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BIOGENESE E FUNGAO DOS CORPUSCULOS LIPIDICOS NA INFECGAO PELO VIRUS DENGUE
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

GISELLE BARBOSA DE LIMA

A dengue, em termos de morbidade e mortalidade, é caracterizada como a principal arbovirose humana, sendo
responsével pela infeccdo de milhares de pessoas nas regides tropical e subtropical do mundo, causando a morte
de adultos e criancas. Uma das razBes para a auséncia de abordagens terapéuticas adequadas se deve ao pouco
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo do virus dengue com as células hospedeiras.
No entanto, evidéncias sugerem que a regulacdo de diferentes etapas do metabolismo celular desempenhe
funcdes cruciais tanto na replicacdo viral quanto na resposta do hospedeiro a infeccdo. Estudos tém demonstrado
gue o acumulo intracelular de lipidios em corplsculos lipidicos — organelas citoplasmaticas dinamicas e
funcionalmente ativas — esta associado a doengas de grande relevancia para a satde publica, incluindo a hepatite
C. Além disso, foi observado que estas organelas desempenham fung¢des ndo apenas na replicagdo do virus da
hepatite C, mas também na produgdo de particulas infecciosas; entretanto, o envolvimento dos corplsculos
lipidicos durante a infec¢éo pelo virus dengue ainda néo foi avaliado. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar a formacdo e funcdo dos corpusculos lipidicos durante a infec¢do pelo virus dengue, com foco na
interacdo com proteinas virais, na modulacdo da capacidade replicativa e/ou infecciosa do virus e na geracao
aumentada de mediadores inflamatérios. Nossos resultados demonstraram um aumento no ndmero de
corpusculos lipidicos em leucdcitos isolados de pacientes com a forma grave da doenca, bem como indugéo da
biogénese destas organelas em diferentes tipos celulares infectados com distintos sorotipos do virus dengue in
vitro. A exposi¢do de células ao virus dengue inativado por aquecimento ndo promoveu a formagdo de
corpusculos lipidicos. Em paralelo a indugdo da formagdo destas organelas, em células infectadas in vitro,
observamos um aumento na producdo de PGE,. Adicionalmente, demonstramos que a proteina do capsideo viral,
bem como o MIF — mediador proinflamatério cuja concentracdo estd diretamente correlacionada com a
gravidade da doenca — se encontravam colocalizados nos corpusculos lipidicos durante a infec¢do. Por fim,
observamos que a modulacdo da lipogénese e da formacdo de corpusculos lipidicos, através do tratamento das
células com as drogas C75 e triacsin C, afetaram a capacidade replicativa do virus. Desta forma, 0s nossos
resultados indicam que a infeccdo pelo virus dengue promove a biogénese de corpulsculos lipidicos de uma
maneira dependente das enzimas &cido graxo sintase e acil-CoA sintetase, uma vez que a inibicdo destas por
drogas especificas leva ao bloqueio da formacéao destas organelas. Esta inibigdo também promove uma reducéo
na replicacdo viral, propondo um papel dos corpusculos lipidicos neste processo. Além disso, o aumento na
geracao de PGE, induzido pelo virus, bem como a localizagdo do MIF e da proteina do capsideo viral nestas
organelas sugerem que os corpusculos lipidicos atuem na producdo aumentada de mediadores inflamatérios e na
regulagdo temporéria do processo viral. Assim, a modulacao dos corpusculos lipidicos pode vir a representar um
potencial alvo terapéutico para o tratamento da dengue.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

GISELLE BARBOSA DE LIMA

Dengue, in terms of disease and mortality, is characterized as the most important arthropod-borne human viral
disease, infecting millions of people in tropical and subtropical regions of the world and being responsible for
many deaths in children and adults. The lack of adequate therapeutic approaches for treatment of dengue is a
consequence of our limited understanding about the molecular mechanisms that underlie the interaction between
dengue virus and human host. However, evidence suggests that the regulation of different steps of cellular
metabolism play crucial roles in both viral replication and the host response to infection. Recent studies have
shown that intracellular accumulation of lipids within lipid droplets — dynamic and functionally active organelles
— is associated with diseases of major relevance to public health, including hepatitis C. Furthermore, it was
observed that these organelles play roles not only in hepatitis C virus replication, but also in the production of
infectious particles; however the involvement of lipid droplets in dengue virus infection has never been
addressed. Therefore, this work aimed to investigate lipid droplets formation and function during dengue virus
infection, focusing on interaction with viral proteins, modulation of replication and/or production of infectious
virus and increased generation of inflammatory mediators. Our results demonstrated a significant increase in
lipid droplets accumulation in leukocytes from dengue hemorrhagic fever patients, as well as induction of
biogenesis in different cell types infected with distinct serotypes of dengue virus in vitro. Importantly, heat
inactivated dengue virus failed to induce lipid droplets formation in cells infected in vitro. In paralleled to an
increased lipid droplets biogenesis, in cells infected in vitro, we observed an increase in PGE, generation.
Additionally, we also demonstrated that the virus core protein and MIF — proinflammatory mediator whose
concentration is directly related to disease severity — co-localizes in lipid droplets during infection. Finally, we
observed that modulation of lipogenesis and lipid droplets formation, by treatment of the cells with C75 and
triacsin C, impaired dengue virus replication. Thus, our results indicate that dengue virus infection promotes
lipid droplets biogenesis and that this event seems to be dependent of the enzymes fatty acid synthase and acyl-
CoA synthetase, since specific inhibition of these enzymes blocks the formation of these organelles. This
inhibition also leads to decreased viral replication, suggesting a role of lipid droplets in this process. Moreover,
the increased production of PGE, induced by dengue virus, as well as MIF and virus core protein localization in
these organelles propose that lipid droplets are involved in both increased generation of inflammatory mediators
as temporary regulation of viral process. So, the modulation of lipid droplets might represent an attractive
therapeutic target for dengue.
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1. INTRODUCAO




11 Dengue

1.1.1. Taxonomia e etiologia

A familia Flaviviridae abrange diversos patdgenos virais responsaveis por causar doencas
graves e mortes em humanos e animais. Atualmente, esta familia consiste de trés géneros:
Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O género Flavivirus engloba mais de 70 virus, incluindo
alguns dos mais importantes patégenos humanos como os virus da dengue, da febre amarela,
do oeste do Nilo e da encefalite japonesa (Mukhopadhyay e cols., 2005; Lindenbach e cols.,
2007).

O virus dengue (DENV) é o agente causador da doenca e, até o presente momento, foram
isolados quatro sorotipos antigenicamente distintos, classificados como DENV-1 a 4. O
DENV-1 foi primeiramente isolado durante a Segunda Guerra Mundial, no Pacifico, por
investigadores japoneses e americanos. Em seguida, um grupo de pesquisa encontrou uma
cepa de virus proveniente da Nova Guine, antigenicamente distinta da cepa isolada
anteriormente, que, portanto, foi designada como DENV-2. O DENV-3 e DENV-4 foram
isolados na década de 50 durante uma epidemia nas Filipinas. Desde entdo, milhares de virus
provenientes dos tropicos foram isolados, entretanto ndo foi documentado um novo sorotipo
do DENV (Mackenzie e cols., 2004; Gould e Solomon, 2008).

1.1.2. Estrutura do virus dengue

A estrutura do DENV foi resolvida através de uma combinacdo das técnicas de
microscopia crioeletronica e cristalografia de raios X. No sobrenadante de células infectadas,
0 virus é encontrado como particula madura (infecciosa) e imatura (ndo infecciosa) com um
diametro de aproximadamente 50 e 60 nm, respectivamente. Ambas as particulas sdo
compostas por nucleocapsideo, que consiste do RNA genémico em conjunto com multiplas
copias da proteina do capsideo (C), envolto por uma bicamada lipidica proveniente da célula
hospedeira. Possuem em suas superficies as glicoproteinas E (envelope) e prM (precursora da
proteina de membrana) ou proteina M (membrana), que apresentam diferentes conformacdes
nas distintas formas (figura 1.1) (Lindenbach e cols., 2007; Perera e Kuhn, 2008). Durante a
infeccdo, particulas subvirais também sdo produzidas e apresentam um didmetro de
aproximadamente 32 nm. S&o constituidas pelas glicoproteina E e proteina M, mas néo
possuem nucleocapsideo, sendo, assim, ndo infecciosas (Mukhopadhyay e cols., 2005;
Junjhon e cols., 2008).

O genoma viral consiste de uma fita simples de RNA de polaridade positiva com

aproximadamente 11 kb de comprimento. Este codifica uma Unica fase aberta de leitura
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(ORF) flanqueada pelas regides ndo codificantes 5’ e 3°, que sdo importantes para a

amplificacdo do RNA viral. Na porgdo terminal da regido 5’ ha uma estrutura cap, porém na

regido 3’, apesar de existir estruturas de RNA conservadas, ndo ha cauda poli-A. O RNA

genémico é diretamente utilizado como RNA mensageiro (MRNA) para a sintese da

poliproteina precursora (figura 1.2), que é posteriormente clivada, por uma combinacdo de

proteases viral e do hospedeiro, em trés proteinas estruturais (C, prM e E), que constituem a
particula viral, e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5),

envolvidas na replicacdo e montagem do virus, bem como na modulacdo da resposta do

hospedeiro (Alvarez e cols.,

Garcia e cols., 2009).

2005; Lindenbach e cols., 2007; Perera e Kuhn, 2008; Fernandez-
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Figura 1.1. Estrutura do virus dengue. Ao centro, esquema da organizacdo das proteinas
tanto na particula viral imatura quanto na madura (adaptada de Heinz e Allison, 2001). A
esquerda, virus imaturo com projecoes e a direita, virus maduro liso (Perera e Kuhn, 2008).
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Figura 1.2. Organizacédo do genoma do virus dengue. A Unica fase aberta de leitura (ORF),
flanqueada pelas regides ndo codificantes 5’ e 3°, codifica uma poliproteina precursora
(adaptada de Fernandez-Garcia e cols., 2009).
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1.1.3. Ciclo de replicacéo

O ciclo de replicacdo inicia-se quando o DENV infecta uma célula hospedeira
permissiva (Clyde e cols., 2006). Em estudos realizados com espécimes obtidos de pacientes
com dengue observou-se a presenca de RNA ou antigenos virais em diversos tecidos e 6rgaos,
incluindo figado, baco, cérebro, linfonodo, rim, pulméo, coracdo, medula éssea e pele
(Boonpucknavig e cols., 1979; Bhoopat e cols., 1996; Miagostovich e cols., 1997; de Araujo e
cols., 2009). O DENV pode infectar uma variedade de tipos celulares in vivo, como as células
dendriticas, mondcitos, macrofagos, linfocitos e células endoteliais (Bente e Rico-Hesse,
2006). In vitro, o virus também é capaz de infectar diversas células de mamiferos, e, portanto,
algumas linhagens celulares tém sido extensamente utilizadas, tais como as de fibroblastos
provenientes de rim de hamster — BHK-21 (Baby Hamster Kidney) — e as de hepat6citos
derivadas de hepatocarcinoma humano — HepG2 (Henchal e Putnak, 1990; Clyde e cols.,
2006).

