que ndo ha impedimento da entrada do DENV nas células CCR5" (FIG.11),
sendo que ndo ha diferencas entre as cargas virais de amostras WT e CCR5" ao
tempo de 24 horas p.i..

O experimento de entrada viral usando o pré-tratamento com o antagonista
Met-RANTES e a toxina PTX (FIG.10), bem como 0s outros experimentos in vitro,
confirmaram que o ensaio de infeccdo em macrofagos é reprodutivel. Para um
mesmo tipo de amostras e uma mesma MOI, a carga viral nos grupos WT
infectados de cada experimento (grupo controle positivo para infeccdo) sempre se
iniciam com os mesmos titulos virais. Outro fato significativo, observado neste
experimento, é que a carga viral ndo aumenta nas primeiras 24 horas de infeccéo.
Esse periodo pode representar as horas necessarias para iniciar a traducédo das
proteinas e replicacdo do genoma viral, prévios a liberagdo das primeiras particulas
virais [25].

A participacdo do receptor CCR5 em outros estagios do ciclo de vida viral, a
exemplo do seu papel na infeccdo pelo Vaccinia virus [86], se mostrou verdadeira
no contexto de infeccdo pelo DENV. Os experimentos com culturas primarias de
macrofagos peritoneais demonstraram que o DENV replica lentamente em
macrofagos deficientes em CCR5 quando comparados a macrofagos WT,
correspondendo a um atraso na replicacdo viral nestas células (FIG.11,12). De
inicio, o atraso de aproximadamente 48 horas na replicacdo do DENV em
macréfagos CCR5™ in vitro pareceu insuficiente para explicar a tamanha protecao
observada nos camundongos CCR5". No entanto, foi considerado que a carga viral
nos tecidos dos animais CCR5™ poderia ser lidada com mais facilidade pelo sistema
imune, ndo somente em funcdo de seu tamanho reduzido, mas do tempo extra que
requer para proliferar em altas quantidades. A titulacdo viral de tecidos dos
camundongos WT e CCR5” em momentos iniciais na infeccéo confirmou que os
camundongos CCR5” de fato possuem menos virus em seus tecidos no inicio da
infeccdo (FIG.14) e que conseguem elimina-los dos mesmos ao longo dos dias p.i.
(FIG.2D).

O atraso observado na replicagdo viral em macréfagos CCR5™ pode ser
reproduzido em macréfagos WT utilizando uma abordagem farmacoldgica,

novamente confirmando a eficacia dos antagonistas do receptor CCR5 (FIG.13). Os
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resultados do pré-tratamento com Met-RANTES ou PTX confirmam que o receptor
CCR5 é requerido ao processo de replicacdo do DENV em macréfagos,
provavelmente através de eventos relacionados a sua sinalizagdo intracelular. A
realizacdo de outro experimento similar com amostras de lisado celular, néo
tituladas neste experimento, confirmaria a reprodutibilidade dos resultados obtidos
com as amostras de sobrenadante de cultura (FIG.13). O tratamento de macrofagos
com Met-RANTES e PTX apés a infeccao confirmaria se somente o regime de pré-
tratamento com essas drogas € eficaz em reduzir a replicacéo viral in vitro, de forma
paralela aos pré- e poOs- tratamentos realizados com antagonistas de CCR5 no

modelo animal (FIG.3,7).

Experimentos de pds-tratamento em macrofagos com os ligantes do receptor
CCR5: CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-18 e CCL5/RANTES, evidenciariam como a
ativacdo do receptor pode modular a replicacdo viral. Se a ativacdo do receptor
pelos ligantes ativar vias de sinalizacdo benéficas ao DENV, a progénie viral
aumentaria. Caso contrario, se os ligantes competirem com o0 virus pelo receptor
CCRS5 e suas vias, haveria prejuizo no processo de replicacdo. O mecanismo pelo
gual o receptor CCR5 confere essa permissividade a macréfagos na infeccdo por
DENV e como a deficiéncia no receptor prejudica a replicacdo do virus ainda serao
estudados. Possiveis alvos sdo as vias envolvendo as proteinas JNK e PI3K, ja
associadas a replicacdo do DENV [105, 106] e passiveis de ativacdo via CCR5.
Dado o potente efeito da toxina PTX sobre a replicacdo do DENV em macrdéfagos,
outros GPCRs e vias envolvendo proteinas G monomeéricas também deverdo ser

estudadas.

