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RESUMO

PEREIRA SA. Desenvolvimento de modelo experimental de infeccéo pelo virus da
dengue em camundongos. 2017. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia) -
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2017.

A dengue é doenca causada pelo virus dengue (DENV), que acomete cerca de 390
milhoes de pessoas todos os anos no mundo, e representa uma ameaca a saude
publica mundial. Até o momento nao se dispoe de tratamento especifico e vacinas
ainda nao estao disponibilizadas para a maior parte da populacdo. Um dos maiores
obstaculos para o desenvolvimento de vacinas ou mesmo uma melhor compreensao
da biologia do virus é a falta de modelos animais capazes de mimetizar a doenga
como vista em humanos. Nesta tese tivemos como principal objetivo trabalhar na
busca de modelos alternativos de infeccio com um isolado clinico (JHA1) de dengue
sorotipo 2 (DENV2) descrito previamente como capaz de infectar e matar
camundongos imonocompetentes apods administracdo pela via intracraniana.
Foram testadas duas vias parenterais de inoculacdo do virus (intraperitoneal e
intravenosa) em camundongos adultos imunocompetentes. Também avaliamos um
modelo de infecgdo em camundongos C57BL/6 inoculados pela via intracraniana.
Por fim, foram feitas tentativas de mapeamento de mutacgoes envolvidas com a
neuroviruléncia do isolado JHA1l em camundongos imunocompetentes. Os
resultados obtidos representam uma contribuig¢ao para a caracterizac¢ao do isolado
JHA1 e para a busca de modelos experimentais alternativos de DENV.

Palavras-chave: modelo animal, dengue, infeccdo viral, vias alternativas de

inoculacao, Flavivirus.



ABSTRACT

PEREIRA SA. Development of an experimental model of dengue virus infection in
mice. 2017. 96 p. Dissertation (Masters thesis Parasitology) - Sdo Paulo: Institute
of Biomedical Science, University of Sao Paulo, 2017.

Dengue fever is a illness caused by the dengue virus (DENV), which affects
roughly 390 million peoples every year in the world, representing a worldwide
public health threat. So far, there is no specific treatments and vacines widely
available for the population. One of the most relevant drawbacks for the
development of vacines or either for a better understanding of the irus biology is
the lack of animal models capable to reproduce the disease symptoms as seen in
humans. In the presente thesis our main objective was the search of alternative
infection models with a clinical isolate (JHA1) of sorotype 2 dengue viurs (DENV2),
previously described as capable to infect and kill immunecompetent mice after
intracranial administration. We tested two parenteral inoculation routes
(intraperitoneal and intravenous) in immunocompetent adult mice. We also
evaluated the infection model in C57BL/6 mice inoculated by the intracranial
route. Finally, we carried out attempts to identify mutations related with the
neurovirulence of the JHA1 isolate in immunocompetent mice. The results
represent a contribution for the characterization of the JHA1 isolate and shall add
to the search of DENV alternative experimental models.

Keywords: animal model, dengue, viral infection, alternative routes of inoculation,

Flavivirus.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma infeccido aguda causada pelo virus dengue (DENV), um
arbovirus pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus que apresenta
quatro diferentes sorotipos (DENV-1 a DENV-4) capazes de infectar e causar
doenca em humanos (GUBLER, 1998a; HENCHAL; PUTNAK, 1990b; LEONG et
al., 2007, WHITEHEAD et al., 2007). O DENV é transmitido aos humanos através
da picada e repasto sanguineo de fémeas do mosquito do género Aedes sp.
(principalmente Aedes aegypti e Aedes albopictus - principais espécies
transmissoras) infectadas (GUBLER, 1998a; MARTINA; KORAKA;
OSTERHAUS, 2009; WHITEHEAD et al., 2007). Um individuo apés ser infectado
por um dos 4 sorotipos, permanece protegido contra esse sorotipo especifico, mas
nao dos demais, podendo desenvolver as formas mais graves da doenca
(CHOKEPHAIBULKIT; PERNG, 2013; LEONG et al., 2007, MARTINA;
KORAKA; OSTERHAUS, 20095 RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT,
2010; SIMMONS et al., 1998).

A dengue é uma doenca de grande relevancia epidemioldgica, que atinge
cerca de 390 milhées de pessoas todos os anos principalmente em regiodes tropicais
e subtropicais (CHOKEPHAIBULKIT; PERNG, 2013; GUBLER, 1998b;
HENCHAL; PUTNAK, 1990b; NOISAKRAN; PERNG, 2008; PUCCIONI-
SOHLER; ROSADAS, 2015; WU et al., 1995; ZOMPI; HARRIS, 2012). De acordo
com o boletim epidemiolégico de dengue no Brasil, de janeiro a setembro de 2016,
foram registrados 639 casos de dengue grave e 6.253 casos de dengue com sinais
de alerta e confirmados 419 6bitos no pais. A regido Sudeste do pais foi lider em
numero de casos registrados de dengue grave e dengue com sinais de alerta, com
um total de 349 e 2.917 respectivamente (VIGILANCIA, 2016). Portanto, a dengue
é considerada atualmente uma emergéncia em saude publica no Brasil e no mundo.

A replicagao do DENV no organismo humano comeg¢a com a entrada do virus
pela via intradérmica (i.d.) onde se liga a células dendriticas (CD) presentes na
pele, sendo posteriormente drenados a linfonodos préximos a regido da picada do
inseto. O virus se replica de forma exacerbada nas CDs, assim como em outras

células apresentadoras de antigenos (APC), até que se rompam e liberem
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particulas virais maduras na corrente sanguinea — etapa denominada de viremia
(BENTE et al., 2005; GUZMAN et al., 2010; JOHN; ABRAHAM; GUBLER, 2013;
MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Apés a queda do DENV na corrente
sanguinea, tem-se inicio de febre no individuo infectado. O DENV pode se ligar a
diferentes células de diferentes 6rgaos, onde se replica e causa danos hepaticos, no
bago, nos pulmées e até mesmo encefalite apds atravessar a barreira
hematoencefalica (GUBLER, 1998b; GUZMAN et al., 2010; HENCHAL; PUTNAK,
1990a; LEONG et al., 2007).

Individuos infectados pelo DENV poderio ser assintomatico ou apresentar
os sintomas classicos ou graves da doenca (BACK; LUNDKVIST, 2013; BENTE et
al., 2005, WHITEHEAD et al.,, 2007, ZOMPI; HARRIS, 2012). Os sintomas
classicos da doenca sdo: febre aguda por periodo de até 7 dias, dores de cabeca,
dores atras dos olhos, dores musculares e nas articulagées, nauseas e erupcao
cutanea. (BACK; LUNDKVIST, 2013; ENDY, 2014; GUABIRABA, 2013;
HENCHAL; PUTNAK, 1990b). Na dengue com sinais de alarme, o individuo
apresentara além dos sintomas classicos: dor abdominal intensa e continua, vomito
persistente, dificuldade respiratéria e hemorragia de mucosa. Os sinais da dengue
grave sao caracterizados por hemorragia grave, hipovolemia decorrente do
extravasamento de plasma, choque e comprometimento grave dos 6rgaos podendo
chegar a 6bito (BACK; LUNDKVIST, 2013; BIZZARRO et al., 2013; COSTA et al.,
2012; MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013; WHITEHEAD et al.,, 2007;
ZOMPI; HARRIS, 2012). A dengue com sinais de alarme e a dengue grave estdo
associados a infeccdo secundaria com sorotipo heterdlogo, ou seja, apds a
reexposicdo ao DENV com sorotipo diferente da primeira infec¢do, o individuo
podera apresentar as formas mais graves da dengue (BARROS et al., 2015; CHAN
et al., 2015; CLAPHAM et al., 2016; WATANABE et al., 2015).

Além dos sinais clinicos relatados, observa-se também o aumento dos niveis
das aminotransferases (AST e ALT), bem como de lactato desidrogenase (LDH),
enzimas marcadoras de danos hepaticos e tecidual, além de plaquetopenia e
leucopenia (baixa contagem de plaquetas e leucécitos) e hematécrito elevado em
exames sanguineos (AMORIM et al., 2012; BLANEY et al., 2002; CISALPINO et
al., 2012; ENDY, 2014; GUABIRABA, 2013; LARSEN; WHITEHEAD; DURBIN,
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2015; LEONG et al., 2007; MORRISON; GARCIA-SASTRE, 2014). Assim sendo,
uma vez que nao ha tratamento especifico para a doenca, recomenda-se repouso e
ingestao de muito liquido e, em casos de dengue com sinais de alerta ou dengue
grave, recomenda-se a busca de auxilio médico imediata onde os cuidados para
reduzir e amenizar os sintomas serao tomados, porém a principal recomendacao é
evitar a automedicacio (Portal da Satide SUS).

Medidas para a prevencao da doenca podem ter impacto importante para a
mortalidade e morbidade em diferentes populacdes humanas. Ha duas formas de
prevencao da doenca, uma voltada para o controle do vetor artropode e outra
voltada para o desenvolvimento de vacinas. Atualmente a disponibiliza¢cdo de uma
vacina para uso em seres humanos trouxe perspectivas importantes para o controle
da doenca (PLOTKIN, 2014).