O primeiro contato entre o virus e a célula hospedeira se da através da interacdo da
glicoproteina E com alguns receptores da superficie celular. Evidéncias sugerem que o
receptor DC-SIGN esteja envolvido na infeccdo de células dendriticas pelo DENV (Navarro-
Sanchez e cols., 2003; Tassaneetrithep e cols., 2003). Entretanto, a endocitose mediada por
este receptor parece ser dispensavel para a replicacéo viral e propde-se que o DC-SIGN atue
como facilitador da interacdo do DENV com outro receptor que possa promover a sua
internalizacdo (Lozach e cols., 2005). Além deste, tem sido proposto a interacdo do DENV
com outros receptores, incluindo o receptor para manose (Miller e cols., 2008), CLEC5A
(Chen e cols., 2008), GRP78 (BiP) (Jindadamrongwech e cols., 2004), bem como moléculas
associadas ao CD14 (Chen e cols., 1999).

A internalizacdo do DENV ocorre por endocitose mediada pela rede de clatrinas (80%)
ou macropinocitose (20%) (Suksanpaisan e cols., 2009). O ambiente acido do endossoma
induz uma mudanca conformacional na glicoproteina E, propiciando a fusdo entre as
membranas viral e da célula hospedeira, o que culmina na liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma celular (Mukhopadhyay e cols., 2005; Melo e cols., 2009).

A proteina C dissocia-se do RNA viral e, uma vez no citoplasma da célula, este é
traduzido em uma poliproteina precursora. Esta permanece ancorada & membrana do reticulo
endoplasmatico (RE), onde é co e pds-traducionalmente clivada, por proteases viral e do
hospedeiro, em trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (figura 1.3) (Mukhopadhyay e
cols., 2005; Clyde e cols., 2006).

ApoOs a traducdo, a proteina NS5, que age como RNA polimerase dependente de RNA,

produz o RNA viral de polaridade negativa, que atua como molde para a sintese de novas
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copias de polaridade positiva. Estas, por sua vez, podem ser empacotadas em particulas virais
ou servir como mRNA (Fernandez-Garcia e cols., 2009). A replicacdo viral ocorre em
estruturas de membranas induzidas pelo DENV, conhecidas como complexo de replicacédo
(RC) (Mackenzie e cols., 1996; Grief e cols., 1997; Welsch e cols., 2009). Este é composto
por RNA viral, proteinas virais e provavelmente fatores do hospedeiro. Acredita-se que o RC
seja eficiente por ancorar a maquinaria de replicacdo em compartimentos de membrana e/ou

por proteger este processo dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

Limen do RE

NH,* s

Citoplasma NS5
Sequéncia Sequéncia Dominio Associada a T NS2B/NS3 T Signalase Furina Desconhecida
sinal stop transmembrana membrana (citoplasma) (RE) (lamen do RE)! (ldmen do RE)

Figura 1.3. Topologia e sitios de clivagem da poliproteina do virus dengue na membrana
do reticulo endoplasmético. O RNA viral é traduzido em uma poliproteina precursora que
permanece ancorada a membrana do RE, onde é clivada por proteases viral e celulares (setas)
originando dez proteinas virais. As glicoproteinas prM e E sdo liberadas da poliproteina
através da acdo da signalase (seta azul) no RE, porém permanecem ancoradas na parte luminal
da membrana. A sequéncia sinal da proteina C € clivada pela serina protease NS3 e seu
cofator NS2B (NS2B/NS3) (seta vermelha). Durante a maturacdo da particula viral, a
glicoproteina prM é processada pela furina (seta rosa), originando o peptideo pr e a proteina
M. As proteinas NS séo clivadas principalmente pela protease viral no citoplasma, com
excecdo da NS1, que € liberada da NS2A por uma protease desconhecida (seta verde) no
limen do RE. NS2A/2B e NS4A/AB ficam ancoradas no RE como proteinas
transmembranares (adaptada de Perera e Kuhn, 2008).

A montagem do virus ocorre no limen do RE. O RNA viral é complexado com mdltiplas
copias da proteina C seguido por empacotamento em uma bicamada lipidica derivada do RE,
contendo heterodimeros das glicoproteinas prM e E. Apoés transporte pela via secretoria do
hospedeiro, a maturacdo viral se d& na rede trans-Golgi através da clivagem, mediada por



furina, da prM em M. Por fim, as particulas virais séo liberadas no meio extracelular por
exocitose (Fernandez-Garcia e cols., 2009).
A figura 1.4 representa esquematicamente o ciclo de replicagcdo do DENV.

6)

4Protease do hospedeiroNS3 NS5
4 Serina protease viral

4) 5)

Figura 1.4. Ciclo de replicacdo do virus dengue. O DENV ¢ internalizado por endocitose
mediada por receptor (1). O ambiente &cido no interior do endossoma induz fusdo entre as
membranas viral e do hospedeiro (2), resultando na liberacdo do genoma viral no citoplasma
celular (3). A traducdo do RNA viral é seguida por processamento da poliproteina precursora
através de proteases viral (seta azul) e do hospedeiro (seta preta) (4). Os sitios de clivagem e a
topologia das proteinas estruturais (verde) e ndo estruturais (vermelho), na membrana do RE,
estdo esquematicamente ilustradas. Apds a traducdo, o RC é montado em estruturas de
membranas induzidas pelo virus, dando inicio a replicacdo do DENV (5). Ha a transcricdo do
RNA (+) em RNA (-), que atua como molde para a sintese de novas copias de RNA (+). Estas
podem servir como mRNA ou ser empacotadas em particulas virais (6). O empacotamento
ocorre na superficie do RE seguido por brotamento das proteinas estruturais e RNA (+) no
limen do RE. Os virus imaturos resultantes sao transportados pelo trans-Golgi, onde a furina
medeia a clivagem da prM em M gerando particulas infecciosas maduras (7), que sao
liberadas por exocitose (8) (adaptada de Fernandez-Garcia e cols., 2009).

1.1.4. Transmissao
Algumas espécies de mosquitos Aedes, dependendo da area geografica, atuam como

agentes transmissores da dengue, incluindo A. aegypti, A. albopictus, A. polynesiensis e outros
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membros do grupo A. scutellaris; e, portanto, 0 DENV é um arbovirus — termo ecoldgico
utilizado para descrever virus que requerem artropodes para completar seus ciclos de vida
(Gubler, 1998a,2002b).

Existem dois ciclos de transmisséo do DENV, o ciclo urbano e o silvestre. O ciclo urbano
envolve os humanos, que atuam como hospedeiros reservatorios e amplificadores, e
geralmente os mosquitos A. aegypti como vetores. O A. aegypti é antropofilico, extremamente
adaptado ao ambiente urbano, possui ampla distribuicdo geogréfica e esta estabelecido em
virtualmente todos os paises tropicais. O A. albopictus é considerado vetor secundario no
sudeste asiatico, oeste do Pacifico, Américas do Sul e Central. Embora aquele desempenhe o
papel mais importante na transmissdo urbana, este e outras espécies secundarias podem ser
mais suscetiveis as infecgdes experimentais e em algumas areas, 0s vetores mais importantes
(Ali e cols., 2003; Halstead, 2008; Kyle e Harris, 2008; Weaver e Vasilakis, 2009).

O ciclo silvestre ocorre nas florestas do sudeste asiatico e do oeste africano, entre
primatas ndo humanos e, na maioria dos casos, mosquitos A. albopictus (Kyle e Harris, 2008).
Por ser um virus completamente adaptado aos humanos, o DENV, ao contrério da maioria dos
arbovirus, perdeu a necessidade do ciclo silvestre para a manutencdo de epidemias
(Mackenzie e cols., 2004).

Para que haja transmissdo, a fémea do mosquito Aedes spp. deve picar um individuo
infectado durante a fase virémica da doenca. Ap6s o repasto sanguineo, ocorre o periodo de
incubacdo extrinseco, com duracdo de 8-12 dias, tornando o mosquito infectado e, portanto,
transmissor do DENV (McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000). Este se mantém infectado por
toda a sua vida (TDR e WHO, 2009). Por consequéncia, ao picar um individuo saudavel
ocorre a infeccdo do mesmo, promovendo o periodo de incubagdo intrinseco com duragdo
média de 4,5-7 dias (Halstead, 2008). O ciclo se repete quando mosquitos ndo infectados se

alimentam de um individuo nesta fase.

1.1.5. Aspectos epidemioldgicos

As primeiras epidemias de uma doenca semelhante a dengue foram documentadas na
Asia, Africa e América do Norte em 1779-1780, quando a indGstria naval e o comércio
estavam em expansdo. A partir dai, as epidemias de dengue ocorreram em intervalos longos,
de 10 a 40 anos, uma vez que a principal forma de transporte de vetores e virus, entre 0s
centros populacionais, se dava através das embarcacdes a vela. A introducdo de novas cepas
virais e sorotipos era rara, refletindo na baixa frequéncia das epidemias (Gubler,
1998a,2002a). Contudo, um novo padrdo endémico da doenga, acompanhado pelo aumento na

incidéncia de casos graves, surgiu no sudeste asiatico, apos a Segunda Guerra Mundial
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(Henchal e Putnak, 1990). As alteracdes ecoldgicas decorrentes do pos-guerra contribuiram
para a disseminacdo tanto do A. aegypti quanto do DENV, favorecendo a ressurgéncia de
epidemias em diversos paises desta regido nas décadas de 50 e 60. Na década de 70, o
desenvolvimento econdmico associado ao crescimento populacional, a urbanizagéo
descontrolada e a falta de controle efetivo do vetor foram importantes na dispersao da doenca
por todo o sudeste da Asia (Wilder-Smith e Gubler, 2008). A circulacdo de mais de um
sorotipo na Asia em conjunto ao intenso movimento de pessoas infectadas através de viagens
aéreas internacionais, propiciaram a distribuicdo do virus e mosquito, durante as décadas de
70 e 80, para as ilhas do Pacifico e América tropical (Gubler, 1998b).

Nas décadas de 50 e 60, a maioria dos paises da Ameérica do Sul e Central adotaram
campanhas de erradicacdo do mosquito A. aegypti. Estas foram coordenadas pela Organizagéo
Pan-americana de Saude (OPAS), que embora dirigidas para o controle da febre amarela,
proporcionaram também a eliminacdo da dengue. Porém, na década de 70, devido ao
surgimento de outras prioridades e a reducdo de recursos, o programa de erradicacdo foi
interrompido e essa espécie voltou a infestar a maioria desses paises tropicais. Apesar das
mudancas epidemioldgicas terem sido mais dramaticas has Américas, 0 nimero de casos da
doenca também aumentou nas ilhas do Pacifico e Caribe. Este aumento foi seguido pelo
surgimento de epidemias e formas graves, além de hiperendemicidade (Gubler, 1998a,b;
Mackenzie e cols., 2004; Schatzmayr e Cabral, 2009).

Como consequéncia desse quadro, a dengue é considerada hoje uma das principais
doencas infecciosas em termos de morbidade e mortalidade (Guzman e Kouri, 2002).
Atualmente, cerca de 2,5 bilhGes de pessoas vivem em areas onde héa risco de transmisséo,
que ocorre nas regides tropical e subtropical do mundo (figura 1.5), predominantemente em
areas urbanas e semi-urbanas. Estima-se que 50 milhdes de infec¢bes, com 500.000 casos de
formas graves da doenca, ocorram em mais de 100 paises ocasionando 22.000 mortes
anualmente (WHO, 2009). Apesar de menos de 10% dos casos sintométicos de dengue ser
notificado e cerca de 50-90% das infeccOes serem assintomaticas, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) classificou a dengue como a principal arbovirose humana (WHO, 1997; Kyle e
Harris, 2008).
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Figura 1.5. Distribuicdo global da dengue em 2010. (Adaptada de WHO, 2010
(http://www.who.int/ith/en/)).