Como mencionado anteriormente, a replicacdo atrasada do DENV-2 em
células CCR5™ in vitro foi observada in vivo, no modelo animal, pela titulacéo viral
de tecidos de camundongos WT e CCR5™ infectados aos 3° e 5° dias p.i. A infeccéo
por DENV-2 se estabelece em ambos 0s grupos de animais, no entanto, os titulos
virais s&o reduzidos nos tecidos dos camundongos CCR5” quando comparados a
titulos virais nos tecidos WT (FIG.14). O DENV é capaz de infectar varios tipos
celulares, e é possivel que a diferenca entre as cargas virais encontradas nos
tecidos de camundongos WT e CCR5" n&o seja uma consequiéncia unicamente
relacionada ao atraso de replicacdo em macréfagos CCR5™. Outras células

expressando o receptor CCR5 estédo presentes no bago e no figado, dentre elas as
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células dendriticas e células de Kupffer, sendo provavel que também contribuam ao
atraso na replicacdo viral em um contexto de deficiéncia no receptor CCR5.

De forma interessante, camundongos WT apresentam uma doenca discreta
ao 5° dia p.i., nunca apresentada por camundongos CCR5™ durante as fases iniciais
(3° e 5° dias) (FIG.15,16,17) ou ao pico da infec¢do (FIG.2). Camundongos WT
apresentam hemoconcentracdo, plaquetopenia e elevagdes nos niveis das citocinas
pré-inflamatérias IFN-y e CXCL1/KC ao 5° dia p.i., que correspondem ao
aparecimento de doenca nestes animais e a sua continua piora observada nos dias
seguintes. Camundongos CCR5™, apesar de infectados, produzem citocinas mas
ndo apresentam alterac6es hematolégicas ou acumulo de neutréfilos nos tecidos a
qualquer tempo p.i. avaliado. Essa inflamacéo reduzida no camundongo CCR5™
apos a infeccéo nao pode ser explicada pela producéo de I1L-10 (FIG.14), citocina de
conhecido papel antiinflamatorio [100-102], sendo que seus niveis sao similares nos

6rgédos de camundongos WT e CCR5™".

As quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-18 e CCLS5/RANTES, nao foram
dosadas ao 5° dia. Os niveis dessas quimiocinas ao 7° dia p.i. somente
exemplificam a inflamacéao excessiva de animais WT em contraste a animais CCR5"
" sendo produzidas em altos niveis nos 6rgdos de camundongos WT infectados e
inalteradas nos 6rgéos de camundongos CCR5" (dados n&o mostrados). Como o
fendtipo do camundongo deficiente no receptor CCR5 se mostrava mais relacionado
a um papel direto do receptor, e ndo a efeitos secundarios de seus ligantes, outros

experimentos foram priorizados.

E importante notar que o atraso na replicacdo do DENV em tecidos de
animais CCR5" nas fases iniciais da infeccéo é o principal fator por tras do fenétipo
de protecdo, mas ndo é o unico. A presenca de carga viral nos 6rgaos de animais
CCR5" ao 5° dia p.i. e de seus resquicios ao 7° dia p.i., mas ndo da doenca,
mostram que esses animais controlam a resposta inflamatéria ao virus. Em
conjunto, a dificuldade de replicacdo do DENV em células CCR5” levaria a uma
carga viral reduzida, toleravel, nos tecidos nas fases iniciais da infec¢cdo. A
subsequente resposta imune ao DENV poderia eliminar o virus dos 6rgéos de forma
eficiente, prevenindo o dano tecidual e consequente choque, levando a

