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RESUMO

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

A dengue é doenca causada pelo virus dengue (DENV), que acomete cerca de
390 milhées de pessoas todos os anos no mundo, e representa uma ameaca a
saude publica mundial. Até o momento nio se dispoe de tratamento especifico
e vacinas ainda nao estao disponibilizadas para a maior parte da populacao.
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 infec¢do com
um isolado clinico (JHA1) de dengue sorotipo 2 (DENV2) descrito
previamente como capaz de infectar e matar camundongos imonocompetentes
apo6s 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
infeccdo em camundongos C57BL/6 inoculados pela via intracraniana. Por
fim, foram feitas tentativas de mapeamento de mutagées envolvidas com a
neuroviruléncia do isolado JHA1l em camundongos imunocompetentes. Os
resultados obtidos representam uma contribui¢cdo para a caracterizacgao do
1solado JHA1 e para a busca de modelos experimentais alternativos de DENV.

Palavras-chave: modelo animal, dengue, infeccao 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) - Séo
Paulo: Institute of Biomedical Science, University of Sdo 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
1s 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 1n 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

infection, Flavirirus



INTRODUCAO

A dengue é uma infeccio 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, 2009;
RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010; SIMMONS et al., 1998).

A dengue é uma doenga de grande relevancia epidemiolédgica, que
atinge cerca de 390 milhGes de pessoas todos os anos principalmente em
regides 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 nimero 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 replicagdo do DENV no organismo humano comega 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 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).
Apos 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 pulmaées e até
mesmo encefalite apés atravessar a barreira hematoencefalica (GUBLER,
1998b; GUZMAN et al., 2010; HENCHAL; PUTNAK, 1990a; LEONG et al.,
2007).

Individuos infectados pelo DENV poderdo 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
articulacées, nduseas e erupcéo 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 érgdos podendo chegar a ébito (BACK;
LUNDKVIST, 2013; BIZZARRO et al., 2013; COSTA et al., 2012; MURRAY;
QUAM; WILDER-SMITH, 2013; WHITEHEAD et al., 2007, ZOMPIL
HARRIS, 2012). A dengue com sinais de alarme e a dengue grave estfo
associados a infeccdo secundaria com sorotipo heterdlogo, ou seja, apds a
reexposicao ao DENV com sorotipo diferente da primeira infeccio, 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 hepéticos 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, 2015; LEONG et al.,
2007; MORRISON; GARCfA-SASTRE, 2014). Assim sendo, uma vez que nio
ha tratamento especifico para a doenga, 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
recomendacio é evitar a automedicacio (Portal da Satde SUS).

Medidas para a prevencao da doenca podem ter impacto importante
para a mortalidade e morbidade em diferentes populagées humanas. Ha duas
formas de prevenciao da doenca, uma voltada para o controle do vetor
artropode e outra voltada para o desenvolvimento de vacinas. Atualmente a
disponibilizacdo 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
DENYV se baseiam em resultados pré-clinicos e, mais recentemente, clinicos.
Vacinas testadas em condig¢bes 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 préoxima a infeccdo natural pelo DENV. Duas
candidatas vacinais tetravalentes baseadas no método de atenuacio foram
avaliadas. Uma delas, desenvolvida pela GSK (GlaxoSmithKline) e WRAIR
(Water Reed Army Institute of Research), baseou-se na atenuacdo por
passagem seriada em cultura de células e, embora tenha apresentado boa
imunogenicidade, exibiu problemas na atenuacdo 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 III no Brasil. Essa vacina foi
obtida apés delecdes nas regides nio traduzidas (UTRs) para atenuacio dos
virus vacinais e, mostrou-se imunogénica, segura e capaz de induzir
imunidade protetora em seres humanos (KIRKPATRICK et al., 2015).

A estratégia vacinal em estdgio mais avancado para uso em seres
humanos, baseia-se em uma formulagao 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 protecio 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 formulacdes 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 imunolédgicas
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 infeccdo em animais capaz de reproduzir os sinais
clinicos-laboratoriais e respostas imunologicas 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 leucocitos e morte em cobaias que foram
moculados com DENYV obtido a partir do soro de pacientes acometidos pela
infeccao(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 infecgio
por DENV. Hotta e Sabin basearam-se em isolados virais adaptados, obtidos
apods passagens sequenciais em cérebro de camundongos neonatos, que
mostraram-se capazes de provocar sinais de infec¢do, 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 doenca 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 néo 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 mutagbes 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 ndo 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 alteracao da temperatura e/ou hemorragia normalmente observados em
humanos (CHATURVEDI et al., 1978; CHATURVEDI; TANDON; MATHUR,
1977). Dados mais atuais sobre testes de infeccdo 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 infeccdo 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 de
mamiferos, particularmente quando administrados por vias mais proximas
ao natural, e a quantidade de particulas virais empregadas na infeccao

(AMORIM et al., 2015; HENCHAL; PUTNAK, 1990b).
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Figura 1 - Adaptacdo viral apds 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)
Selecio de mutagdes adaptativas envolvidas no processo de adaptacio viral ao hospedeiro, ocorre de
forma que a relagdo virus nédo 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¢éo por
DENV, novas estratégias vém sendo exploradas (Tabela 1). Muitos
pesquisadores tém wutilizado camundongos imunodeficientes como os
camundongos da linhagem AG129, que possuem deficiéncia em receptores de
interferon tipo I e IT (ou seja, IFN a, B e y). Esses camundongos possuem maior
susceptibilidade a replicagdo 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 nao reproduzem as respostas imunologicas observadas
em individuos imunocompetentes, comprometendo assim a avaliacdo da
eficacia e a seguranca de candidatos vacinais (AKKINA, 2013; AMORIM et
al., 2012; ZELLWEGER; SHRESTA, 2014; ZOMPI; HARRIS, 2012).