1.1.5.1. Dengue no Brasil

Com a disseminagdo do DENV pela América tropical e a reinfestacdo do Brasil pelo A.
aegypti em 1977, houve a reintroducdo do virus no pais na década de 80. A partir de entdo,
mais de 60% dos casos de dengue reportados nas Américas ocorreram no Brasil (Nogueira e
cols., 2007).

O relato mais antigo de uma doenca clinicamente compativel com a dengue foi em 1846,
no Rio de Janeiro. Casos da doenga foram descritos em Curitiba (PR) e no estado do Rio
Grande do Sul, em 1917; no Rio de Janeiro, em 1922; e em Niter6i (RJ), em 1923. No
entanto, o primeiro surto de dengue documentado ocorreu em Boa Vista (RR), nos anos de
1981 e 1982, na qual os sorotipos 1 e 4 foram isolados de pacientes e vetores. Este episodio
foi contido pelo programa local de controle do vetor, que foi importante para a extingdo da
doenca nos proximos 4 anos. Entretanto, com a dificuldade de implantar campanhas efetivas
de combate ao mosquito houve a dispersdo do virus para outras cidades (Figueiredo, 2000;
Nogueira e cols., 2007).

A primeira grande epidemia aconteceu com a entrada do DENV-1, em 1986, no estado do
Rio de Janeiro e a situagdo se agravou consideravelmente com a introdu¢do do DENV-2 em
Niteroi (RJ) no ano de 1990, onde foi registrado o primeiro caso fatal da doenga (Nogueira e
cols., 1991; Nogueira e cols., 2007).



Desde entdo, a dengue, acompanhando a expansdo do A. aegypti, implantou-se em
praticamente todo o pais, que contava, ainda, com o risco de entrada dos outros dois sorotipos
presentes em paises vizinhos, como Colémbia, Venezuela, México e Caribe (Schatzmayr,
2001). Por conseguinte, em dezembro de 2000, o DENV-3 foi isolado primeiramente no
municipio de Nova Iguacu (RJ), sendo responsavel pela alarmante epidemia no verdo de
2001-2002, marcada pelo maior nimero de casos e mortes confirmados até aquele momento,
bem como por manifestacdes clinicas mais graves. Somente no estado do Rio de Janeiro, em
2002, foram documentados 288.245 casos de dengue, 1.831 casos de formas graves da doenca
e 91 dbitos. Essas notificagdes excederam os 1.621 casos de formas graves da dengue e 76
Obitos registrados em todo o pais desde a reintroducdo do DENV em 1986 (Nogueira e cols.,
2001; Nogueira e cols., 2005).

O DENV-3 predominou na grande maioria dos estados brasileiros entre 2002 e 2006. No
periodo entre 2007 e 2009, houve a substituicdo para 0 DENV-2, contribuindo fortemente
para a ocorréncia de epidemias em diversos estados. Ao longo de 2009, porém, ocorreu uma
nova mudancga no sorotipo preponderante, com a recirculagdo importante do DENV-1 em
alguns estados (Informe Epidemioldgico da Dengue, MS/SVS, 2010).

Segundo dados da OPAS, no periodo entre 2002 e 2009 foram notificados no pais, mais
de 3,5 milhGes de casos da doenca. Até julho de 2010, a Secretaria de Vigilancia em Salude do
Ministério da Saude (SVS/MS) registrou 482.284 casos confirmados de dengue, 2.271 casos
de formas graves da doenca e 367 Obitos. Além disso, foi constatado que 20 dos 27 estados
apresentaram um aumento no ndmero de casos quando comparado ao mesmo periodo de
2009. Acredita-se que a recirculacdo do DENV-1 pode ser um dos fatores envolvidos neste
aumento observado em 2010, em virtude da baixa circulagdo deste sorotipo ao longo da
década (Informe Epidemioldgico da Dengue, MS/SVS, 2010). Como consequéncia, o Brasil
se tornou, no século XXI, o pais com a maior quantidade de casos notificados de dengue e,
por este motivo, ocupa o primeiro lugar no ranking internacional de casos total da doenca
(Teixeira e cols., 2009).

E importante ressaltar que o DENV-4 ja foi isolado recentemente em Roraima,
totalizando 10 casos confirmados até agosto de 2010. Teixeira e colaboradores ja haviam
declarado em 2005 que a introducdo deste sorotipo era possivel devido ao intenso transporte
maritimo e aéreo entre o Brasil e outros paises afetados. O DENV-4 n&o circulava no Brasil
h& 28 anos e fica dificil prever se 0 mesmo apresentara forca de transmissdo no territorio
nacional. Como prevengéo, o MS adotou algumas medidas como programas de educagdo em
salde e combate ao vetor, bem como vigilancia epidemiolégica (Teixeira Mda e cols., 2005;

Nota técnica, MS/SVS, 2010).
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1.1.6. Manifestacdes clinicas

Ap0s o periodo de incubacdo, a infecgdo por qualquer um dos quatro sorotipos pode
resultar em formas assintomaticas ou subclinicas, além de um amplo espectro de gravidade da
doenca. As manifestacbes clinicas da dengue se apresentam como quadros de febre
indiferenciada, que caracterizam a Febre da Dengue (FD), ou quadros graves que podem
evoluir ao o6bito, conhecidos como Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome de
Choque da Dengue (SCD) (TDR e WHO, 2009).

A FD manifesta-se como uma doenca febril aguda e autolimitada que ocorre do segundo
ao sétimo dia apos a infeccdo. E marcada por febre > 39°C de inicio abrupto, cefaléia, dor
retro-orbitéaria, mialgia, artralgia, nduseas e vémitos. Estes sintomas podem ser acompanhados
por leucopenia e trombocitopenia, bem como manifestacbes hemorrégicas. Por volta de uma
semana apos o estabelecimento da doenca, os pacientes normalmente se recuperam sem
complicacdes e, em vista disto, a FD raramente esta associada a morte. Contudo, durante o
curso de infecgdo pelo DENV, alguns pacientes podem progredir para as formas mais graves
da doenga (Kurane, 2007; Noisakran e Perng, 2008).

As manifestacdes clinicas iniciais da FHD sdo similares as da FD. Todavia, 0 que
determina a gravidade e a diferencia da forma ndo grave é o extravasamento de plasma, que
ocorre devido ao aumento na permeabilidade vascular, sendo acusado por hematocrito
elevado. Além disto, trombocitopenia (< 100.000/mm?®), leucopenia, manifestacdes
hemorragicas, disturbios na coagulacdo e danos hepaticos também sdo observados (WHO,
1997; Solomon e Mallewa, 2001; Noisakran e Perng, 2008).

A FHD pode evoluir para a SCD, que € caracterizada por faléncia circulatdria, incluindo
diminuicdo da pressdo de pulso, hipotensdo e choque hipovolémico. Este Ultimo esta
associado ao extravasamento plasmatico e o seu prolongamento promove o desenvolvimento
de acidose metabdlica, sangramento no trato gastrointestinal e em outros 6rgdos. O chogue
tem curta duracdo, podendo levar ao Obito entre 12 e 24 horas caso ndo haja reposicdo
volémica (WHO 1997; Rigau-Perez e cols., 1998).

1.1.7. Imunopatogénese

No inicio do século XX, a busca por modelos animais capazes de reproduzir 0s sinais
clinicos da dengue tornou-se intensa, visto que estudos em humanos sdo considerados
complicados em virtude das rapidas mudancas no quadro clinico, da dificuldade na obtencao
de espécimes provenientes de pacientes com hemostase prejudicada, além de outros fatores.
Dentro deste contexto, inumeros modelos murinos foram desenvolvidos, embora nenhum

deles seja capaz de representar o amplo espectro da doenca (Atrasheuskaya e cols., 2003;
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Bente e Rico-Hesse, 2006). Estes modelos incluem tanto a infeccdo de camundongos
selvagens com o DENV isolado de paciente (Paes e cols., 2005; Paes e cols., 2009), quanto de
camundongos selvagens, transplantados com células humanas ou imunocomprometidos com
cepas de virus adaptadas a via intracerebral (Atrasheuskaya e cols., 2003; Bente e Rico-Hesse,
2006; Yauch e Shresta, 2008; Souza e cols., 2009). Apesar das limitagdes, os modelos
murinos representam importantes avancos para as pesquisas em patogénese da dengue, ja que
0s camundongos reproduzem alguns dos sinais clinicos observados em humanos, tais como:
viremia, febre, trombocitopenia, hemoconcentracdo, aumento na permeabilidade vascular,
injaria hepatica, niveis elevados de citocinas e quimiocinas, hemorragia tecidual, hipotenséo
e/ou morte.

As hipdteses propostas para a compreensdo da patogenia da FHD/SCD foram baseadas,
principalmente, em observacGes experimentais in vitro e, mais recentemente, gracas ao
desenvolvimento de um modelo animal que apresenta as caracteristicas clinicas da forma
grave da doenca, em modelos experimentais in vivo. Acredita-se que diversos fatores possam
influenciar a gravidade da doenca, incluindo fatores relacionados ao hospedeiro e ao virus
(Atrasheuskaya e cols., 2003; Green e Rothman, 2006; Souza e cols., 2009). Entretanto, 0s
mecanismos moleculares envolvidos na progressdo da doenca para as formas mais graves

ainda n&o foram completamente esclarecidos (Kyle e Harris, 2008).

1.1.7.1. Fatores virais

Com o advento das técnicas que permitiram o sequenciamento do genoma, 0S quatro
sorotipos do DENV foram classificados em distintos grupos genéticos ou genotipos. Ha
evidéncias de que a variabilidade genética entre as cepas virais pode estar associada a
diferencas na viruléncia (Cologna e Rico-Hesse, 2003; Rico-Hesse, 2009). De fato,
comparagOes entre genotipos virais e dados epidemiologicos permitiram a associa¢do das
elevadas taxas de transmissdo e da incidéncia de FHD com grupos virais especificos (Rico-
Hesse e cols., 1997; Messer e cols., 2003).

Leitmeyer e cols. demonstraram as desigualdades entre o0 DENV-2 gendtipo sudeste
asiatico, que tem sido associado com FD e FHD, e o DENV-2 gen6tipo americano,
comumente relacionado com FD. Foi observado que as diferencas nas sequéncias da
glicoproteina E e das regides ndo codificantes 5’ ¢ 3’ do genoma podem estar relacionadas
com as alteracOes na viruléncia entre os diferentes genoétipos (Leitmeyer e cols., 1999; Pryor e
cols., 2001).