As principais estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra o DENV
se baseilam em resultados pré-clinicos e, mais recentemente, clinicos. Vacinas
testadas em condi¢oes pré-clinicas incluem vacinas de DNA, vacinas baseadas em
proteinas recombinantes do virus, virus atenuados ou inativados ou virus
quiméricos (CHOKEPHAIBULKIT; PERNG, 2013; MURRELL; WU; BUTLER,
2011).

As vacinas testadas em humanos (ou seja, que passaram da fase pré-clinica
para fase clinica) incluem vacinas baseadas em virus vivos atenuados e virus
quiméricos recombinantes. As vacinas de virus vivos atenuados mimetizam de
forma mais proxima a infecgao natural pelo DENV. Duas candidatas vacinais
tetravalentes baseadas no método de atenuacdo foram avaliadas. Uma delas,
desenvolvida pela GSK (GlaxoSmithKline) e WRAIR (Water Reed Army Institute
of Research), baseou-se na atenuacéo por passagem seriada em cultura de células
e, embora tenha apresentado boa imunogenicidade, exibiu problemas na atenuacao
dos DENV1 e 4 (EDELMAN, 2007). A outra vacina, desenvolvida pelo NIAID
(Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas) em colaboracdo com o
Instituto Butanta, encontra-se em testes clinicos fase I1I no Brasil. Essa vacina fo1
obtida apds delecdes nas regides nao traduzidas (UTRs) para atenuacdo dos virus
vacinais e, mostrou-se imunogénica, segura e capaz de induzir imunidade

protetora em seres humanos (KIRKPATRICK et al., 2015).
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A estratégia vacinal em estagio mais avancado para uso em seres humanos,
baseia-se em uma formulacdo tetravalente constituida de virus quiméricos
recombinantes. Denominada CYD-TDV (do inglés Chimeric Yellow Fever Virus—
DENV Tetravalent Dengue Vaccine), a vacina é produzida pela empresa Sanofi
Pasteur e utiliza virus atenuados quiméricos, em que os genes que codificam
proteinas prM e E do DENV substituem os correspondentes genes do virus da febre
amarela (GUY et al., 2011). Embora a vacina tenha passado por diversos testes de
fase IIb e III ha questionamentos sobre a eficacia e seguranca em funcio da
protecdo parcial desequilibrada entre os 4 sorotipos (CAPEDING et al., 2014;
COSTA et al., 2014; GUY et al., 2011; SABCHAREON et al., [s.d.]). Embora os
estudos relacionados a vacinas contra o DENV tenham avancado
consideravelmente, pesquisas experimentais devem continuar em busca de
formulacbes mais seguras e eficazes contra os 4 sorotipos causadores da doenca.

O Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) da USP vem atuando
ha varios anos no desenvolvimento de vacinas experimentais contra o DENV. O
trabalho feito pelo grupo tem focado em proteinas recombinantes (vacinas de
subunidades) e se baseou, até o momento, nas proteinas NS1 e NS5. Apesar dos
resultados promissores, ha necessidade de mais estudos e testes com diferentes
adjuvantes para a obtencdo de resposta imunoldgicas protetoras mais robustas
(PRINCE et al., 2016; SANTOS, 2012).

Um dos maiores obstaculos para o desenvolvimento de vacinas é a falta de
um modelo adequado de infecgdo em animais capaz de reproduzir os sinais clinicos-
laboratoriais e respostas imunolégicas semelhantes as observadas em humanos
(AN et al., 1999; BENTE; RICO-HESSE, 2006; CISALPINO et al., 2012).

A patologia do dengue vem sendo estudada e testada em diferentes modelos
animais desde 1902, mas somente a partir de 1924, Harris e Duval conseguiram
observar alguns sinais clinicos, como aumento da temperatura corporal, reducao
da quantidade de leucdcitos e morte em cobaias que foram inoculados com DENV
obtido a partir do soro de pacientes acometidos pela infeccio(DUVAL; HARRIS,
1924). No periodo de 1945 a 1952, dois diferentes grupos de pesquisadores
relataram tentativas de infectar camundongos com DENV. Ambos demonstraram

o envolvimento do sistema nervoso na infeccdo por DENV. Hotta e Sabin
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basearam-se em isolados virais adaptados, obtidos apds passagens sequenciais em
cérebro de camundongos neonatos, que mostraram-se capazes de provocar sinais
de infeccdo, como danos no cérebro e nos pulmdes, hemorragia e viremia (HOTTA,
1952; SABIN; SCHLESINGER, 1945). Esses resultados lancaram a base de um
modelo experimental para o DENV baseado em pequenos animais que mimetizam
pelo menos parcialmente, a doenga em humanos.

O método de adaptacao de cepas virais em camundongos neonatos visa obter
uma cepa capaz de infectar e causar doenca ou morte em camundongos
imunocompetentes adultos (SARATHY et al., 2015b). Para isso é necessaria a
administracio da cepa viral pela via intracraniana (i.c.) em camundongos neonatos
(com 2-3 dias de vida), j4 que ndo possuem um sistema imunolégico totalmente
desenvolvido. A cepa é recuperada a partir dos animais infectados e repete-se o
ciclo até que seja possivel observar um isolado capaz de induzir morte em
camundongos adultos inoculados pela via i.c. Este processo, promove mutacoes
adaptativas na cepa, de modo a selecionar particulas infectivas para o novo
hospedeiro (Figura 1). O processo de adaptacio de cepas virais é importante para
estudos voltados a patogénese do virus, assim como para estudos que visam avaliar
respostas imunologicas desencadeadas no processo de infeccdo e em estudos de
desenvolvimento de vacinas (AMORIM et al., 2015; BRAY et al., 1998; HOTTA,
1952; SARATHY et al., 2015b).

Ao final da década de 1970, um grupo de pesquisadores testou o DENV de
diferentes sorotipos e outros flavivirus em primatas nio humanos (CHATURVEDI
et al., 1978). O que se observou foi que os animais foram capazes de desenvolver
viremia transiente, mas nao os sinais de morbidade como alteragio da temperatura
e/ou hemorragia normalmente observados em humanos (CHATURVEDI et al.,
1978; CHATURVEDI; TANDON; MATHUR, 1977). Dados mais atuais sobre testes
de infeccido em macacos confirmaram que esses animais nao desenvolvem sinais de
doenca independente da via e da quantidade de particulas virais inoculadas,
comprovando a dificuldade em desenvolver um modelo de infec¢cdo em primatas
(AKKINA, 2013; SARATHY et al., 2015b; SCHERER et al., 1978; ZELLWEGER;
SHRESTA, 2014; ZOMPI; HARRIS, 2012). Tal dificuldade est4 ligada a diversos

fatores como a incapacidade de cepas nativas de se replicarem em outras espécies
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de mamiferos, particularmente quando administrados por vias mais préoximas ao
natural, e a quantidade de particulas virais empregadas na infeccio (AMORIM et

al., 2015; HENCHAL; PUTNAK, 1990b).
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Figura 1 - Adaptacio viral apés passagens sequenciais em camundongos. (A) Cepa viral inoculada e
recuperada de cérebro de camundongos neonatos, sendo posteriormente inoculados em camundongos mais
velhos. Esse processo é repetido até que o virus provoque letalidade em camundongos adultos. (B) Selecéo de
mutacgbes adaptativas envolvidas no processo de adaptagéo viral ao hospedeiro, ocorre de forma que a relagéo
virus néo virulento e virulento seja reduzido ao longo do processo. Modificada de Amorim, J. H. et al. 2015.

Devido a dificuldade em desenvolver um modelo animal de infec¢do por
DENV, novas estratégias vém sendo exploradas (Tabela 1). Muitos pesquisadores
tém utilizado camundongos imunodeficientes como os camundongos da linhagem
AG129, que possuem deficiéncia em receptores de interferon tipo I e II (ou seja,
IFN a, B e y). Esses camundongos possuem maior susceptibilidade a replicacio
viral, apresentando alta carga viral e sinais graves da dengue como
trombocitopenia e aumento da permeabilidade vascular MATHEW; TOWNSLEY;
ENNIS, 2014; WILLIAMS et al., 2009). Porém, esses animais ndo reproduzem as
respostas 1munoldgicas observadas em individuos imunocompetentes,

comprometendo assim a avaliacio da eficacia e a seguranca de candidatos vacinais
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(AKKINA, 2013; AMORIM et al., 2012; ZELLWEGER; SHRESTA, 2014; ZOMPI;
HARRIS, 2012).

Outras linhagens de camundongos vém sendo utilizadas para estudos de
infecgcao por DENV como no caso de camundongos transplantados com células ou
tecidos humanos, conhecidos como camundongos humanizados (Tabela 1). Esses
animais sdo susceptiveis a infecgio e apresentam sinais da doenca observada em
humanos (AKKINA, 2013). Camundongos com imunodeficiéncia combinada grave
(ou SCID, do inglés Severe combined immunodeficiency) sdo utilizados para o
transplante de células ou tecidos humanos como células hematopoiéticas
humanizadas (sigla hu-HSC, do inglés humanized hematopoietic stem cells),
células de medula éssea, timo ou figado (hu-BLT, do inglés humanized mice-bone
marrow, thymus and liver) (AMORIM et al., 2015; CHAN et al., 2015; SARATHY
et al., 2015a). Também sio empregados camundongos diabéticos nio obesos — NOD
(do inglés Nonobese diabetic) que podem ser utilizados em estudos da patogénese
de DENV e tem demonstrado capacidade de desenvolver viremia e dar sinais da
doenca na condicdo de alarme e grave (AKKINA, 2013; AMORIM et al., 2015;
BENTE et al., 2005; SARATHY et al., 2015a). A linhagem NOD/SCID foi em
estudos de patogénese de DENV apés transmissdo por Aedes (AMORIM et al.,
2015; COX et al., 2012).