Outras linhagens de camundongos vém sendo utilizadas para estudos
de infeccdo por DENV como no caso de camundongos transplantados com
células ou tecidos humanos, conhecidos como camundongos humanizados
(Tabela 1). Esses animais sdo susceptiveis a infeccio 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
sdo empregados camundongos diabéticos nio obesos — NOD (do inglés
Nonobese diabetic) que podem ser utilizados em estudos da patogénese de
DENYV 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 realizagao
de transplantes de forma cirurgica. Existem também dificuldades envolvendo

o alto custo para obter e manter tais linhagens que exigem condicoes

sanitdrias e de ambientacdo especiais (AKKINA, 2013; AMORIM et al., 2015;
BACK; LUNDKVIST, 2013; SARATHY et al., 2015b; WU et al., 1995).

Linhagem Cepa viral Dose viral Via de inoculacao REFERENCIA
DENV-2 . Atrasheuskaya, A.; Petzelbauer, P.;
BALBfe Cepa adaptada 5 DLso Intaperitoneal g 4oling. T. M.; Tgnatyev, G. 2003
_ 4.32 UFP i
BALB/c DENV-2 Sy RO e o Costa, S. M. et al. 2007
Cepa adaptada ou ndo adaptada 100 TCIDsg Intraperitoneal
BALB/c DENV-2 4.32 logyo 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. et al. 1998
Isolado clinico
DENV-2 6 . An, J.; Kimura-Kuroda, J.;
HepG2-SCID et 10° UFP Intraperitoneal Hirabayashi, Y.; Yasui, K. 1999
DENV-2 . Bente, D. A.; Melkus, M. W.;
NOD/SCID Isolado clinico 4.7 log;o UFP Subcutanea Garcia, J. V.: Rico-Hesse, R. 2005
AGI129 LR 10%-10” UFP Intraperitoneal Tan, G. K. et al. 2010
Isolado clinico
/-
COTBLG, 1t TNE- DENV-2 4x10” UFP Intradérmica Chen, H-C et al. 2007
o, A/Hel e A/J Isolado clinico
= Wu-Hsieh, B. A.; Yen, Y-T.; Ch
C57BL/6 DENV-2 4x10” UFP Tt B OV WA O,
Isolado clinico H-C. 2009
C57BL/6 DENV-1 7,2)(107 UFP Intraperitoneal Gongalves, D. et al. 2012
cepa adaptada
C57BL/6 DENV-3 4x10° - 4x10° UFP  Intracraniana Ferreira, G. P.; et al. 2010
Isolado clinico
BALB/c DENV-2 300 UFP Intracraniana Amorim, J. H. et al. 2012
Isolado clinico
AG129 DENV-2 7.3 logo Intraperitoneal Milligan, G. N. et al. 2015
AG129 DENV-3 1053 ¢ 107" UFF  Intraperitoneal Sarathy, V. V. etal. 2015
BALB/c DENV-2 40 DL5, Intracraniana Oliverra, E. R. A. etal 2016
cepa adaptada
BALB/c DENV-2 50 DLsq Intracraniana Marcos, E. etal. 2016
Cepa adaptada

LDso: 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
0s que apresentam respostas imunoldgicas completas e poderiam reproduzir
de forma mais natural as condi¢ées envolvidas na infec¢do pelo DENV

(AMORIM et al., 2015). No entanto, por apresentarem resisténcia a infeccio



por DENV, requerem administragio de altas cargas virais ou o uso de cepas
adaptadas inoculadas pela via 1.c. desencadeando sinais de infeccdo
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).

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, apoés
administracio pela via i.c., sem a necessidade de adaptacdo (AMORIM et al.,
2012). O JHA1 desencadeou alteracdes hematolégicas e aumento nos niveis
de enzimas hepéaticas nos animais inoculados (AMORIM et al., 2012). Esses
resultados indicam que o JHA1 poderia atuar como base para um modelo de
infeccdo em camundongos imunocompetentes (AMORIM et al., 2012). No
entanto, a utilizacdo da via i.c. permanece como um obstaculo no sentido de
aproximar o modelo a condigoes mais semelhantes aquelas observadas em
condi¢bes 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 geracdo de dados que
auxiliem no desenvolvimento de um modelo experimental de infec¢do em
camundongos imunocompetentes por DENV, sem a necessidade de adaptacao

do virus ou administragao de grandes quantidades de virus.
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Figura 2 - Arvore filogenética do DENV sorotipo 2 JHA1. Arvore filogenética demonstrando (retangulo)
que o JHA1 esta 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.



CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou alternativas para a implantacao de
modelos experimentais de infeccdo pelo isolado JHA1l de DENV2,
previamente descrito como sendo capaz de infectar camundongos
imunocompetentes apds inoculacdo pela via i.c. Embora ndo tenha sido
possivel estabelecer modelos de infeccdo que utilizem outras vias de
inoculacdo, demonstramos que o i1solado JHA1l ¢é capaz de infectar
camundongos da linhagem C57BL/c apds inoculacao pela via i.c. Tentativas
de correlacionar a viruléncia do isolado JHA1 com mutagbes 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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