Além da viruléncia, outros fatores como viremia e presenca de proteinas virais no sangue

podem estar relacionados com a gravidade da doenca (Clyde e cols., 2006). No entanto, 0s
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estudos sdo controversos. Foi demonstrado, durante um surto em Taiwan no ano de 1998,
uma correlacdo positiva entre a viremia e o desenvolvimento de FHD pelo DENV-3 (Wang e
cols., 2003). Em paralelo aos altos titulos virais, a forma secretada da proteina NS1 estava
presente em maior quantidade no plasma de pacientes com FHD em comparacédo aos com FD
(Libraty e cols., 2002). Por outro lado, foi observado, durante surtos em Taiwan nos anos de
2002 e 2003 pelo DENV-2, que a viremia de pacientes com FD ou FHD néo era
significativamente diferente (Chen e cols., 2005).

1.1.7.2. Fatores do hospedeiro

Dados epidemioldgicos indicam que cerca de 90% dos casos de FHD ocorrem em
infeccbes secundérias heter6logas (Mathew e Rothman, 2008). A fim de explicar essas
observacdes, a teoria da amplificacdo dependente de anticorpos (ADE — antibody dependent
enhancement) foi proposta (Halstead e O'Rourke, 1977; Halstead, 1988). De acordo com esta
teoria, anticorpos especificos contra o sorotipo do DENV, provenientes da infeccdo primaria,
seriam capazes de reconhecer o sorotipo heter6logo, porém incapazes de neutraliza-lo. A
opsonizacao do virus infectante por anticorpos IgG ndo neutralizantes levaria a formacéo de
complexo imune capaz de ligar-se a receptores que reconhecem a por¢do Fc das moléculas de
anticorpo 1gG (FcyR), presentes na superficie de células alvo, tais como mondcitos e
macrdfagos. Isso facilitaria a entrada do DENV nestas células, culminando no aumento da
replicacdo viral e consequentemente maior titulo viral, producdo de citocinas e ativacdo de
células do sistema imunoldgico; contribuindo para o desenvolvimento das formas graves da
doenca (Kliks e cols., 1989; McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000; Vaughn e cols., 2000;
Green e Rothman, 2006).

A hipétese da ADE tem sido demonstrada principalmente através de observacdes
epidemioldgicas e estudos in vitro (McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000). Embora esta
hip6tese seja um dos mecanismos mais aceitos e difundidos para explicar a evolucdo para a
FHD/SCD, a relevancia deste fendmeno in vivo ainda ndo foi completamente esclarecida
(Mathew e Rothman, 2008). Dados recentes mostraram um aumento significativo nos titulos
virais em primatas ndo humanos que receberam anticorpos anti-DENV e, em seguida,
infectados com sorotipo heterologo, sugerindo que este fendmeno possa ocorrer in Vivo
(Goncalvez e cols., 2007).

Desde 1945, Cuba ndo registrava casos de dengue, entretanto em 1977-1978 houve uma
epidemia causada pelo DENV-1. A populagdo cubana, entdo, ficou sob risco de infecgéo
secundaria caso um diferente sorotipo fosse introduzido no pais. Isto aconteceu em 1981, com

a introducdo do DENV-2. Nesta nova epidemia, quadros mais graves foram notificados e
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testes realizados em pacientes que desenvolveram FHD/SCD mostraram, em 98% dos casos
examinados, um padrdo soroldgico consistente com infeccdo secundaria. Adicionalmente,
criangas menores de dois anos, nascidas depois da primeira epidemia, ndo desenvolveram as
formas graves da doenca. Entretanto, criancas menores de um ano evoluiram ao Obito e
acredita-se que estas eram nascidas de mées imunes ao DENV-1 (Kouri e cols., 1989).

Em outro estudo, foi constatado que a infeccdo de células THP-1 na presenca de
anticorpos ndo neutralizantes promoveu aumento tanto da replicacdo viral quanto da
expressao de citocinas anti-inflamatorias, como interleucinas (IL) -6 e -10. Por outro lado, a
producdo de IL-12, interferon (IFN) -y e 6xido nitrico foi suprimida. Sendo assim, a ADE
facilita ndo apenas o processo de internalizacgdo viral, mas modifica os mecanismos antivirais
de resposta intracelular, resultando no aumento da replicacdo do DENV e contribuindo para a
patogénese da doenca (Chareonsirisuthigul e cols., 2007).

As pesquisas tém focado quase que exclusivamente em infec¢fes secundérias e, portanto,
tém ignorado os casos de infec¢Bes primarias que evoluem para as formas mais graves e até
mesmo ao Obito (Halstead e cols., 2002). Aproximadamente 10% dos casos de FHD/SCD
ocorrem em pacientes durante a primeira infeccdo, dos quais a maioria sdo criangas entre 6 e
12 meses de vida (Green e Rothman, 2006). Acredita-se que anticorpos maternos IgG anti-
DENV sejam transferidos através da placenta, contribuindo para o fenbmeno da ADE que
também parece estar associado ao desenvolvimento de FHD em criangas menores de 1 ano de
idade (Simmons e cols., 2007). Durante os primeiros meses de vida, estes anticorpos
protegem as criancas da infeccdo pelo DENV. Porém, aos 6 meses de idade, os titulos de
anticorpos anti-DENV decaem para niveis subneutralizantes e aos 12 meses de vida
desaparecem do soro, reduzindo, portanto, o risco de desenvolvimento das formas graves
(Halstead e cols., 2002; Watanaveeradej e cols., 2003; Pengsaa e cols., 2006).

Outra teoria que explica a maior gravidade da dengue observada na infec¢do secundéria é
a do “pecado antigénico original” (Mongkolsapaya e cols., 2003). Durante a infecgéo
secundaria, ocorre um aumento da apresentacdo de antigenos bem como da ativacdo de
células T CD4" e CD8" de memodria da infeccdo prévia por outro sorotipo. A proliferacéo
dessas células T de memoria, mas de baixa especificidade para o outro sorotipo, se sobressai
em relacdo a expansao das células T “naive” (ndo ativadas previamente) de maior avidez para
0 sorotipo infectante, promovendo uma alteracdo na resposta imunopatoldgica (Pang e cols.,
2007; Mathew e Rothman, 2008). Neste cenario, hd também um aumento na secre¢do de
citocinas proinflamatorias, tais como IFN-y e TNF-a, que podem agir diretamente sobre as
células do endotélio vascular, resultando em aumento da permeabilidade e extravasamento do

plasma (Mangada e cols., 2002).
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Entretanto, durante a infeccdo primaria pelo DENV também foi observado que a
concentracdo de determinados mediadores inflamatdrios encontrava-se aumentada (lyngkaran
e cols., 1995). Sendo assim, acredita-se que um dos fatores responsaveis pela evolucdo da
doenca para as formas mais graves € a ativacdo, principalmente, de células T,
monocitos/macrofagos, células dendriticas, hepatocitos e células endoteliais, que culmina na
liberacdo exacerbada de citocinas (Pang e cols., 2007). Portanto, é de se esperar que pacientes
com FD apresentem niveis ou perfis de mediadores inflamatorios diferentes daqueles
observados em pacientes com FHD (Pacsa e cols., 2000). De fato, a andlise do soro de
pacientes infectados indicou que a concentracdo de IL-12 (Pacsa e cols., 2000) e da proteina
inflamatoria de macréfagos (MIP) -1B (Bozza e cols., 2008) encontrava-se elevada durante a
FD quando comparada com a FHD. Em contrapartida, os niveis de IL-4 (Bozza e cols., 2008),
IL-8 (Raghupathy e cols., 1998), IL-10 (Green e cols., 1999), IL-13 (Mustafa e cols., 2001;
Bozza e cols., 2008), fator estimulador de coldnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF)
(Bozza e cols., 2008) e fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) (Chen e cols., 2006)
estavam elevados durante a FHD quando comparados com a FD.

A analise do secretoma de células HepG2 demonstrou que o MIF era produzido durante a
infeccdo in vitro pelo DENV-2 (Higa e cols., 2008). O MIF é um mediador proinflamatorio
expresso por distintos tipos celulares, ndo apenas do sistema imunolégico, e liberado em
resposta a diversos estimulos. Os efeitos mediados pelo MIF, em parte através do receptor
CD74-CD44, CXCR2 e CXCR4, incluem a inducdo da producdo de mediadores
inflamatdrios, a expressdo de receptores do tipo Toll (TLR) e moléculas de adesdo, a
neutralizacdo dos efeitos dos glicocorticoides, o potencial quimioatrativo e 0 aumento da
sobrevida de leucdcitos (Calandra e Roger, 2003; Leng e cols., 2003; Shi e cols., 2006;
Bernhagen e cols., 2007). Como observado em pacientes com sepse (Bozza e cols., 2004), a
concentracdo desta citocina estava relacionada a gravidade da dengue (Chen e cols., 2006),
porém o papel do MIF na patogénese da doenga ainda precisa ser investigado.

Algumas das manifestacfes clinicas observadas durante as formas graves da dengue se
assemelham as mudancas patofisiologicas observadas em animais ap0s a ativacao sistémica
do receptor do fator de ativacdo plaquetaria (PAF) (Ishii e Shimizu, 2000; Stafforini e cols.,
2003). Macrdfagos obtidos de pacientes infectados pelo DENV-1 liberam quantidades
significativas de PAF quando comparados com o controle (Yang e cols., 1995). Em modelo
animal de infeccdo in vivo, foi observado que a ativacdo do receptor do PAF (PAFR) estava
envolvida no aumento da permeabilidade vascular, trombocitopenia, niveis elevados de
citocinas, choque e hemorragia. Os resultados demonstram que este receptor desempenha

funcBes durante a infeccdo experimental pelo DENV e o seu bloqueio previne manifestagdes
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graves da doenca e o aumento do titulo viral sistémico, sugerindo um papel importante do
PAF durante a evolugdo da doenca para as formas mais graves (Souza e cols., 2009).

Além disso, foi demonstrado que alguns marcadores imunoldgicos podem estar
diretamente relacionados com sintomas especificos da doenca. H& correlacdo entre a
concentracdo de GM-CSF com hipotensao; por outro lado, MIP-1 mostrou-se associado com
bom prognostico e acredita-se que este efeito seja devido ao seu potencial quimioatrativo e
ativador de células NK, que séo eficientes no controle de virus (Bozza e cols., 2008). No
entanto, os fatores determinantes da producéo diferencial dos diversos mediadores, bem como
0s papeis de cada uma destas moléculas no complexo cenario fisiopatologico da dengue
necessitam esclarecimento.

Através da andlise da expressdo de genes envolvidos na resposta imune inata, Gomes e
colaboradores associaram alguns destes genes com a gravidade da dengue. Neste estudo foi
observado que os niveis de expressdo de TLR7 e MYD88 estavam significativamente
elevados em pacientes com FHD quando comparados com pacientes com FD, sugerindo que 0
padrdo de expressdo de determinados genes possa ser importante na distin¢cdo entre 0s
pacientes com a forma grave da doenca daqueles com a forma classica (Gomes e cols., 2010).

A relacdo entre a gravidade da dengue e a ativacdo exacerbada do sistema imunoldgico
fez alguns pesquisadores sugerirem que a resposta imune aos componentes do DENV pudesse
contribuir para uma reagdo autoimune, que, por fim, levaria ao desenvolvimento da FHD/SCD
(Halstead, 2007). Foi demonstrada uma reatividade cruzada de anticorpos anti-NS1 com
células endoteliais, culminando na ativacdo das mesmas. Esta ativacdo era acompanhada pela
producdo de IL-6, IL-8 e da proteina quimiotatica de mondcitos do tipo 1 (MCP-1), bem
como pelo aumento na expressdo da molécula de adeséo intercelular (ICAM) -1 e na
capacidade de aderéncia as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (Lin e cols.,
2005). Desta forma, a hipotese da autoimunidade ou do mimetismo molecular propGe que a
disfungéo endotelial, observada durante os casos graves, seja resultante da reatividade cruzada
entre anticorpos anti-NS1 e proteinas do hospedeiro e/ou células endoteliais (Halstead, 2007).