Modelos baseados em camundongos humanizados mostram-se promissores
para o desenvolvimento um modelo experimental de DENV, mas necessitam de
intensa mao de obra e treinamento adequado para a realiza¢ido de transplantes de
forma cirdrgica. Existem também dificuldades envolvendo o alto custo para obter
e manter tais linhagens que exigem condi¢bes sanitarias e de ambientacao
especiais (AKKINA, 2013; AMORIM et al., 2015; BACK; LUNDKVIST, 2013;
SARATHY et al., 2015b; WU et al., 1995).
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Tabela 1. Resumo dos modelos mais importantes de infeccio de camundongos por DENV.

Linhagem Cepa viral Dose viral Via de inoculacio REFERENCIA
DENV-2 . Atrasheuskaya, A.; Petzelbaver, P.;
BALB/c Cepa adaptada 5 DLsg Intraperitoneal Fredeking, T. M.; Ignatyev, G. 2003
2 4.32 log;o UFP o i
BALBLc DENV-2 i SRS e o Costa, S. M. et al. 2007
Cepa adaptada ou ndo adaptada 100 TCIDs Intraperitoneal
BALB/c DENV-2 4.32 logo Intracraniana Azevedo, A. S. etal 2011
Cepa adaptada
hu-PBL-SCID DENV-1 DI Intraperitoneal Wu, S. J. etal 1995
K562-SCID DENV-2 10" UFP Intraperitoneal Lin, Y. L. etal 1998
Isolado clinico
DENV-2 6 . An, J.; Kimura-Kuroda, J.;
HepG2-SCID . 10° UFP Intraperitoneal Hirabayashi, Y.; Yasui, K. 1999
- Bente, D. A.; Melkus, M. W.;
NOD/SCID DENV-2 4.7 logyo UFP Subcutanea eme, 1 A Ve, y
Isolado clinico Garcia, J. V.; Rico-Hesse, R. 2005
AG129 DENV-2 10%-10” UFP Intraperitoneal Tan, G. K. et al. 2010
Isolado clinico
/-
€5 7B/L/ 6, IgH ", TNF- DENV-2 4x10" UFP Intradérmica Chen, H-C et al. 2007
o, A/Hele A/l Isolado clinico
_ Wu-Hsieh, B. A.; Yen, Y-T.; Ch
C57BL/6 DENV-2 4x107 UFP Intradérmica u-Hseeh, B. A.; Yen, Y-T.; Chen,
Isolado clinico H-C. 2009
C57BL/6 DENV-1 7,2)(107 UFP Intraperitoneal Gongalves, D. et al. 2012
cepa adaptada
C57BL/6 DI 4x10° - 4x10° UFP Intracraniana Ferreira, G. P.; et al. 2010
Isolado clinico
BALB/c DENV-% 300 UFP Intracraniana Amorim, J. H. etal. 2012
Isolado clinico
AG129 DENV-2 7.3 logio Intraperitoneal Milligan, G. N. et al. 2015
AGI129 DENV-3 10%° ¢ 107> UFF Intraperitoneal Sarathy, V. V. etal. 2015
BALB/c RENME 40 DLs, Intracraniana Oliveira, E. R. A. etal. 2016
cepa adaptada
BALB/c DENV-2 50 DLsq Intracraniana Marcos, E. etal. 2016
Cepa adaptada

LDs: dose letal de 50%; UFP: Unidades Formadoras de Placa; UFF: Unidades Formadoras de Foco; TCIDsy: 50% de dose infecciosa de

cultura de tecido; DI: Dados indisponiveis
Modificada de Amorim, J. H. et al. 2015.

Camundongos imunocompetentes das linhagens BALB/c e C57BL/6 sao os
que apresentam respostas imunoldgicas completas e poderiam reproduzir de forma
mais natural as condi¢des envolvidas na infeccdo pelo DENV (AMORIM et al.,
2015). No entanto, por apresentarem resisténcia a infec¢iio por DENV, requerem
administracao de altas cargas virais ou o uso de cepas adaptadas inoculadas pela
via 1.c. desencadeando sinais de infec¢do raramente observados em humanos, como
a paralisia de membros e danos neurolégicos graves (AMORIM et al., 2012, 2015;
GUABIRABA, 2013; JOHN; ABRAHAM; GUBLER, 2013; ZELLWEGER;
SHRESTA, 2014; ZOMPI; HARRIS, 2012).
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Amorim e colaboradores descreveram um isolado clinico de DENVobtidoa
partir de soro de um paciente hospitalizado durante da fase aguda da doenca
(AMORIM et al., 2012). O isolado intitulado JHA1 pertence ao sorotipo de DENV2
(Figura 2) e mostrou-se capaz de induzir 100% de letalidade em camundongos
BALB/c imunocompetentes adultos, apdés administracdo pela via i.c., sem a
necessidade de adaptacio (AMORIM et al., 2012). O JHA1 desencadeou alteracdes
hematoldgicas e aumento nos niveis de enzimas hepaticas nos animais inoculados
(AMORIM et al., 2012). Esses resultados indicam que o JHA1 poderia atuar como
base para um modelo de infeccio em camundongos imunocompetentes (AMORIM
et al., 2012). No entanto, a utilizacio da via i.c. permanece como um obst4culo no
sentido de aproximar o modelo a condi¢ées mais semelhantes aquelas observadas
em condi¢oes naturais. De fato, como ressaltado por varios autores, a busca de
modelos animais mais adequados para estudos com DENV ainda é considerada
uma prioridade para a drea (MARCOS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016;
SARATHY et al., 2015a). Deste modo, a realizacdo do presente projeto teve como
objetivo inicial contribuir para a geragdo de dados que auxiliem no
desenvolvimento de um modelo experimental de infeccdo em camundongos
imunocompetentes por DENV, sem a necessidade de adaptacdo do virus ou

administracao de grandes quantidades de virus.
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Figura 2 - Arvore filogenética do DENV sorotipo 2 JHA1. Arvore filogenética demonstrando (retdngulo) que o

JHA1 est4 agrupado no DENV-2, com base em sequencias nucleotidias da proteina EIII (proteina do Envelope
— dominio III) e na proteina NS1 (nfo estrutural). Modificado de Amorim, J. H. et al. 2012.
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2 OBJETIVOS

O presente projeto de mestrado teve como objetivo principal desenvolver
modelos de infeccdo em camundongos imunocompetentes baseados no isolado
JHA1 de DENV-2 de maneira a reproduzir sinais da doenca semelhantes aos
observados na infeccdo em humanos e permitindo a sua utilizacdo na avaliagao de
candidatos vacinais. As principais etapas experimentais envolvidas na execucao

deste objetivo foram:

A. Avaliar a infec¢do de camundongos imunocompetentes (BALB/c e C57BL/6)
por diferentes vias (i.p., i.v. e i.c.) pelo ajuste de dose infectante da referida

cepa viral para as diferentes vias de inoculacao testadas.

B. Determinar a dose letal para 50% dos animais (DLso) para as linhagens de

camundongo (BALB/c e C57BL/6) pelas vias de inoculacdo iv. e i.c. do JHA1;

C. Acompanhar os sinais de morbidade (variacdo de peso e de temperatura)
assim como as alteracées hematolégicas e enzimas indicadoras de danos

teciduais nos animais inoculados;

D. Estudar possivels mutacoes adaptativas e/ou acumulativas no genoma viral
apés passagens sequenciais em células de inseto (C6-36) e em cérebro de
camundongos neonatos comparando ao isolado parental, utilizando técnicas

de sequenciamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencédo da cepa viral JHA1

O isolado JHA1 de DENV-2 foi gentilmente cedido pela Dra. Camila Romano
do laboratorio de Virologia LIM5 do Instituto de Medicina Tropical da USP. O
1solado foi obtido a partir do soro de um paciente hospitalizado em Belém — PA, que
apresentava febre durante a fase aguda da doenca (4° dia apés o surgimento dos
sintomas). A confirmacéo da viremia ocorreu por PCR (dados néo mostrados). Para
o presente trabalho, o JHA1 foi propagado por meio de cultivo em células de
mosquito Aedes albopictus (C6/36) por 7 dias. Durante esse periodo foi
acompanhado o efeito citopatico caracteristico de infec¢do por DENYV e realizada a
coleta de sobrenadante de cultura e a estocagem em nitrogénio liquido para
posterior determinacao do titulo wviral. Ensaios para a caracterizacao da

capacidade de infeccdo em modelos de camundongos foram realizados como

descrito por Amorim e colaboradores (AMORIM et al., 2012).