sobrevivéncia do camundongo CCR5™".
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De forma contraria, a proliferacdo viral continua nas células e tecidos de
camundongos WT leva ao acumulo crescente de particulas virais nos locais
infectados, observados in vitro e in vivo. A carga viral originada e em expansao € um
estimulo crescente ao sistema imune, que em contrapartida promove a resposta
inflamatoria excessiva que leva ao dano tecidual, choque hipovolémico e morte, ao
invés de eliminar o DENV do hospedeiro. Portanto, a sobrevivéncia do camundongo
CCR5" apés a infeccdo por DENV-2 depende do balanco entre a (efetiva)
eliminacéo do virus e a (reduzida) inflamacgédo, ambos derivados da reduzida carga
viral nas fases iniciais da infeccdo. Assim, determinar como a resposta imune ao
DENV no camundongo CCR5™ é estimulada, quais os tipos celulares prevalentes e
como essa resposta é capaz de eliminar o DENV de forma téo eficiente sdo pontos
importantes na evolucdo desta pesquisa. De forma similar a proposta in vitro, 0
tratamento de camundongos WT com as quimiocinas ativadoras do receptor CCR5
apos a infeccao evidenciaria as consequéncias de sua ativacao no curso da doenca,

para a replicacdo do DENV e para a resposta do hospedeiro a infecgao.

O experimento de PCR quantitativo para a expressao do receptor CCR5 no
baco e figado de camundongos WT infectados mostrou que o perfil e o pico da
expressdo do receptor CCR5 diferem entre os 0rgaos e sugere o envolvimento do
receptor CCR5 em periodos iniciais de infeccdo, no baco, e em periodos posteriores
no figado (FIG.18). Esse perfil corrobora com a deteccdo do virus e de sinais de
doenca em maior escala no baco e posteriormente no figado, onde a carga viral
pode atingir 10*° PFU/ 100mg de tecido (FIG.2).

A analise da expressdo de CCR5 em populacdes de leucécitos no baco de
camundongos WT mostrou que linfocitos T CD4" e células NK aumentam a
expressao do receptor durante a infecgdo por DENV e confirmam o engajamento do
receptor CCR5 na resposta imune a infeccéo (FIG.19). O aumento da expressao de
CCR5 nas populagbes CD4" e NK 1.1" ao 5° dia p.i. € concomitante ao aumento da
expressdo de CCR5 no baco neste periodo p.. (FIG.18), possivelmente
correspondendo aos tipos celulares envolvidos no aumento de expressdo de CCR5
no 6rgdo. O perfil ativado das populacdes de linfécitos T em camundongos CCR5™
demonstra o papel crucial do receptor CCR5 na modulagéo de respostas imunes
adaptativas ao DENV (FIG.20). A resposta de linfocitos T CD8" é bem caracterizada

como critica para a eliminacado de patdgenos intracelulares em varios modelos de
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infeccdo [85, 107, 108], e a expansao e ativacdo marcantes dessa populacdo é
concomitante & eliminacdo do DENV-2 dos tecidos CCR5™". A protecdo e o controle
da replicagdo viral por linfécitos T CD8" na dengue é descrita em outros modelos
experimentais e corrobora com o0s dados encontrados [109]. O papel
desempenhado pelos linfécitos T CD4" e células NK neste contexto ainda sdo
desconhecidos, apesar de provavelmente participarem e apoiarem a resposta T
CD8" em um perfil Th1 de diferenciagédo [110, 111].

Em contrapartida, a citocina IFN-y, associada a respostas imunes antivirais
[103], de perfil Th1, é produzida em niveis similares pelos grupos WT e CCR5™, ao
5° dia p.i. A mesma producdo de IFN-y no bago e soro dos camundongos néo
corrobora com a diferente carga viral encontrada nos tecidos dos grupos WT e
CCR5™, apesar de um trabalho recente do nosso grupo apontar o IFN-y como
componente importante da resposta de camundongos a infecgdo por DENV-2 [104].
A producédo de IFN-y, neste caso, parece estar mais bem associada a resposta
inflamatoria na infeccdo, notada pelos niveis elevados da citocina no baco ao pico
da infeccdo em camundongos WT, mas ndo em camundongos CCR5” (FIG.2,3).
Esta discrepancia também sugere que os mecanismos pelos quais o receptor CCR5
influencia a resposta imune séo independentes, pelo menos em parte, da producao

e atividade de IFN-y.