Outros fatores, incluindo a ativacdo do complemento, também foram propostos na
patogenia da dengue. Avirutnan e colaboradores demonstraram que a proteina NS1 era capaz
de ativar esta via (Avirutnan e cols., 2006). Adicionalmente, foi observado através de estudos
clinicos que os niveis tanto desta proteina quanto dos produtos provenientes da ativacdo da
cascata do complemento estavam presentes em grande quantidade, antes da ocorréncia do
extravasamento plasmatico, em pacientes infectados (Nishioka, 1974; Avirutnan e cols., 2006;
Wang e cols., 2006). Recentemente, foi demonstrado que pacientes com FHD apresentavam

niveis elevados de C3a, C4a, Cbha e fator D quando comparados com pacientes com FD. Por
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outro lado, os niveis de C3 e fator H encontravam-se reduzidos em pacientes com a forma
grave da doenca quando comparados com pacientes com a forma cléssica (Nascimento e cols.,
2009). Sendo assim, as evidéncias sugerem que a ativacdo exacerbada da via do complemento
esteja envolvida no desenvolvimento das formas graves da doenca e que o desequilibrio nos
niveis dos fatores D e H esteja associado a regulacdo anormal desta via em pacientes com
FHD.

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves foram sugeridos,
incluindo asma brénquica, anemia falciforme e diabetes (Guzman e Kouri, 2008). Em Cuba,
alguns casos graves e até mesmo fatais mostraram-se significativamente associados a essas
doencas cronicas (Guzman, 2005). Um estudo demonstrou que a idade dos pacientes também
pode ser considerada um fator de risco, uma vez que a mortalidade em criangas de 3 a 14 anos
de idade, com infeccBes secundarias, foi 14,5 vezes maior quando comparada em adultos de
15 a 39 anos (Guzman e cols., 2002).

Quanto a contribuicdo genética para a patogénese da dengue, foi observado que
caucasianos apresentam uma maior predisposicao para o desenvolvimento de FHD em relagéo
aos negroides e, portanto, diversos genes humanos que regulam a gravidade da doenca podem
estar distribuidos de forma desigual entre as racas (de la e cols., 2007). Estudos sugerem que
polimorfismos nos genes ligados ao complexo do antigeno leucocitario humano (HLA) e ndo
HLA podem estar associados ao aumento na susceptibilidade a FHD (Chaturvedi e cols.,
2006). Na populacdo cubana, HLA | (-A, -B e -C) foi relacionado com aumento na
susceptibilidade a doenca grave, enquanto HLA Il (DRBL1) foi associado com resisténcia a
doenca (Sierra e cols., 2007). Além disso, foi observado na populacdo brasileira que
polimorfismos no gene MBL2 protegem contra o desenvolvimento de trombocitopenia
associado ao fenotipo grave da doenca (Acioli-Santos e cols., 2008). Essas evidéncias revelam
a importancia da genética do hospedeiro na modulacédo da doenca.

As hipdteses citadas para tentar explicar a patogénese da FHD/SCD nos mostram o quéo
complexo ¢ a interacdo do DENV com as células hospedeiras. Acredita-se que a combinacgéo
de fatores de riscos individuais, genéticos, epidemioldgicos e virais contribua para o

aparecimento das formas graves da doenca (Kouri e cols., 1989).

1.1.8. Prevencao e controle
As estratégias para a prevencédo e o controle da dengue tornaram-se mais urgentes com a
expansdo geografica do virus e do vetor, bem como pelo aumento na incidéncia de casos
graves nos ultimos anos. A principal estratégia de controle da transmissdo da dengue é a
reducdo da populacédo do seu principal vetor, 0 mosquito A. aegypti. Contudo, o controle deste
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mosquito é considerado extremamente dificil devido a sua intima relagdo com os humanos
(Gubler, 1998a; Gibbons e Vaughn, 2002).

As ferramentas disponiveis para prevenir a doenca sdo bastante limitadas (Gubler,
1998a). Enquanto vacinas contra outros flavivirus, incluindo os virus da febre amarela e da
encefalite japonesa, ja foram desenvolvidas, as vacinas contra 0s DENV ainda estdo sobre
intensa investigacdo (Gould e Solomon, 2008). Evidéncias sugerem que as vacinas capazes de
induzir a producéo de anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos serdo eficazes na
prevencdo da doenca e ndo contribuirdo para o desenvolvimento da ADE (Whitehead e cols.,
2007). Sendo assim, este requerimento em associacdo com o desenvolvimento de uma
imunidade duradoura constituem os maiores desafios para a producdo de vacinas contra a
dengue.

As dificuldades de prevencdo e controle encontradas ressaltam a importancia do
desenvolvimento de agentes terapéuticos especificos contra a doenca. Propde-se que fatores
virais e do hospedeiro considerados essenciais para o ciclo de replicacdo do DENV possam
atuar como potenciais alvos terapéuticos (Noble e cols., 2010).

Avancos recentes tém demonstrado, através da remocdo quimica de colesterol das
membranas celulares, que este lipidio estava envolvido na entrada e replicacdo do DENV
(Lee e cols., 2008). Outro estudo constatou que a enzima mevalonato difosfato descarboxilase
(MVD), essencial para a biossintese de colesterol, era requerida para a replicagdo viral
(Rothwell e cols., 2009), sugerindo que drogas utilizadas na inibicdo da biossintese de
colesterol poderiam ser testadas contra a dengue.

O acumulo intracelular de lipidios em corpusculos lipidicos esta associado a doencas de
grande relevancia para a saude publica, incluindo doencas inflamatdrias e infecciosas (Bozza
e cols., 2009). Durante a infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV), um membro pertencente a
familia do DENV, foi observado que essas organelas citoplasmaticas aumentavam em nimero
e estavam envolvidas na replicacdo e producdo de particulas virais infecciosas (Miyanari e
cols., 2007; Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e cols., 2008b). Esses dados
indicam que os corpusculos lipidicos possam ser alvo potencial para a terapia contra a
hepatite C. De fato, o conjunto de resultados destaca a importancia do metabolismo lipidico
no ciclo de replicagdo dos membros da familia Flaviviridae. Entretanto, o estudo da funcéo
dos corpusculos lipidicos durante a infeccdo pelo DENV ainda néo foi avaliado.
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1.2 Corpusculos lipidicos

1.2.1 Caracteristicas gerais, composi¢ao e funcoes

Os corpusculos lipidicos, também chamados de gotas lipidicas ou adipossomos, sdo
organelas citoplasmaticas ricas em lipidios presentes em virtualmente todos os organismos
(Bozza e cols., 2009). Em algumas células de mamiferos, como hepat6citos e adipocitos, 0s
corpUsculos lipidicos estdo abundantemente presentes, enquanto que em outros tipos
celulares, incluindo leucocitos, o acumulo citoplasmatico destas estruturas se da atraves de
um processo induzido por uma variedade de estimulos (Murphy, 2001).

O tamanho, a regulagéo, a composicdo e, consequentemente, a funcdo destas organelas
podem variar consideravelmente entre tipos celulares. Os corpusculos lipidicos séo inclusdes
citoplasmaticas esféricas, ndo delimitados por uma membrana classica, associados a
elementos do citoesqueleto e que em estudos ultraestruturais apresentam elétron-densidade
variavel (Murphy, 2001; Bozza e cols., 2007). Estes dominios sdo constituidos basicamente
por lipidios neutros, como triacilglicerol, diacilglicerol, colesterol livre e ésteres de colesterol;
associados a uma variada composicdo protéica e envolvidos por uma monocamada de
fosfolipidios (Zweytick e cols., 2000; Brown, 2001; Murphy, 2001). A anéalise da composicédo
da monocamada que envolve os corplsculos lipidicos revelou que esta é composta por
fosfatidilcolina e acidos graxos insaturados (Tauchi-Sato e cols., 2002), diferindo dos
fosfolipidios encontrados nas membranas do RE e de microdominios ricos em colesterol e
esfingolipidios.

Por muito tempo, estas organelas foram representadas como depositos inertes de gordura
e sitios de transporte de lipidios. Atualmente, dados indicam que os corpusculos lipidicos sdo
estruturas altamente dindmicas e funcionalmente ativas. Em leucdcitos, estas estruturas
aumentam em numero e tamanho durante processos inflamatérios e infecciosos, além de
desempenhar fun¢des como organelas especializadas, incluindo envolvimento na sinalizacéo e
ativacdo celular, na regulacdo do metabolismo e trafego lipidico, bem como no controle da
sintese e secrecdo de mediadores inflamatorios (Bozza e cols., 2009). Com coloracdo e
fixacdo apropriadas, os corpusculos lipidicos podem ser visualizados (figura 1.6 B-D),
enquanto que coloracdes rotineiras constituidas por alcoodis provocam a dissolucdo destas
estruturas (figura 1.6A) (Pacheco e cols., 2002).
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Figura 1.6. Corpusculos lipidicos em macrofagos ativados. Os corpusculos lipidicos foram
visualizados por microscopia de luz (A-C) ou fluorescéncia (D) ap6s coloragdo com May-
Grunwald-Giemsa (A), 6ésmio (B), oil red O (C) e BODIPY™ 493/503 (D) (adaptada de
Bozza e cols., 2007; D'Avila e cols., 2008).

Os corpusculos lipidicos apresentam um contetdo protéico diversificado, caracterizado
principalmente por proteinas da familia PAT. As principais proteinas PAT descritas
relacionadas com os corpusculos lipidicos, consideradas essenciais para 0 estoque e
metabolismo de lipidios, compreendem a perilipina, a adipofilina ou proteina relacionada com
a diferenciacdo de adipécitos (ADRP) e a proteina de interacdo de porcéo terminal de 47 kDa
(TIP47) (Londos e cols., 2005). Estas proteinas parecem estar diretamente envolvidas na
organizacdo estrutural e biogénese destas organelas (Londos e cols., 1999; Miura e cols.,
2002; Wolins e cols., 2006; Robenek e cols., 2009). Em particular, a ADRP tem sido
associada a corpusculos lipidicos de diferentes tipos celulares e descrita como uma proteina
especifica, sendo considerada, portanto, um importante marcador para estas inclusGes
dindmicas (Brasaemle e cols., 1997; Heid e cols., 1998).

Importantes enzimas envolvidas no metabolismo de colesterol, como esqualeno
epoxidase e lanosterol sintase, e na sintese de &cidos graxos, incluindo acetil-CoA carboxilase
e ACSL3, também foram encontradas em corpusculos lipidicos de diferentes tipos celulares,
sugerindo que processos anabolicos e catabdlicos possam ocorrer nestas organelas (Fujimoto
e cols., 2004; Liu e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004; Wan e cols., 2007). Além destas
enzimas, quinases conhecidas por regular sinais extracelulares, tais como proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK), quinase regulada por sinal extracelular (ERK), p38, proteina
quinase C (PKC) e fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), encontraram-se localizadas nestes
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dominios citoplasmaticos de leucocitos que, portanto, podem estar envolvidos na sinalizagdo
intracelular (Yu e cols., 1998; Yu e cols., 2000; Chen e cols., 2002).