3.2 Titulagdo do DENV isolado JHA1 obtido do sobrenadante de células C6/36
infectadas

As titulacdes virais foram realizadas por ensaio de placa (24 pocos - Costar)
contendo células Vero (1x105/poco) e incubadas por 24 h em estufa contendo 5%
COza 37 °C. Posteriormente foram adicionados 200 ul/po¢o das diferentes dilui¢oes
do DENV JHA1 nos respectivos pogos com a monocamada de células Vero.
Posteriormente as placas foram incubadas por 1 h em estufa a 37 °C com 5% COg2
para a adsorcao viral. Decorrido o tempo, a mistura foi aspirada e, em seguida, foi
adicionado 1 mL/poco de meio completo MEM (Embriolife) suplementado com
carboximetilcelulose — CMC a 1% (Synth) acrescido com 2% de soro fetal bovino -
SFB (Embriolife). As placas foram novamente levadas a estufa e incubadas por 7
dias. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e a monocamanda foi fixada apds
adigao de 200 pL/pogo da solugao de formaldeido a 4% por 15 min. Posteriormente,
a monocamada foi lavada delicadamente com agua corrente e corada com corante

cristal violeta por 10 min, lavadas e deixadas para secar em temperatura ambiente.
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3.3 Obtencdo dos camundongos

Camundongos das linhagens C57BL/6 e BALB/c foram manipulados de
acordo com os Principios Eticos de Experimentac¢do Animal adotado pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) aprovados pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo de ndmero 120.

3.3.1 Manutencao dos camundongos C57BL/6 no Biotério de Criacao e
experimentacao do Departamento de Parasitologia

Camundongos machos das linhagens C57BL/6 e BALB/c com 4 semanas
foram obtidos junto ao biotério de criacao e experimentacao do Departamento de
Parasitologia (ICB II — USP) e mantidos em gaiolas convencionais com dimensdes
de 49 cm de comprimento x 34 cm de largura x 16 cm de altura, com substrato de
pinus, agua filtrada autoclavada e racao balanceada da Qiumtia AE7 irradiada. Os
animais foram mantidos a temperatura ambiente (entre 20 e 22 °C) com
“fotoperiodo” de 12 h claro/ 12 h escuro. Os animais foram submetidos a exames
sanitdrios a cada 3 meses de acordo com as normas da FELASA (Federation of

European Laboratory Animal Science Associations).

3.3.2 Manutencao dos camundongos BALB/c no Biotério do Departamento de
Microbiologia do ICB

Camundongos BALB/c com 4 semanas foram utilizados nos experimentos
em que inoculamos virus DENV pela via 1i.v. Os animais foram obtidos junto ao
Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia do ICB, mantidos sob condi¢oes sanitarias controladas, variacao de
temperatura entre 20 °C a 24 °C e, fotoperiodo de 12 h. Os animais foram mantidos
em mini isoladores de policarbonato (30 cm largura x 40 cm de comprimento x 20
cm de altura), instalados em racks ventilados. A 4gua e a racdo foram esterilizadas
e oferecidas ad Iibitum. As gaiolas eram forradas com maravalha de pinus
autoclavada. O controle sanitario foirealizado quatro vezes por ano, quando foram
feitas avaliacbes microbiolégicas e parasitologicas. Os neonatos foram mantidos

juntos as madaes até que o fim do periodo de amamentacdo em gaiolas com
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microisoladores em estantes ventiladas e tanto as trocas das gaiolas quanto a
manipulacio para administracdo do virus ou coleta dos 6rgéaos, foram realizadas

em fluxos laminares sob condic¢oes estéreis.

3.3.83 Inoculacao em camundongos BALB/c neonatos pela via 1.p.

Foram realizados 5 experimentos independentes com o isolado DENV
JHA1 em camundongos BALB/c neonatos por esta via. Para esses experimentos,
inicialmente administrou-se 102%; 104 ou 10> UFP do isolado JHA1 no volume final
de 70 uL.A cada dois dias (2, 4, 6 e 8), 2 animais foram eutanasiados para coleta de
6rgaos (baco, cérebro, figado e rins) (Figura 3). Os 6rgdos foram coletados e
transferidos para meio de cultura: 1 mL de meio DMEM — para cada bago e rim e
2 mL de meio DMEM - para cada cérebro e figado. Os 6rgaos foram processados
com auxilio do embolo de seringas de 5 mL (BD) e transferidos para tubos de 2 mL
e centrifugados a 4 °C por 5 min a 1.300 rpm. Posteriormente, os respectivos
sobrenadantes foram transferidos para criotubos e armazenados em nitrogénio
liquido. Para analise das amostras de soro, as amostras de sangue foram coletadas
e incubadas por 30 min a 37 °C e, em seguida, submetidas a centrifugacio por 30
min e 3.000 rpm. As amostras foram transferidas para tubos eppendorf
devidamente identificados e armazenados a -80 °C. As amostras de soro e
sobrenadante dos 6rgidos foram analisadas quanto a carga viral, por meio de
titulacdo por método convencional de acordo com o protocolo descrito no item 3.2.
Para andlise dos sinais de morbidade (variacio de peso e temperatura) e
morbidade, foram administrados 104 e 107 UFP do isolado JHA1l em BABL/c

neonatos, e os animais foram acompanhados pelo periodo de 21 dias.
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i.p. BALB/c neonato
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Detecgao Viral Monitoramento de
Sobrevivéncia
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Figado Rins
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Figura 3 - Esquema representativo da estratégia experimental utilizada na andlise da infecgdo de
camundongos neonatos da linhagem BALB/c pela via i.p. com a cepa JHA1 de DENV-2. Foram feitas 5
tentativas independentes de infec¢do com quantidades administradas que variaram entre 102 a 107UFP.
Foram utilizados 8 animais para a andlise de deteccéo viral nos tecidos (2 animais por dia de coleta) e 5 animais
para andlise de sobrevivéncia em cada ensaio.

3.3.4 Acompanhamento de peso, temperatura e morbidade dos camundongos
adultos inoculados com a cepa JHAI

Em todos os experimentos os animais foram acompanhados quanto aos
sinais de morbidade (variacido de peso e temperatura) e sobrevivéncia, por um
periodo de 21-30 dias. Para analise de variacdo de peso foi utilizada uma balanca
portatil de precisdo (modelo BS 3000A, BIOPRECISA). Para avaliacdo de variacéo
da temperatura foi utilizado um termometro digital infravermelho (ColorCheck
Auricular e Frontal AC322, Incoterm). A andlise de morbidade foi realizada
seguindo a classificacio de PHARES (0: saud4veis; 1: coluna arqueada e pelos
ericados; 2: paralisia parcial dos membros posteriores e arqueamento da coluna; 3:
paralisia completa dos membros posteriores e 4: moribundo ou morto)(PHARES et

al., 2012).
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3.3.6 Inoculacao em camundongos adultos BALB/c com DENV JHAI pela via 1.v.

Para esse ensaio os camundongos adultos da linhagem BALB/c foram
inoculados com 103, 104 e 10> UFP do JHA1 em volume final de 50 pL pela via i.v.
(plexo retro-orbital). Os camundongos foram acompanhados diariamente quanto
aos sinais de morbidade: variacao de peso, temperatura e sobrevivéncia por até 21
dias. As coletas de sangue (realizadas pelo plexo submandibular) foram realizadas
nos dias 3, 5 e 7 apés inoculacdo, e as amostras foram depositadas em tubos
contendo 10 pL de citrato sédio a 7,2% (anticoagulante) para subsequente analises

dos parametros hematolégicos e bioquimicos.

3.3.6 Inoculacao em camundongos adultos C57BL/6 pela 1.c. com o 1solado JHA 1

Camundongos adultos machos da linhagem C57BL/6 adultos obtidos com 4
semanas de vida (n=10/grupo) foram anestesiados (mistura de quetamina e
xilazina — 100 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente em 50 pL finais pela via i.m.) para
posterior manipulacdo (ERHARDT et al., 1984). Os animais foram inoculados com
102 UFP do JHA1 ou apenas meio no volume final de 40 pL pela via i.c. Os animais
foram acompanhados diariamente por até 21 dias, quanto aos sinais de morbidade
(variacdo de peso e temperatura) e sobrevivéncia. As coletas de sangue (realizadas
pelo plexo submandibular) foram realizadas nos dias 3, 5 e 7 ap6s infeccdo e as
amostras submetidas a analises dos parametros hematolégicos e bioquimicos. Os
6rgiaos internos (baco, cérebro e figado) foram coletados apés eutandsia em cAmara

de COg, seguindo protocolo descrito no item 3.3.3

3.3.6.1 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA das amostras de sobrenadante dos 6rgaos analisados foi
feita com kit de extracdo automética de RNA (MagMax TM-96 RNA Isolation Kit,
Ambion, Austin, TX) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA
extraido foi eluido em 80 pL. de agua livre de RNAse e as amostras estocadas a -80

°C até serem processados.
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3.3.6.2 Iniciadores utilizados no PCR em tempo real

Os iniciadores e sonda foram sintetizados pela Sigma Life Science com o
marcador 5- FAM como coloracio na sonda (Tabela 2). As sequéncias dos
iniciadores e sonda foram degenerados de modo a permitir a amplificacio da regiao
alvo na UTR-5" do genoma do DENV de qualquer sorotipo de acordo com descri¢ao
prévia (LANCIOTTI, R. S. et al. 2008). Tanto os iniciadores quanto a sonda foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Paolo Zanotto (LEMB, Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP).