Novos estudos determinardo as populacdes T helper derivadas no
compartimento de linfocitos T CD4" e sua contribuicio & patogénese ou protecdo a
doenca. Tanto quanto, as células NK sdo um interessante objeto de estudo, em
funcdo do marcante aumento na expressdo de CCR5 durante a infeccdo e por sua
participacdo em respostas agudas a infec¢cdes virais [112, 113]. De forma
interessante, células NK séo encontradas em alta frequéncia no figado e o aumento
de expressdo de CCR5 decorrente a infeccdo por DENV nesta célula pode estar
relacionado ao aumento da expressdo de CCR5 no figado ao 5° dia p.i. (FIG.18).
Ainda, trabalhos recentes do nosso grupo sugerem gue a ativacdo excessiva das
células NK contribuiria para o dano hepético durante a infeccdo por DENV [94],

representando mais uma evidéncia da participacédo dessas células na doenca.
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SUMARIO E CONCLUSOES

De acordo com os objetivos tracados, os principais achados experimentais
descritos nesta dissertagao foram:

- Camundongos CCR5™ s&o resistentes a infeccdo por linhagens de DENV-2
e DENV-3 adaptadas ao camundongo. A alta sobrevivéncia apresentada pelo grupo
CCR5" n&o é consequiéncia de um atraso na mortalidade apés infeccdo pelo DENV.

- O bloqueio farmacologico do receptor CCR5 é eficaz em proteger animais
WT da mortalidade e doenca decorrentes da infec¢cdo, quando utilizado de forma
profilatica.

- O receptor CCR5 néo esta envolvido no processo de entrada do DENV-2
nos tipos celulares estudados. No entanto, o receptor CCR5 €& requerido ao
processo de replicacéo viral em macrofagos e sua deficiéncia atrasa a replicacdo do
DENV-2 nesta célula.

- O atraso na replicacdo do DENV-2 em macréfagos CCR5" é observado nos
tecidos de animais CCR5™, prejudicando a proliferacdo e disseminagéo do DENV-2

nos 6rgdos de camundongos CCR5™ infectados.

- Camundongos CCR5” ndo apresentam quaisquer sinais de doenca em
time-points prévios ao pico da infeccdo por DENV-2. Em conjunto com os dados do
7° dia p.i., a andlise dos parametros inflamatérios indica que camundongos CCR5™

nunca adoecem em decorréncia da infeccéo.

- A expresséao do receptor CCR5 é aumentada em células do sistema imune
ao longo da infeccdo por DENV-2. Camundongos CCR5" ndo apresentam a
linfopenia no baco apresentada pelos camundongos WT ao 5° dia p.i. e possuem
um acumulo de linfocitos T CD4" e CD8" ativados que podem estar relacionados
com a eliminacdo do DENV-2 dos tecidos de camundongos CCR5” ao longo da

infeccéao.

Em concluséo, os resultados demonstraram que o receptor CCR5 possui um
papel critico no desenvolvimento da doenca e morte no modelo experimental de
infeccdo por DENV em camundongos. O receptor CCR5 € uma molécula do

hospedeiro requerida pelo DENV na replicacdo em sua célula-alvo, o macrofago, e a
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auséncia do receptor CCR5 atrasa a replicacdo do virus nesta célula. O impacto da
deficiéncia do receptor CCR5 em macrofagos é observado no hospedeiro, o
camundongo CCR5™, que apresenta carga viral muito reduzida ou indetectavel aps
infeccdo com DENV-2. Ao prejudicar a replicagéo viral, a deficiéncia no receptor
CCRS5 previne a doenca e morte dos animais, levando a geracdo de uma resposta
imune que elimina o virus de forma efetiva sem danos colaterais aos tecidos do

camundongo.

Assim, testar o receptor CCR5 no contexto da dengue em humanos é
essencial e plausivel, especialmente devido a existéncia de individuos homozigotos
para o alelo ccr5A32, que ndo possuem um receptor CCR5 funcional. Varios
antagonistas do receptor CCR5 estdo disponiveis, incluindo o composto Maraviroc
gue é disponivel comercialmente, podendo ser aplicados em areas endémicas de
dengue durante as epidemias sazonais da doenca. Por fim, um melhor
entendimento do mecanismo molecular pelo qual a auséncia do receptor CCR5
afeta a replicacdo do DENV e como o receptor modula a resposta imune ao virus
evidenciariam mecanismos patogénicos cuja compreensao € necessaria ao

desenvolvimento de tratamentos e vacinas para a dengue.
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