Outros grupos de proteinas presentes em corpusculos lipidicos foram descritos. Citocinas
como o TNF-a (Beil e cols., 1995; Pacheco e cols., 2002), quimiocinas como a regulada sob
ativacdo, normalmente expressa e secretada por células T (RANTES) e a IL-16 (Lim e cols.,
1996), bem como fatores de crescimento (Dvorak e cols., 2001) foram detectados nestas
organelas de leucdcitos ativados. Entretanto, ainda ndo foi elucidado como estes mediadores
sdo liberados dos corpusculos lipidicos e/ou se eles possuem capacidade de sinaliza¢do nestas
estruturas.

Nos altimos anos, foi proposto que o aumento do nimero de corpusculos lipidicos em
leucocitos poderia resultar num aumento da producdo de eicosandides por estas células
(Bozza e cols., 2007). Isto porque inicialmente foi demonstrado que os corpusculos lipidicos
de eosinofilos, neutrofilos e macrofagos atuam como sitios intracelulares de araquidonato
esterificado tanto em lipidios neutros quanto em diferentes classes de fosfolipidios (Weller e
cols., 1989; Weller e cols., 1991; Yu e cols., 1998; Johnson e cols., 1999). Em seguida, foi
descrita a presenca de enzimas envolvidas na liberacéo do &cido araquidénico (AA), incluindo
fosfolipase A, citosélica (cCPLA;) e MAPK, em corpusculos lipidicos (Yu e cols., 1998;
Wooten e cols., 2008; Moreira e cols., 2009). Sendo assim, o araquidonato livre, poderia,
entdo, ter acesso a enzimas formadoras de eicosanoides, como a 5-lipoxigenase (5-LO) e
ciclooxigenase (COX), que se encontraram colocalizadas nestes dominios citoplasmaticos
(Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; Pacheco e cols., 2002). Em vista disso, estudos
relataram uma correlagdo positiva entre a formacao de corpusculos lipidicos e 0 aumento da
producdo de eicosandides derivados das enzimas LO e COX, como leucotrieno (LT) B, e
prostaglandina (PG) E, (Bozza e cols., 1996a; Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 1997;
Pacheco e cols., 2002).

Uma vez que os eicosandides ndo sdo estocados e, desta forma, rapidamente liberados
apos estimulo celular, o acesso direto ao local de producdo intracelular era inacessivel.
Entretanto, através da técnica EicosaCell (Bandeira-Melo e cols., 2001b, 2011), que permite a
fixacdo destes mediadores nos seus locais de sintese, nosso grupo demonstrou que 0S
corpusculos lipidicos de leucocitos ativados atuam como locais de sintese de LTCy4, LTB, €
PGE; (Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002a; Vieira-de-Abreu e cols.,
2005; D'Avila e cols., 2006; Pacheco e cols., 2007). O papel dos eicosanoides derivados
destas estruturas pode variar dependendo do tipo celular, estimulo e condic¢do inflamatoria
(Bozza e cols., 2007).

21



1.2.2 Biogénese

Algumas hipoteses tém sido sugeridas para explicar o processo de formacdo dos
corpusculos lipidicos. Em eucariotos, a mais aceita prop6e que os lipidios neutros sdo
sintetizados por enzimas do RE e depositados, até uma determinada concentragdo, entre as
duas folhas da membrana do RE. A seguir, sdo liberados no citoplasma carregando uma
hemimembrana proveniente da face citosolica da membrana do RE. Esta observacdo é
compativel com a organizacdo dos corpusculos lipidicos (Brown, 2001; Murphy, 2001;
Tauchi-Sato e cols., 2002).

A génese destas estruturas ndo ¢ uma manifestacdo de injuria celular ou simplesmente
atribuida ao acimulo de &cidos graxos, mas sim um fendmeno altamente regulado que
depende do estimulo e tipo celular, além de uma variedade de condic¢des patoldgicas (Bozza e
Bandeira-Melo, 2005). Assim, agonistas lipidicos e protéicos bem como estimulos infecciosos
podem levar a formacdo de corpusculos lipidicos em diferentes tipos celulares (Bozza e cols.,
2009).

Trabalhos de Bozza e colaboradores mostraram a participacdo do AA e acido oléico (AO)
na biogénese dos corpusculos lipidicos, onde a aspirina e outros anti-inflamatdrios nao
esteroidais foram capazes de inibir a formacdo destas organelas induzida por estes lipidios.
Contudo, o salicilato de sédio, que ndo inibe a enzima COX, apresentou a mesma propriedade
de inibicdo que a aspirina, sugerindo que este fendbmeno ¢ independente da ativacdo de COX.
Nas analises das isoformas de COX durante a formacdo dos corplsculos lipidicos, foram
utilizados camundongos deficientes de COX-1 e COX-2 e os resultados obtidos mostraram
que a inducdo destas organelas por AA ou AO ndo foi diferente daquela observada em
animais selvagens. Estes resultados propdem que a formagdo de corpusculos lipidicos é
independente da ativacdo tanto de COX-1 quanto de COX-2 (Bozza e cols., 1996b; Bozza e
cols., 2002).

Varios estudos demonstraram que citocinas e quimiocinas ativam vias de sinalizacdo
intracelular levando a formacdao de corpusculos lipidicos (Bozza e cols., 1998; Bandeira-Melo
e cols., 2001a; Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002b). Dentro deste
contexto, observamos que a quimiocina MCP-1 estava envolvida na regulacdo da génese de
corpusculos lipidicos, em macrdfagos, durante inflamacdo induzida por LPS ou sepse
experimental. Este evento mostrou ser dependente do receptor CCR2, da sinalizacdo
envolvendo MAPK e PI3K, bem como da dindmica microtubular (Pacheco e cols., 2007).

A relagcdo entre a formacgdo de corpusculos lipidicos e infeccBes por parasitas
intracelulares tanto em modelos de infec¢Bes clinicas quanto experimentais tem sido

documentada. Os corpusculos lipidicos parecem estar correlacionados com mecanismos de
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patogénese, sobrevivéncia e multiplicacdo do microorganismo invasor. Entretanto, 0s
mecanismos que desencadeiam o fendmeno de formacdo de corpusculos lipidicos induzidos
por patdgenos intracelulares ndo sdo completamente entendidos (Bozza e cols., 2007; D'Avila
e cols., 2008).

1.2.3 Envolvimento dos corpusculos lipidicos na infeccéo pelo virus da hepatite C

Nos Ultimos anos, tem sido proposto que o impacto da infeccdo cronica pelo HCV sobre
0 metabolismo lipidico seja importante tanto na progressdo da doenca hepatica quanto na
resposta ao tratamento antiviral (Negro, 2004; McLauchlan, 2009b). A esteatose hepatica,
caracterizada pelo acimulo hepatocelular de corpusculos lipidicos, é o fenotipo histolégico
proeminente durante a infeccdo pelo HCV, acometendo 73% dos pacientes infectados pelo
gendtipo 3 e 50% daqueles infectados por outros genotipos (Negro e Sanyal, 2009; Syed e
cols., 2009).

Além de atuar como marcador patoldgico, os corpusculos lipidicos sdo frequentemente
citados como organelas alvo para proteinas do HCV. A contribuicdo destas incluses
citoplasmaticas durante a infeccdo ndo estd completamente esclarecida devido a dificuldade
de cultivo viral em condicBes laboratoriais, bem como a falta de um modelo animal
apropriado. No entanto, a associacdo de duas proteinas do HCV, C e NS5A, aos corpusculos
lipidicos j& € conhecida ha mais de 10 anos (Moradpour e cols., 1996; Barba e cols., 1997;
Hope e McLauchlan, 2000; Shi e cols., 2002). A deteccdo da proteina NS5A — envolvida na
replicacdo e montagem de particulas virais infecciosas — na superficie destas organelas é
menos aparente quando comparada com a proteina C — envolvida na formacdo do
nucleocapsideo, onde é empacotado o genoma viral — ja que grande parte fica localizada na
membrana do RE (Brass e cols., 2002; McLauchlan, 2009a). Apesar de estudos adicionais
serem requeridos para definir de maneira mais precisa a natureza da interacdo entre a proteina
NS5A e os corpusculos lipidicos, muito ja se sabe sobre a associacao da proteina C com estas
estruturas (McLauchlan, 2009a).

Através da utilizacdo de um sistema capaz de produzir particulas virais infecciosas, foi
demonstrado que a habilidade da proteina C em associar-se com a superficie dos corpusculos
lipidicos esta relacionada com a producdo do HCV, uma vez que muta¢ées no dominio C-
terminal hidrofobico (D2) desta proteina, envolvido na interagdo com os corpusculos
lipidicos, prejudicavam a producdo de particulas virais infecciosas (Boulant e cols., 2007).
Similarmente, o impedimento da maturacdo da proteina C leva tanto ao bloqueio da
localizagdo desta proteina nos corpusculos lipidicos quanto a reducdo da secrecdo de

particulas virais infecciosas (Targett-Adams e cols., 2008b). No caso da proteina NS5A, foi
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observado que mutacdes no dominio envolvido na associacdo com estas organelas também
previne a producdo de progénie infecciosa (Miyanari e cols., 2007).

Além disso, foi demonstrado que a proteina C é capaz de alterar a mobilidade dos
corpusculos lipidicos de uma forma dependente da dindmica microtubular, com implicacGes
na capacidade infecciosa do HCV. Ela desloca a principal proteina estrutural dos corpusculos
lipidicos, a ADRP, proposta na regulacdo da interacdo destas estruturas com os microtubulos
e também na distribuicdo intracelular dos corpusculos lipidicos (Boulant e cols., 2008). Para
explicar esse rearranjo intracelular, foi sugerido que a proteina C auxilia o deslocamento dos
corpusculos lipidicos para os locais de sintese de RNA viral, uma vez que o genoma do HCV
foi detectado em fracOes celulares contendo estas organelas (Miyanari e cols., 2007).

Avancgos recentes constataram que a proximidade entre os corpusculos lipidicos de
células infectadas e 0 RNA do HCV é dependente da associacdo destas estruturas com a
proteina C (Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e cols., 2008b). McLauchlan
prop6s que os corpusculos lipidicos possam atuar como locais de transferéncia do RNA viral
para a proteina C, dando inicio ao empacotamento do genoma e a formacgdo do
nucleocapsideo, que representa o primeiro passo da producdo de particulas virais
(McLauchlan, 2009a). Uma vez que C e NS5A formam interacGes proteina-proteina (Masaki
e cols., 2008), estas podem constituir a ponte entre os corpusculos lipidicos e os locais de
replicacdo do HCV (figura 1.7).
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Figura 1.7. Modelo proposto para explicar o papel dos corpusculos lipidicos na
producédo do HCV. (i) A poliproteina do HCV é ancorada a membrana do RE. O peptideo
sinal localizado entre a proteina C e a glicoproteina E1 é clivado pela peptidase sinal (SP).
Este processamento produz a forma imatura da proteina C (localizada no citoplasma) e a
porcdo N-terminal da glicoproteina E1 (localizada no Iimen do RE). (ii) A forma madura da
proteina C é gerada pela clivagem do peptideo sinal dentro de C-E1 pela peptidase do
peptideo sinal (SPP). (iii e iv) A proteina C madura é liberada da poliproteina e trafega sobre
a membrana do RE até a transferéncia para a superficie do corpdsculo lipidico. (v) A
associacao entre a proteina C e os corpusculos lipidicos é mediada pelo dominio D2. (vi) A
proteina C continua localizada na superficie dos corpusculos lipidicos. Concomitantemente, a
sintese do genoma do HCV ocorre em estruturas derivadas da membrana do RE, designadas
como complexo de replicacdo (RC). O RC ¢é constituido por proteinas ndo estruturais
associadas (verde) que estdo envolvidas na replicacdo do RNA viral. (vii) Os corplsculos
lipidicos associam-se ao RC para facilitar o inicio da montagem da particula viral. Esta
relacdo se da gracas a interagdo entre as proteinas C (localizada nos corpusculos lipidicos) e
NS5A (localizada no RC) (adaptada de McLauchlan, 2009b).