Tabela 2. Oligonucleotideos e sondas utilizados para amplificacio dos genomas virais

de DENYV.

Nome da sequéncia Sequéncia
DENV 1-4 FP' AAgeACTAgAgeTTAK > AggAgACCC
DENV 1-4 RP’ CTgH'RgAgACAgCAggATCTCTg
DENV 1-4 5-FAM’ AACAgCATATTEAC gCTeggAR AgACC-BHQ!1’

Iniciador 5' anverso; 2nucleotideo Gou T; *Iniciador 3' reverso; 4nucleotideo nao G; 5Tirnina marcada com
, . e, . . 6 ,
fluoresceina na extremidade 5', excitagdo maxima em495nm e emissdo maxima em 520nm; nucleotideo Gou

A; "Black Hole Quencher 1 (480-580nm)

3.3.6.3 Quantificacao em tempo real-PCR

A transcricao reversa e amplificacdo foram realizadas em uma placa de 96
pocos (Axigen, Indianopolis, USA), utilizando 5 pL. de RNA previamente extraido,
no qual foi adicionado uma mistura contendo agua, tampdo master mix [2X]
provenientes do Kit Ag-Path 1-step Ambion (Life, USA), juntamente com 10 pM de
cada primer (10 pM) (foward e reverse) e a sonda (5 pM), com volume final da
reacdo de 20 pl. A reacao foi realizada no termociclador Real Time 7300 System
(Applied, USA). A transcricido foi efetuada a 45 °C por 15 min. A amplificacdo foi
feita a partir de uma etapa de desnaturacio de 95 °C durante 10 min, seguida de
45 ciclos de 95 °C por 10 s e 55 °C por 1 min, fase na qual houve a coleta de dados
de fluorescéncia. Como controle foi utilizado uma amostra padrao positiva para
DENV-2 e diluigdo com concentragoes previamente definidas. Como controle

negativo foi utilizado agua livre de DNA/RNAse no lugar da amostra.



37

3.4 Atenuacido do isolado JHA1, reversdo da neuroviruléncia e andlise das
alteracGes genéticas por sequenciamento

3.4.1 Atenuacio da cepa JHA por passagens sequenciais em células de inseto.

O JHA1 de DENV2 foi submetido ao processo de atenuacao por passagens
sequenciais em cultura de células de mosquito A. albopictus - C6/36, cultivadas em
meio Leibovitz 15 (L-15, Embriolife) e suplementadas com 5% de SFB. As células
foram mantidas a 28 °C até atingir 80% de confluéncia em garrafas de cultivo (25
cm?), em seguida, 200 pL de suspensdo viral do JHA1 foram adicionados as células.
A mistura foi incubada por 1 h em estufa a 28 °C para adsor¢ao. Apds o periodo de
adsor¢ao, foram adicionados 5 mL de meio L-15 com 5% de SFB retornando,
posteriormente, a estufa a 28 °C até que os sincicios (efeito citopatico) fossem
observados. O processo foi repetido 29 vezes (p.29 cél.). Em seguida iniciou-se o
processo de reversao da neuroviruléncia em animais utilizando o isolado p.29 cél.,

conforme descrito no item 3.4.2.

3.4.2 Inoculacao em camundongos neonatos BALB/c pela via i.c, com virus JHAI
apos atenuagiao em células C6/36.

Camundongos neonatos da linhagem BALB/c foram utilizados para
inoculacao do sobrenadante da 29" passagem de cultura de células do JHA1 pela
via 1.c. com 102 UFP/ animal em 20 pL. No 5° dia apés a inoculacdo os animais
foram eutanasiados para coleta do tecido cerebral. O macerado cerebral foi
preparado em meio L-15, centrifugado a 3.000 g por 5 min., e o material obtido fo1
denominado p.29 i.c. neo. Posteriormente, para confirmar a atenuacio e a reversao
da neuroviruléncia, camundongos BALB/c adultos foram inoculados com 102
UFP/animal em volume de 40 pL pela via i.c. sob anestesia (vide item 3.3.6), com
as cepas JHA1 parental, JHA1 p.29 cél. ou JHA1 p.29 1.c. neo. Durante o periodo
de 21 dias foram acompanhados os sinais de morbidade e sobrevivéncia nos

animais inoculados.
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3.4.83 Andlise de sequenciamento genético das cepas atenuada e readaptada a
viruléncia

O sequenciamento das amostras e as analises das alteragoes genéticas das
cepas virais foram feitas integramente pela Prof* Dra. Camila Malta Romano e

pelo seu aluno Felipe Scassi Salvador no Instituto de Medicina Tropical — USP.

3.4.3.1 Extracao e quantificacao por PCR em tempo real

O RNA do virus JHA1 foi extraido por kit comercial QiAamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen) conforme recomendacgdes do fabricante, para as reacdes de cDNA e
PCR em tempo real. Para a reac¢ao de obtencao do cDNA foi utilizado o método de
two step (onde o cDNA é sintetizado separadamente da reacio de amplificacdo) por
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Para as reacoes de PCR em
tempo real foi utilizada a plataforma 7300 Real-Time PCR System da Applied
Biosystems e a metodologia de Tagman (que consiste na deteccio de fluorescéncia
por sondas). Na reacdo de PCR em tempo real, foi utilizada a Taq DNA polimerase
do kit, assim com o Taq PCR Master Mix Kit, e dNTPs em concentracgoes
recomendadas. Como molde foram utilizados os cDNAs obtidos apds as passagens
dos isolados virais.

Foram utilizados os iniciadores e sonda descritos Salvador, E. (Tabela 3)
para a realizacio da reacido de PCR em tempo real (SALVADOR, 2016). Em placa
especifica para a reacdo de PCR em tempo real (96 pocos da Axygen), apés a adicio
dos reagentes a placa foi selada e posicionada na plataforma do 7300 Real-Time
PCR System da Applied Biosystems para inicio dos ciclos de desnaturacao,
anelamento e amplificacdo da fita de DNA. O ciclo de temperaturas e tempos
foram: 50 °C por 2 min., 95 °C por 10 min., 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min., sendo

este ciclo repetido por 45 vezes.
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Tabela 3. Oligonucleotideos e sondas utilizados para amplificacio dos genomas virais

de DENYV.
Nome da sequéncia Sequéncia
DENV-2 FP' GGACTAGAGGTTAGAGGAGACCCC
DENV-2 RP’ GAGACAGCAGGATCTCTGGTC
DENV-2 6-FAM’ AGCATATTGACGCTGGGA- MGB6-BHQ 1/

.. , .. 4 , N 5 . ,
Tniciador 5' anverso; nucleotideo G ou T; *Iniciador 3' reverso; nucleotideo ndo G; ~ Carboxifluoresceina,

excitagdo maxima em 495nm e emissdo maxima em 520nm; 6Quencher eclipse; "Black Hole Quencher 1 (494-
515nm)

3.4.3.2 Sequenciamento

As analises de sequenciamento foram realizadas no laboratoério de virologia
do Instituto de Medicina Tropical da USP, em colaboracdo com o Felipe Scassi

Salvador e a Dra. Camila Malta Romano
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4 RESULTADOS

O objetivo principal desse trabalho foi a busca de modelos experimentais
alternativos que empreguem camundongos imunocompetentes para infec¢do com
um isolado clinico de DENV2 previamente descrito como naturalmente
neurovirulento (JHA1) para camundongos BALB/c apés a administracio pela via
1.c. Os resultados obtidos ao longo do presente estudo foram divididos em trés
grandes blocos para uma melhor organizacao e compreensao do contetido. Nos dois
primeiros blocos descrevemos os resultados obtidos a partir da inoculacdo do JHA1
em linhagens de camundongos imunocompetentes (neonatos e adultos) por
diferentes vias de administracdo. O primeiro bloco foi dedicado a inoculag¢ado do
JHA1 em camundongos (adulto ou neonatos) BALB/c pelas vias i.p. e i.v. No
segundo bloco descrevemos os resultados obtidos apdés a inoculacdo do JHA1 em
camundongos C57BL/6 utilizando as vias i.c. e 1.v. Finalmente, avaliamos o
surgimento e a fixacdo de possivels mutacgdes associadas a neuroviruléncia do
1solado clinico JHA1 como forma de buscar uma explicacdo para as propriedades

unicas deste 1solado de DENYV.