Essas evidéncias sugerem fortemente que a associacdo entre a proteina C e 0s
corpusculos lipidicos seja essencial tanto a patogénese do HCV quanto ao ciclo de replicacao
viral. Sendo assim, a via de producdo de particulas virais infecciosas, que depende destas
organelas dinamicas, pode ser alvo de estratégias futuras para a prevencao e tratamento da
infeccdo pelo HCV (Fukasawa, 2010).

Apesar do HCV ser um membro pertencente a familia do DENV, as possiveis relacfes
entre 0 DENV e os corpusculos lipidicos ainda ndo foram avaliados. Desta forma, o estudo da
funcdo dos corpusculos lipidicos na infeccdo pelo DENV € de grande relevancia para o
entendimento da replicacdo e/ou empacotamento viral, bem como para o estudo da modulagéo
da sintese de mediadores inflamatoérios. Além disso, caso se confirme que 0s virus se utilizam
destas organelas citoplasmaticas como local para sua replicacdo e montagem, a inibicdo da
formacdo e/ou funcdo dos corpusculos lipidicos podera representar um potencial alvo

terapéutico contra a dengue.

25



2. OBJETIVOS
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2.1.

2.2.

Objetivo geral

Investigar o papel dos corpusculos lipidicos na infeccao pelo virus dengue.

Objetivos especificos

Analisar a formacédo de corpusculos lipidicos induzida pelo virus dengue, bem como

sua possivel interacdo com a proteina do capsideo viral;

Estudar o papel dos corpusculos lipidicos na regulacdo da capacidade replicativa e/ou

infecciosa do virus dengue;

Avaliar o papel dos corpusculos lipidicos na geracdo de mediadores inflamatorios

durante a infeccéo viral.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Voluntarios

Pacientes recentemente admitidos ao Hospital de Clinicas de Niter6i e com suspeita de
dengue grave foram convidados a participar como voluntarios deste estudo. A incluséo dos
voluntarios ocorreu durante uma epidemia causada pelo DENV-3 na regido. Os pacientes com
formas graves de dengue foram aqueles que apresentaram instabilidade hemodinamica
(hipotenséo postural, reducdo da pressédo arterial sistlica na posi¢do supina em 20 mmHg ou
pressdo arterial sistolica < 90 mmHg), manifestacfes hemorrégicas (teste de torniquete
positivo, petéquias, equimoses, sangramento em mucosas ou hemorragia digestiva),
trombocitopenia (contagem de plaquetas < 50.000/mm°) e desidratagdo/hemoconcentracio
(hematocrito > 20% ou sinais de extravasamento plasmético, como ascite, derrame pleural ou
hipoproteinemia).

A coleta do sangue foi realizada por meio de puncdo venosa em 8 pacientes infectados
pelo DENV-3, confirmado por testes de ELISA IgM anti-DENV e RT-PCR especifico para o
sorotipo 3, e 7 voluntarios sadios. As amostras de sangue foram colocadas em gelo para
posterior separacdo dos leucdcitos e coleta do plasma, que foram realizadas através de
centrifugacdo a 800 x g, durante 15 minutos e a 4°C. Para as devidas analises foram feitos

citocentrifugados com o plasma rico em leucécitos.
3.2.  Cultura de células

Mondcitos humanos, isolados de voluntérios sadios através de gradiente de centrifugacédo
em Histopaque (Sigma-Aldrich) e aderidos em frascos de cultura por 3 horas, foram mantidos
em placas de 24 pocos com laminulas, em meio de cultura DMEM (Invitrogen) estéril
suplementado com 10% de soro humano autdlogo, a 37°C na atmosfera de 5% de CO,,
durante 1 semana para diferenciacdo em macrofagos.

Células HepG2, uma linhagem celular derivada de hepatocarcinoma humano, foram
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC). Estas células foram cultivadas em
frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL do meio minimo essencial (MEM) (Invitrogen)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen), a 37°C na atmosfera de 5%
de CO..

Células BHK-21 (Baby Hamster Kidney), uma linhagem de fibroblastos provenientes de
rim de hamster, foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL do meio de
cultura a-MEM (Invitrogen) suplementado com 10% de SFB (Invitrogen), a 37°C na

atmosfera de 5% de CO..
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Células de mosquito Aedes albopictus, C6/36, foram cultivadas em frascos de cultura de
25 cm? contendo 10 mL do meio de cultura L-15 (Invitrogen) suplementado com triptose
fosfato 0,3%, bicarbonato de sddio 0,75 g/L, glutamina 1,4 mM, aminoacidos ndo essenciais e
SFB 10%, a 28°C em estufa do tipo B.O.D. 347 CD.

3.3.  Preparo dos estoques virais

Para a producdo dos estoques dos virus DENV-2 (cepa 16681) e DENV-3 (cepa 16562),
as células C6/36 foram infectadas com multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 em meio de
cultura sem SFB por 90 minutos. ApoOs este periodo, 0 meio de cultura foi trocado,
suplementado com SFB 2% e as células foram cultivadas por até 9 dias de infecgdo. Ao
término deste periodo, 0 meio de cultura contendo as particulas virais foi coletado e
centrifugado a 1.000 x g por 5 minutos para a remocdo de debris celulares. O sobrenadante foi
aliquotado em tubos criogénicos estéreis e armazenados a -80°C.

Como controle desse preparo (controle de secretado), as células C6/36 foram submetidas
ao mesmo procedimento citado anteriormente, entretanto ndo foram infectadas — amostras

mock.

3.4.  Titulagdo dos virus

Células BHK-21 confluentes foram infectadas com dilui¢bes crescentes do estoque viral
na auséncia de SFB. Apo6s o periodo de adsor¢do de 90 minutos, o indculo viral foi retirado.
Foi adicionada as células uma solugdo de carboximetilcelulose 1% em meio de cultura o-
MEM suplementado com 5% de SFB. Apos 5 dias, as células foram fixadas em formaldeido
10% por 2 h, lavadas abundantemente e coradas com solucédo de cristal violeta 1% e etanol
20% por 40 minutos. O titulo foi calculado a partir do nimero de placas contadas nos pogos

correspondentes as dilui¢fes e expresso em unidade formadora de placa por mL (PFU/mL).

3.5. Inativacdo viral por aquecimento

O DENV foi inativado através da incubacao do estoque viral a 65°C por 30 minutos. Este

procedimento foi feito imediatamente antes da infec¢do das células.
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3.6.  Cultura de células e infeccdo com os virus dengue in vitro

As células HepG2 ou BHK-21, cultivadas em frascos de cultura, foram tripsinizadas e a
suspensdo de celulas foi recolhida e adicionada a quantidade equivalente de meio MEM
(Invitrogen) ou a-MEM (Invitrogen) respectivamente, suplementado com SFB (Invitrogen)
10%. A suspensdo foi centrifugada a 500 x g por 10 minutos e a 4°C. Apos este procedimento,
as células foram ressuspendidas em meio de cultura estéril suplementado com SFB 10%,
plaqueadas em placas de 24 pocos contendo ou ndo laminulas e incubadas a 37°C na
atmosfera de 5% de CO,.

ApoGs 24 h, células HepG2 ou BHK-21 semiconfluentes foram infectadas, com MOI de 4
ou 10 respectivamente, pelo DENV-2, DENV-3 ou DENV inativado por aquecimento. A
infeccdo foi realizada em meio de cultura sem SFB por 90 minutos. Ao término do periodo de
adsorcdo, o inoculo viral foi retirado e foi adicionado as células, meio de cultura
suplementado com SFB 2%. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C e atmosfera de 5%
de CO,, por 24 ou 48 h para posterior analise. Como controle da infeccdo, as células foram
submetidas ao mesmo procedimento, porém ao invés de serem infectadas, foram incubadas
com o mock.

Os macrofagos humanos foram extensivamente lavados para a remogdo de células ndo
aderidas. Em seguida, foram infectados pelo DENV-3 ou DENV-3 inativado, utilizando-se
MOI de 4. A infeccdo foi realizada em meio de cultura DMEM (Invitrogen) sem soro
humano. Ap6s 3 h, o meio de cultura foi trocado e suplementado com soro humano aut6logo
5% por 24 h, a 37°C na atmosfera de 5% de CO,. Ao término deste periodo, os sobrenadantes
das culturas foram coletados e armazenados a -20°C para posterior quantificacdo de
mediadores lipidicos. As células foram processadas de acordo com o tipo de analise. Como
controle da infeccdo, os macréfagos humanos foram submetidos ao mesmo procedimento,
entretanto ao invés de serem infectados, foram incubados com o mock.

A viabilidade celular durante a infeccdo foi determinada por ensaios de exclusdo com o
corante azul de tripan ou reducdo do composto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo
de tetrazolio (MTT). As andlises neste estudo foram realizadas com viabilidade celular >
90%.

3.7.  Tratamentos com inibidores do metabolismo lipidico

Ap0s o periodo de adsorcdo viral (90 minutos), as células HepG2 ou BHK-21 foram

tratadas com diferentes concentragBes de C75 (Cayman chemicals), um inibidor da enzima
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acido graxo sintase, ou triacsin C (Sigma), um inibidor da enzima acil-CoA sintetase, por 24
ou 48 h. Ambas as drogas foram ressuspendidas em DMSO (Sigma) estéril e na hora do uso
diluidas em meio de cultura. As células infectadas e tratadas foram mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. A viabilidade celular na presenca destas drogas foi determinada por
ensaios de exclusdo com o corante azul de tripan ou reducdo do composto 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) (Cell titer
96® Aqueous Non-Radioactive Cell proliferation Assay, Promega).