4.1 BLOCO 1: Inoculagio do isolado clinico JHA1 em camundongos neonatos da
linhagem BALB/c

4.1.1 Inoculacao em camundongos BALB/c neonatos pela via 1.p.

Com o objetivo de avaliar o potencial de infeccao sistémica em camundongos
imunocompetentes pelo JHA1, cinco experimentos independentes foram realizados
com camundongos BALB/c neonatos utilizando a via de inoculagao i.p. Ensaios
foram realizados para deteccdo de particulas virais vidveis no soro (viremia) e
6rgaos como bago, cérebro, figado e rins em animais administrados com doses de
102, 104 ou 105> UFP do JHA1. Como é possivel observar na Figura 4A, ndo houve
deteccdo do virus por esse método. Duas outras estratégias experimentais
independentes foram realizadas em que, apds a administracao de 104 ou 107 UFP,

acompanhou-se diariamente os animais quanto ao surgimento de sinais de
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morbidade e mortalidade. Nas condicoes testadas, ndo houve sinais de infeccio
demonstravel por letalidade (Figura 4). Em suma, frente aos resultados obtidos,
nao foi possivel demonstrar a infeccdo de camundongos BALB/c neonatos por essa
via. Assim sendo, o préoximo passo no desenvolvimento de um modelo de infecgao

com o JHA1 se baseou no uso da via 1.v. em camundongos BALB/c adultos.
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Figura 4 - Inoculagdo em camundongos neonatos da linhagem BALB/c pela via i.p. com o0 JHA1. Camundongos
BALB/c neonatos (2 dias de vida) foram submetidos & inoculacdo de 102 a 107 UFP do JHA1 pela via i.p. (A)
Titulacdo em células Vero dos virus presentes no soro e nos érgios (baco, cérebro, figado e rim) dos animais
inoculados com diferentes quantidades do JHA1. Os valores de titulo viral foram determinados a partir de 3
experimentos independentes com 8 animais por grupo experimental. (B) Acompanhamento da sobrevivéncia
dos animais inoculados com 104 ou 107’UFP do JHA1 durante o periodo de 21 dias. Os valores de sobrevivéncia
foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes com 5 animais por grupo experimental.
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4.1.2 Inoculacao do JHAI em camundongos BALB/c adultos pela via 1.v.

Os resultados anteriores demonstram que a via 1.p. ndo se mostrou
adequada para a infeccdo de camundongos BALB/c neonatos com o JHA1. Desta
forma, submetemos camundongos BALB/c adultos (4 semanas) a administracio de
3 diferentes doses (103, 104 ou 105 UFP) do JHA1 pela via i.v. O acompanhamento
de morbidade (variacio de peso e temperatura) e mortalidade foi realizado
diariamente pelo periodo de 21 dias. A avaliacao de parametros hematologicos e a
dosagem de enzimas marcadoras de danos teciduais foram feitas no 3°, 5° e 7° dias
apds a inoculacdo e no 5° dia apds inoculacdo, respectivamente. Nao foram

observados sinais classicos.
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Figura 5 - Anélise de sobrevivéncia, variacio de peso e temperatura corporal em camundongos adultos BALB/c
inoculados pela via i.v com JHA1. Camundongos BALB/c (4 semanas) foram submetidos a inoculacdo de 103,
104ou 105 UFP do JHA1 pela via i.v. e acompanhados quanto a sobrevivéncia e sinais de morbidade (perda de
peso e variacido de temperatura). (A) Determinacdo do peso e (B) Variacdo de temperatura em animais
inoculados. (C) Acompanhamento da sobrevivéncia dos animais inoculados durante periodo de 21 dias. Os
valores foram determinados a partir de 3 experimentos independentes com 10 animais por grupo experimental.
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de morbidade, como variacdo de peso corporal, temperatura, e mortalidade (Figura
5). No entanto, quando comparados os parametros hematolégicos, observamos que
os animais inoculados com a maior dose de virus (105 UFP) apresentaram reducio
do nimero de plaquetas no 3° dia apds o indculo, quando comparados ao grupo
controle (Figura 6). Foi observado também o aumento dos niveis séricos de LDH no
5° dia apés a inoculacio nos grupos que receberam as maiores doses de virus (104

e 105 UFP) em relacdo ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 6 - Analise de parametros hematolégicos em camundongos BALB/c inoculados pela via i.v. com JHA1.
Amostras de sangue dos animais foram coletados em diferentes periodos (3°, 5° e 7° dia apds infeccéo) e
submetidas a4 andlise de parametros hematolégicos. (A) Determinacio dos valores de hematécrito; (B)
Determinacio dos valores de plaquetas e (C) Determinacdo dos valores de leucécitos. Os valores foram
determinados a partir de 3 experimentos independentes com 10 animais por grupo experimental. As diferencas
entre os grupos inoculados para os parametros avaliados foram determinados por andlise de variancia e
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posterior teste de comparag¢ido multipla de Bonferroni, onde * e *** indicam p < 0,05 e p < 0,001
respectivamente em comparacgdo ao grupo de animais controle.
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Figura 7 - Andlise das alteragbes metabdlicas desencadeadas em camundongos adultos BALB/c inoculados
pela via i.v. com o JHA1. Anélise de danos teciduais baseada nos indices das enzimas LDH, AST e ALT
desencadeados apés inoculagdo do JHA1 (103, 104 ou 105 UFP). Amostras de soro foram coletadas no 5° dia
ap6s a inoculacdo. (A) Determinacéo dos indices de LDH, (B) AST e (C) ALT, nos animais inoculados com as
diferentes doses do JHA1. Os valores foram determinados a partir de 3 experimentos independentes com 10
animais por grupo experimental. As diferen¢as entre os grupos foram determinadas por analise de variancia
e posterior teste de comparagdo multipla de Bonferroni onde * indica p < 0,05 em comparagido ao grupo de
animais controle.
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4.2 BLOCO 2: Infecgdo de camundongos adultos C57BL/6 com o isolado clinico
JHA1

4.2.1 Infecgao de camundongos C57BL/6 com DENvZ2 JHAI pela via i.c.

Avaliamos também a capacidade de infecgdo do JHA1 quando inoculado pela
via i.c. em camundongos adultos da linhagem C57BL/6, uma vez que essa linhagem
apresenta perfil de resposta imunolégica distinta da linhagem BALB/c (perfil Th1).
Os camundongos foram submetidos a inoculacdo i.c. com uma dose de 102 UFP e
acompanhados diariamente pelo periodo de 21 dias quanto ao surgimento de sinais
de morbidade (variacio de peso e temperatura) ou mortalidade.

De forma semelhante ao observado por Amorim et al. 2012, com camundongos
BALB/c, apés administrac¢ao do virus pela via i.c. os animais da linhagem C57BL/6
apresentaram perda de peso e variacao da temperatura corporal entre os dias 7 e

10 apés a inoculacdo (Figura 8A e B) e mortalidade de 100% (Figura 8C). Também
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Figura 8 - Avalia¢do de sobrevivéncia e sinais de morbidade em camundongos C57BL/6 apés a inoculacio do
JHA1. Camundongos C57BL/6 (4 semanas) foram submetidos a inoculacdo de 102 UFP do JHA1 pela via i.c.
e acompanhados quanto & sobrevivéncia e presenca de sinais de morbidade (perda de peso e variacdo de
temperatura) durante o periodo de 21 dias. (A) Determinacio da variacdo de peso; (B) Variacdo de temperatura
dos animais inoculados; (C) Acompanhamento da sobrevivéncia dos animais inoculados. Os valores foram
determinados a partir de 4 experimentos independentes com 10 animais por grupo experimental. As diferencas
entre os grupos para os parametros avaliados foram determinados por andlise de varidncia e posterior
comparacio por Teste t, onde * e *** indicam p < 0,05 e p < 0,001 respectivamente, em relacdao ao grupo de
animais controle.
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fo1 possivel observar reducdo no percentual de hematdcrito bem como a quantidade
de leucécitos no 5° para o 8° dia apés administracio do isolado viral (Figura 9). No
entanto, ao contrario do observado em BALB/c (AMORIM et al., 2012), ndo houve

variagoes

>

50 I * |

40

30

20

Hematocrito (%)

=]

1000+

800 T

600+

400

Plaquetas (103/uL)

2004

159

—_
=)
1

Leucécitos (103/uL)

wn
1

=]

1 Controle 102 UFP

Figura 9 - Andlise de alteragoes hematoldgicas observadas em camundongos adultos C57BL/6 inoculados pela
via i.c. com JHA1. Amostras de sangue dos animais foram coletados no 5° e 8° dias ap6s infec¢do e submetidos
4 analise dos parametros hematolégicos. (A) Determinacéo dos valores de hematécrito, (B) Determinacéo dos
valores de plaquetas e (C) Determinacéo dos valores de leucécitos. Os valores foram determinados a partir de
4 experimentos independentes com 10 animais por grupo experimental. As diferencas entre os grupos foram
determinadas por analise de variancia e posterior teste de comparagdo multipla de Bonferroni onde * indica
p < 0,05 em comparagio ao grupo de animais controle.

nos niveis das enzimas marcadores de danos teciduais (Figura 10) e os animais
inoculados nao apresentaram sinais de morbidade tal como: paralisia dos membros

posteriores e arqueamento da coluna, provavelmente devido a evolucao rapida da
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Figura 10 - Analise indireta da ocorréncia de lesdes teciduais em camundongos adultos C57BL/6 inoculados
pela via i.c com o JHA1. Anédlise dos danos teciduais por medi¢do das enzimas LDH, AST e ALT apés a
inoculacdo do JHA1 (102 UFP). Amostras de soro foram coletadas no 5° dia apés a inoculacéo. (A) Determinacéo
dos indices de LDH; (B) AST e (C) ALT nos animais inoculados com o JHA1. Os valores foram determinados a
partir de 4 experimentos independentes com 10 animais por grupo experimental. As diferen¢as entre os grupos
inoculados para os parametros avaliados foram determinadas por analise de Teste t, onde ** indica p < 0,01
em comparac¢ao ao grupo de animais controle.

infeccao e morte. Analisamos ainda a presenca do RNA viral no sobrenadante dos
6rgaos (baco, cérebro e figado) do grupo administrado com o 102 UFP do JHAL e
observa-se na Figura 11 que o RNA viral foi detectado apenas no tecido cerebral

dos animais inoculados.
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Figura 11 - Detec¢io do genoma viral por PCR em tempo real nos érgios de C57BL/6 adultos inoculados com
o0 JHA1. Camundongos C57BL/6 adultos foram submetidos a inoculagdo com 102 UFP do JHA1 pela via i.c. e
acompanhados quanto aos sinais de morbidade avancado (estagio moribundo). Os animais foram eutanasiados
e os 6érgdos (baco, cérebro e figado) coletados. Os testes de deteccdio viral foram realizados a partir da extracdo
de RNA das amostras de sobrenadante dos 6rgédos dos animais inoculados e os valores foram obtidos apds
reacéo. Os valores foram determinados a partir de 1 experimento com 5 animais por grupo experimental.

4.3 BLOCO 3: Analise de mutacGes genéticas antes e apds atenuacio e reversao
da neuroviruléncia do isolado clinico JHA1 de DENV2

Devido a neuroviruléncia do JHA1l a animails imunocompetentes, como
observado apés inoculacao pela via i.c., buscamos encontrar possiveis bases
genéticas para tal propriedade, muito peculiar entre isolados de DENV. Para isso
foram feitas 29 passagens sequenciais do JHA1 em células de inseto (C6/36) e,
obtivemos o isolado de JHAI, intitulado p.29 cél., para avalicdo das possiveis
alteracoes genéticas envolvidas com a atenuac¢do em camundongos. A viruléncia do
1solado p.29 foi avaliada apds inoculagdo em cérebro de camundongos BALB/c
neonatos (dois dias de vida). Como indicado na Figura 12, os virus que foram
recuperados a partir de macerado cerebral dos camundongos inoculados geraram
a amostra (p.29 i.c. neo). A partir dessa amostra, foi feito o teste de infeccio em
camundongos adultos pela via i.c.

Para avaliar a viruléncia dos isolados, camundongos BALB/c adultos foram
inoculados com 102 UFP dos diferentes derivados do JHA1 e monitorados por 21
dias quanto a sobrevivéncia. Como observado na Figura 13, as passagens do JHA1
em células de inseto levaram a atenuacdo do isolado como mostrado apods

inoculacado pela via i1.c. em camundongos BALB/c. No entanto, os resultados
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apresentados na Figura 14, deixam claro que o derivado atenuado recupera sua
neuroviruléncia para animais adultos apés uma unica passagem em cérebro de

camundongos neonatos.
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Figura 12 - Esquema da estratégia experimental utilizada para a identificagdo de possiveis mutagdes
associadas a neurovirulécia do JHA1. O parental foi submetido a 29 passagens sequenciais em células de
inseto (C6/36) e o virus recuperado foi denominado p.29 cél. Posteriormente o isolado p.29 foi inoculado em
cérebro de camundongos BALB/c neonatos (2 dias de vida) pela via i.c. (102 UFP/animal). Os animais foram
eutanasiados no 5° dia ap6s a inoculacgao d virus e os cérebros foram coletados e processados, o que resultou
na obtenc¢do do novo isolado denominado p.29 i.c. neo. Posteriormente, aliquotas dos isolados virais contendo
102 UFandraP foram inoculados em camundongos BALB/c adultos (4 semanas) pela via i.c. Os camundongos
foram acompanhados quanto a sobrevivéncia pelo periodo de 21 dias.
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Figura 13 - Anélise de sobrevivéncia de camundongos BALB/c adultos que receberam a cepa parental e a cepa
atenuada p.29 cél.. Camundongos BALB/c (4 semanas) adultos foram inoculados com 102 UFP de cada isolado
viral e acompanhados quanto & sobrevivéncia pelo periodo de 21 dias. Os valores foram determinados a partir
de 1 experimento com 10 animais por grupo experimental.
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Figura 14 - Anélise de sobrevivéncia de camundongos BALB/c adultos inoculados pela via i.c. com derivados
do JHA1. Camundongos BALB/c (4 semanas) foram submetidos a inocula¢io com 102 UFP de cada um dos
isolados testados (JHAL, p.29 cél. e p.29 i.c. neo) pela via i.c. e acompanhados pelo periodo de 21 dias. Os
valores foram determinados a partir de um experimento com 10 animais por grupo experimental.

No sentido de buscar uma explicacao para a perda da viruléncia do JHA1
apos passagens em cultura celular, assim como para a recuperacio da
neuroviruléncia apds uma Unica passagem em cérebro de camundongos neonatos,
foram feitos sequenciamentos dos genomas virais a partir das amostras recolhidas
em parceria com a equipe de pesquisa liderada pela Dra. Camila Romano no
Instituto de Medicina Tropical em Sao Paulo. Como indicado na Figura 15,
nenhuma das mutacées detectadas em genes que codificam para proteinas
estruturais e nao estruturais mostra uma correlacao clara com a atenuacao e a

posterior recuperagao da neuroviruléncia, do JHAT.
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Figura 15 - Deteccdo de mutacbes especificas em diferentes proteinas dos derivados do JHA1 apés 29
passagens em cultura de células e uma passagem em cérebro de camundongos neonatos. (A) JHA1 parental;
(B) JHA1 p.29 cél. (C) JHAL p.29 i.c. neo. Admite-se Tre (treonina), Arg (arginina), Ile (isoleucina), Asn
(asparagina), Asp (4cido aspértico), Leu (leucina), Ser (serina) e Met (metionina).



54

5 DISCUSSAO

Um dos fatores que dificultam o desenvolvimento de vacinas contra a dengue
é a falta de um modelo animal capaz de mimetizar os sinais de doenga vista em
humanos. Em trabalho anterior (AMORIM et al., 2012), foi escrito um isolado
clinico de DENV que se mostrou naturalmente neurovirulento em camundongos
1munocompetentes quando inoculado pela via i.c. Com a intencao de explorar o uso
deste isolado viral para o desenvolvimento de novos modelos experimentais, o
presente trabalho buscou avaliar diferentes vias de inoculacdo para o isolado
clinico JHA1. Os resultados obtidos demonstraram que o JHA1 foi capaz de
infectar camundongos (BALB/c) imunocompetentes adultos sem a necessidade de
adaptacdo ao hospedeiro murino somente apds inoculagido pela via i.c.. Nas
tentativas de infeccdo de camundongos neonatos pela via i.p. observamos auséncia
de mortalidade, sinais de morbidade e presenca de particulas virais em 6rgaos e
sangue dos animais inoculados. Alternativamente, utilizamos a via 1.v. para a
infeccdo de camundongos adultos, o que levou a sinais de infecgdo, mas sem
semelhancas com as alteracdes vistas em humanos (LEONG et al., 2007;
ZELLWEGER; SHRESTA, 2014).

O trabalho também envolveu o uso do isolado JHA1 em outra linhagem de
camundongos imunocompetentes (C57BL/6). Animais adultos inoculados pela via
1.c. apresentaram resultados semelhantes aos obtidos com animais da linhagem
BALB/c. Esse resultado abre perspectivas para o uso da linhagem C57BL/6 em
modelos de infeccdo por DENV2, fato promissor pois essa linhagem dispée de
diversos derivados isogénicos deficientes na expressdo de genes possivelmente
envolvidos na replicagdo do virus ou em genes relacionados a montagem de
respostas imunolédgicas, inatas ou adquiridas, decorrentes da infec¢io viral.

Em uma primeira abordagem experimental para avaliarmos o uso de vias
alternativas de administracao do 1isolado JHA1l em BALB/c, utilizamos
camundongos neonatos administrados pela via 1.p. Resultados publicados
anteriormente com outros isolados ou linhagens adaptadas detectaram alteragoes
hematolégicas, aumento dos niveis de enzimas hepaticas sinais de infec¢ao e/ou

presenca de particulas virais em circulacdo e em tecidos em camundongos
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inoculados pela via i.p. e morte (BARROS et al., 2015; COSTA et al., 2011; PAES
et al., 2005; RAJMANE et al., 2013; TAN et al., 2010; YAMANAKA; KONISHI,
2009). No entanto, as condicdes experimentais se mostraram distintas em funcio
de diferentes variaveis, isto é, isolado ou cepa utilizada, linhagens de animais
imunodeficientes, quantidades de virus inoculada ou, até mesmo, a incorporac¢ao
de adjuvantes (BARROS et al., 2015; GUABIRABA, 2013; PAES et al., 2005;
RAJMANE et al., 2013; TAN et al., 2010; WILLIAMS et al., 2009; YAMANAKA;
KONISHI, 2009). Em relacdo aos nossos resultados, observamos que mesmo apés
a administracdo em camundongos neonatos com diferentes quantidades de virus
pela via i.p. (102 a 107 UFP) néo foi possivel detectar particulas virais nos érgaos
(baco, cérebro, figado e rins) e no sangue dos animais inoculados, e néo foi possivel
observar qualquer sinal de morbidade. E 1mportante salientar que a escolha pelo
uso de camundongos neonatos (2 dias de vida) se baseou no fato de que esses
animais apresentam um sistema imunoldgico em desenvolvimento e, portanto,
seriam mais susceptiveis a infeccio (HUANG et al., 2000). Esses resultados
indicaram que, mesmo possuindo alta viruléncia para camundongos
1munocompetentes, o isolado JHA1 nio se mostrou capaz de se replicar e infectar
nos animais ap6s administracao pela via 1.p.. Esse resultado vai de acordo a relatos
anteriores que mostram a resisténcia de camundongos imunocompetentes a
infeccdo pelo DENV quando administrados por vias parenterais (BARROS et al.,
2015; GUABIRABA, 2013; JOHNSON; ROEHRIG, 1999; PLUMMER; SHRESTA,
2014; WILLIAMS et al., 2009). No entanto, esse resultado conflita com a descricdo
inicial do isolado JHA1l quando testado pela via i.c. em animais adultos
imunocompetentes (AMORIM et al., 2012).

Uma segunda abordagem experimental feita no sentido de desenvolvermos
um modelo experimental alternativo para infeccdo para DENV baseou-se no uso
de camundongos adultos inoculados com o isolado JHA1l pela via i.v.. Nesses
ensaios trabalhamos com quantidades de virus semelhantes aquelas inoculadas
pelo vetor (em torno de 104 a 108 UFP/ por picada) durante o processo de infeccio
em humanos (BARROS et al., 2015). Os resultados obtidos indicaram aumento nos
niveis de LDH em camundongos inoculados pela via i.v. com o JHA1 e redugao

plaquetdria transiente (principal marcador de dengue com sinais de alarme em
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humanos) (AMORIM et al, 2012; JOHN; ABRAHAM; GUBLER, 2013;
NOISAKRAN; PERNG, 2008). No entanto, ndo foram observados sinais de
morbidade como arqueamento de coluna, paralisia de membros e letargia, como
geralmente é visto em camundongos infectados com linhagens de DENV adaptadas
para o hospedeiro murino (FERREIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016; TAN
et al.,, 2010). Esses resultados sugerem que camundongos imunocompetentes
suportam replicacao transiente do virus, porém, nao ha geracao de sintomas, sinais
clinicos semelhantes aos observados na doenca em seres humanos e morte
associada ao desafio com o virus, corroborando com dados de outros grupos de
pesquisa (LAUREN; YAUCH; SHRESTA, 2008; PLUMMER; SHRESTA, 2014).
Diante das dificuldades encontradas para adaptarmos o uso do isolado JHA1
em modelos experimentais baseados em camundongos imunocompetentes apods
administracao pelas vias 1.p. e 1.v., voltamos ao modelo de desafio pela via i.c., mas,
desta vez, empregando animais da linhagem C57BL/6. Essa escolha foi respaldada
pelo fato de que, ao contrario da linhagem BALB/c, a inhagem C57BL/6 dispde de
indimeros derivados isogénicos nocauteados para genes especificos (ABDELHAY,
2002; BUSCHMAN; SKAMENE, 1999) que poderiam ser tuteis em estudos
posteriores sobre a relagdo patdégeno/hospedeiro. Consequentemente, tal modelo
abriria portas para futuros estudos sobre aspectos relacionados ao papel de
receptores especificos ou de diferentes elementos do sistema imune, inato ou
adaptativo, na resisténcia a infeccdo pelo DENV2. Os resultados obtidos foram
promissores e demonstraram que a linhagem C57BL/6 é sensivel ao JHA1
administrado pela via i.c. Apés administracio de baixa dose viral (102 UFP) os
animais apresentaram variacdo de peso, variacdo de temperatura, reducido no
numero de leucocitos e letalidade de 100% dos animais infectados. No entanto,
assim como descrito por Oliveira e colegas (2016), em animais inoculados com uma
cepa de DENV adaptada (NGC), néo foi observado paralisia de membros inferiores
ou arqueadura de coluna nos animais infectados, sinais conhecidos de encefalite
(FERREIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016). Também n&o foram observadas
alteracoes nos indices de LDH, ALT e AST. Esses dados indicam que o modelo
baseado em camundongos C57BL/6 é promissor, mas ainda carece que analises

adicionais.
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Outro ponto que mereceu nossa atencao foi a possivel base genética para
explicar a elevada neuroviruléncia do isolado JHA1. Neste sentido partimos para
experimentos em que se buscou possiveis marcadores genéticos (mutacdes) que
estariam diretamente relacionados a capacidade do JHA1 em infectar, e matar,
camundongos imunocompetentes apds inoculacao pela via i.c. Para tal finalidade,
o isolado viral foi submetido a 29 passagens de sucessivas em linhagem celular
mantida em condi¢ées de cultura. Nestas condi¢bes esperavamos que os virus
acumulassem mutacoes em genes estruturais e nao estruturais que aumentassem
a capacidade de replicacao em células o que levaria a reducao da neuroviruléncia
em animais imunocompetentes. A selecdo de mutacoes adaptativas permite obter
cepas virais capazes de infectar e replicar em novas condigoes. De fato, o processo
de adaptacao viral tem sido empregado como base para a selecao de linhagens
virais capazes de infectar diferentes hospedeiros ou para a selecdo de variantes
atenuados obtidos apds passagens sucessivas em cultura de células (VELANDIA
et al., 2008).

Nos ensaios feitos observamos que apds 29 repiques em células de inseto,
diversas mutacoes foram detectadas nas sequencias de proteinas estruturais (M e
E) e ndo estruturais (NS1, NS4B e NS5. Em alguns desses sitios (E, NS1 e NS5)
notamos um polimorfismo natural nas sequencias de amino4cidos no isolado JHA1.
Esse resultado indica que o isolado consiste em uma mistura de variantes genéticos
que poderiam apresentar capacidades diferenciadas em infectar células em
culturas, mas, e principalmente, expressar a neuroviruléncia em camundongos
imunocompetentens. Esse resultado também vai de encontro ao conceito de
quasispécies em que populagées virais dinamicas, eventualmente com
propriedades biolégicas distintas, coexistem em ambientes naturais ou de
laboratério (BRACKNEY et al., 2015, DOMINGO et al., 2012; PRESLOID;
NOVELLA, 2015).

Nossos dados indicam que alguns aminoacidos de proteinas do JHAI1
alteraram suas proporgoes relativas na populacdo viral analisada apds as
diferentes etapas experimentais conduzidas. Além dos sitios polimorficos
previamente identificados no isolado original, notamos que apds as passagens em

células C6/36, outros sitios polimoérficos nas proteinas M e NS4B foram
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identificados. Além disto, a distribuicdo relativa das formas polimérficas das
proteinas E, NS1 e NS5 sofreram alteracées significativas. No entanto, nenhuma
dessas alteracbes na distribuicdo relativa de formas polimérficas, apds as 29
passagens em células Vero, foil alterada apdés uma unica passagem em cérebro de
camundongo neonato, condi¢do na qual o virus recuperou plenamente a capacidade
de neuroviruléncia. Nestas condi¢ées a atenuacado obtida apds as passagens em
cultura de células foi completamente restaurada. Esses resultados indicam que os
sitios polimorficos identificados ndo apresentam uma relacdo direta com a
neuroviruléncia do JHA1, corroborando com os achados por (AMORIM et al., 2012).
Novas abordagens experimentais devem ser seguidas para que se possa associar

uma base genética a capacidade de neuroviruléncia exacerbada do isolado JHAL.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou alternativas para a implantacdo de modelos
experimentais de infeccdo pelo isolado JHA1 de DENV2, previamente descrito
como sendo capaz de infectar camundongos imunocompetentes apds inoculacgao
pela via i.c. Embora nio tenha sido possivel estabelecer modelos de infeccdo que
utilizem outras vias de inocula¢ao, demonstramos que o isolado JHA1 é capaz de
infectar camundongos da linhagem C57BL/c apés inoculacdo pela via 1i.c.
Tentativas de correlacionar a viruléncia do isolado JHA1l com mutagées ou
proporgoes relativas de formas isomoérficas de proteinas estruturais e nao
estruturais codificadas pelo virus nao foram capazes de apontar uma base genética

para a neuroviruléncia do JHA1.
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Here, we report the complete polyprotein sequence of a dengue virus 2 strain isolated in Brazil. This virus belongs to the Ameri-
can genotype and has the ability o cause neurovirulence in immunocompetent adult mice. The data presented here may help
understand the genetic determinants responsible for neurovirulence,
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Arficle history: Generating neutralizing antibodies have been considered a prerequisite to control dengue virus (DENV)
Received 20 May 2015 infection. However, T lymphocytes have also been shown to be important in a protective immune state,
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In order to investigate the contribution of both humoral and cellular immune responses in DENV
immunity, we wused an experimental model in which a non-lethal DENV2 strain (ACS4B) is wsed to
intracranially prime Balb/C mice which develop protective immunity against a lethal DENV2 strain
(JHA1) Primed mice generated envelope-specific antibodies and CD8* Tcell responses targeting mainly
Keywords non-structural proteins. Immune sera from protected mice did not confer passive protection to naive
':I"-""b'""-' x mice challenged with the JHA1 strain In contrast, depletion of CD4~ and CD8* T lymphocytes sig-
Nozstractial pooteins nificandy reduced survival of ACS46-primed mice challenged with the JHA1 strain. Collectively, resuls
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presented in this study show that a cellular immune response targeting non-structural proteins are a
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Antibodies promising way in vaccine development against dengue.

& 2015 Elsevier Inc. All rights reserved,

68