3.8.  Infeccdo com o virus reporter e anlise da atividade da luciferase

As células BHK-21 foram infectadas com o DENV-2 carregando o gene reporter luciferase
(DENV-R) (cedido pela Dra. Andrea Gamarnik; figura 2.1) e apds o periodo de adsorcao (90
minutos), tratadas com diferentes concentracdes de C75 (Cayman chemicals). Os niveis de
luciferase foram analisados 10, 24 e 48 h apds a infeccdo. Em cada ponto, 0 meio de cultura
foi removido e as células foram suavemente raspadas (Cell scraper, Nunc). Em seguida,
foram lavadas, centrifugadas e lisadas através da adicdo de tampéo de lise do kit da Promega.
Foi utilizado um kit especifico (Dual-luciferase assay kit, Promega), de acordo com as
instrugdes do fabricante, para quantificar os niveis de luciferase. A atividade da luciferase foi

determinada atraves do lumindmetro (Turner BioSystems).
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Figura 2.1. Representacao esquematica do DENV-R. A sequéncia que codifica as proteinas
estruturais foi substituida pela sequéncia que codifica a luciferase. Esta foi fundida aos
primeiros 102 nucleotideos da proteina C. Com o intuito de assegurar a liberagcdo apropriada
deste reporter a partir da poliproteina, 0 DENV-R carrega um local de clivagem especifico
(adaptada de Alvarez e cols., 2005).
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3.9. PCR em tempo real

A extracdo do RNA de células BHK-21 ou HepG2 infectadas com o DENV-2 e tratadas
com inibidores do metabolismo lipidico por 24 h foi realizada atraves da adi¢cdo a cultura
celular de ImL do reagente Trizol® (Invitrogen). Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram
incubadas com 200uL de cloroformio (Vetec) por 5 minutos e a 25°C, misturadas por 2
minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos e a 4°C. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo e o RNA foi precipitado pela adicdo de 700uL de alcool isopropilico
(Vetec). As amostras foram mantidas a 25°C por 15 minutos e centrifugadas a 14.000 x g por
10 minutos e a 4°C. O precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol (Vetec) 75% e, em
sequida, centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos e a 4°C, secado em capela e dissolvido em
20uL de agua livre de RNAse. O RNA foi quantificado através de espectrofotdmetro a
260/280 nm.

O cDNA foi sintetizado utilizando kit especifico (High-Capacity cDNA reverse
transcription kit, Applied Biosystems). Para isso, 5ug de cada amostra de RNA foi misturada
com 2uL do tampdo de transcricdo reversa 10x, 0,8uL de dNTPs 25x, 2uL de iniciadores
randémicos 10x, 1pL de transcriptase reversa MultiScribe™ e agua livre de RNAse para
20pL totais. As amostras foram mantidas a 25°C por 10 minutos e a 37°C por 2 h.

A PCR em tempo real foi realizada pelo sistema Tagman (Applied Biosystems) em
termociclador (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems),
utilizando-se iniciadores para a regido ndo codificante 5° do DENV (forward: 5’-
ATTAGAGAGCAGATCTCTG-3’; reverse: 5’- TGACACGCGGTTTC-3’; probe: 5’-
TCAATATGCTGAAACGCG-3’) nas seguintes condicOes: desnaturacdo inicial a 95°C por
10 minutos seguido de 45 ciclos a 95°C por 15 segundos, 45°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto (Conceicao e cols., 2010).

3.10. Coloracéo e enumeracao dos corpusculos lipidicos

3.10.1 Por tetréxido de 6smio

As laminulas contidas nas placas de 24 poc¢os dos grupos controle (mock) ou infectados
com o0 DENV (24 ou 48 h), tratados ou nédo, foram fixadas em formaldeido 3,7% em PBS (pH
7,4) por 15 minutos. Em seguida, lavadas em tampéo cacodilato 0,1 M (pH 7,4), diluido em
agua Milli-Q, e fixadas em tetroxido de 6smio 1,5%, diluido em tampé&o cacodilato, por 30

minutos. Passado o tempo determinado, as laminulas foram lavadas em &gua destilada e
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tratadas com tiocarbohidrazida 1% por 5 minutos. Posteriormente, foram lavadas em agua
destilada e tampdo cacodilato 0,1 M e contrastadas em tetroxido de ésmio 1,5%. Apds 3
minutos, foram lavadas novamente com agua destilada e montadas com o meio “Aqua
Polymount” (Vector). A morfologia das células fixadas foi observada e os corpusculos
lipidicos foram enumerados por microscopio de campo claro, em objetiva de imersdo (100x),

considerando-se um total de 50 celulas consecutivas por lamina.

3.10.2 Por oil Red O

A coloragdo de corpusculos lipidicos foi realizada com o corante de lipidios neutros, oil
red O (ORO), onde as laminulas contendo as células foram fixadas em formaldeido 3,7% em
PBS (pH 7,4) por 15 minutos e lavadas por trés vezes com agua destilada. Posteriormente, as
laminulas receberam propilenoglicol 100% durante 5 minutos, seguido de ORO 0,5% por 8
minutos. Em seguida, foram lavadas novamente com &agua destilada e cobertas com
propilenoglicol 80% por 5 minutos. Passado o tempo determinado, as laminulas foram
lavadas por duas vezes com agua destilada e coradas com hematoxilina. Apos 30 segundos,
foram lavadas novamente com agua destilada ¢ montadas com o meio “Aqua Polymount”
(Vector). A morfologia das células fixadas foi observada e os corpulsculos lipidicos foram
analisados por microscépio de campo claro, equipado com camera digital, em objetiva de
imersdo (100x). As imagens foram processadas pelo programa “Image-Pro Plus software”
(MediaCybernetics).

3.10.3 Por sonda lipidica fluorescente (BODIPY)

As laminulas contendo as células foram fixadas em formaldeido 3,7% em PBS (pH 7,4)
por 15 minutos. Apds esse periodo, foram lavadas por trés vezes com PBS. Em seguida,
incubadas com sonda lipidica fluorescente - BODIPY™ 493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-
pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) (Molecular Probes) - (diluicdo final 1:500 em
PBS) durante 10 minutos. Posteriormente, foram lavadas por duas vezes com PBS e montadas
com meio de montagem especifico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens foram
obtidas através do microscopio de fluorescéncia Olympus, equipado com camera digital “Plan

Cool-SNAP-Pro CF” em conjuncdo com “Image-Pro Plus software” (MediaCybernetics).
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3.11. Ensaios de imunolocalizagdo

3.11.1 Imunolocalizacdo da proteina C associada a incorporacdo de sonda lipidica

fluorescente

Células BHK-21 em cultura foram infectadas com o DENV-2 durante 24 h e fixadas em
solucdo de 4% de formaldeido e 4% de sacarose em PBS (pH 7,4), por 20 minutos. Em
sequida, lavadas por trés vezes com PBS, tratadas com NH4Cl 50mM por 10 minutos e
lavadas por trés vezes com PBS (2 minutos cada). As células, entdo, foram permeabilizadas
em Triton X-100 0,1% em PBS por 4 minutos e lavadas por trés vezes com PBS (2 minutos
cada). Posteriormente, foram incubadas com gelatina 0,2% em PBS por 20 minutos, ou até 1
h, e depois mantidas em PBS durante 5 minutos. As células foram, entdo, incubadas por 1 h
com anticorpo de coelho policlonal anti-proteina C (cedido pela Dra. Andrea Gamarnik)
(diluicdo final 1:1000 em solucao de gelatina 0,2% / PBS). Apoés cinco lavagens alternando
PBS e solucdo de gelatina 0,2% / PBS (2 minutos cada), as células foram incubadas por 30
minutos com anticorpo de detec¢do Cy3 anti-coelho (Jackson Immuno Research) (dilui¢do
final 1:500 em solucdo de gelatina 0,2% / PBS). Para localizacdo dos corpusculos lipidicos,
foi utilizada a sonda lipidica fluorescente BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes) (diluigdo
final 1:500 em PBS) durante 10 minutos. Passado o tempo determinado, as células foram
lavadas por trés vezes com PBS (2 minutos cada) e por fim, montadas com meio de
montagem especifico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens foram obtidas através do

microscopio confocal (Axioplant, Zeiss).

3.11.2 Imunolocalizacdo do MIF associada a incorporacéo de sonda lipidica fluorescente

Macrdfagos infectados ou ndo pelo DENV-3 in vitro por 24 h foram fixados em
formaldeido 3% em PBS (pH 7,4) por 10 minutos. Posteriormente, foram lavados com PBS e
permeabilizados em Triton X-100 0,2% por 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas
por duas vezes com PBS e bloqueadas com soro de burro 2% em PBS por 15 minutos. As
células foram, entdo, incubadas com o anticorpo policlonal anti-hMIF (R&D Systems),
diluido na mesma solucdo de bloqueio na concentragéo final de 5 pg/mL, por 45 minutos.
Apos o periodo de incubagdo, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e incubadas
com o anticorpo secundario IgG anti-cabra conjugado com o fluor6foro ALEXA 546
(Molecular Probes) diluido na solugdo de bloqueio a 1:1000, por 1 h. Para localizacdo dos

corpusculos lipidicos foi utilizada a sonda BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes) (diluigdo
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final 1:200 em PBS) durante 10 minutos. Como controle da marcacdo do MIF, foi utilizado o
soro de cabra (Jackson Laboratories) (diluicdo final 1:100) ao invés do anticorpo policlonal
anti-hMIF. Por fim, as células foram lavadas por trés vezes com PBS por 10 minutos e
montadas em meio de montagem especifico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens
foram obtidas através do microscopio de fluorescéncia Olympus, equipado com camera
digital “Plan Cool-SNAP-Pro CF” em conjuncdo com “Image-Pro Plus software”
(MediaCybernetics).

3.12. Ensaio de imunocitoquimica

Leucdcitos humanos obtidos de pacientes infectados pelo DENV-3 foram fixados em
formaldeido 3,7% em PBS (pH 7.4) por 10 minutos. Em seguida, foram permeabilizados em
solucdo de saponina 0,05% em HBSS por 5 minutos e lavados com HBSS. As células foram,
entdo, incubadas com anticorpo policlonal anti-hMIF ou 1gG de cabra, diluidos em saponina
0,05% / HBSS, por 1 h. Apds o periodo de incubacéo, as células foram lavadas por trés vezes
com saponina 0,05% / HBSS e incubadas com o anticorpo 1gG anti-cabra conjugado a biotina
(Sigma- Aldrich). A imunomarcacdo do MIF foi revelada utilizado o kit ABC Vectastatin
glucose-oxidase, de acordo com as instrucdes do fabricante (Vector Laboratories). Por fim, as
células foram observadas em microscépio de campo claro, equipado com camera digital, em

objetiva de imersdo (100x). As imagens foram processadas pelo programa “ImagePro”.

3.13. Isolamento de corpusculos lipidicos por fracionamento subcelular

Suspens6es de células BHK-21 (5 x 10" células/3mL) infectadas com o DENV-2 foram
centrifugadas a 500 x g por 10 minutos e a 4°C, seguidas de ressuspensdo em tampédo TEE
KCI (Tris 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM e KCL 100 mM) (pH 7,4). Este procedimento
foi realizado durante trés vezes para a lavagem das células. Posteriormente, foram
adicionados inibidores de proteases (leupeptina 10 pg/mL, benzamidina 10 pg/mL, pepstatina
0,7 pg/mL e fenil-metil-sulfonil-fluoride 0,1 mM) as suspensdes de células e em seguida,
estas foram submetidas ao rompimento através da cavitagdo em nitrogénio a 700¥ por 15
minutos e a 4°C. Os lisados foram coletados e centrifugados a 800 rpm por 5 minutos para a
retirada do ndcleo. Com cada homogenato foi realizado um gradiente de sacarose. O lisado foi
misturado com o mesmo volume do tampdo de sacarose 1,08 M e foram adicionados
lentamente 2 mL do tamp&o de sacarose 0,27 M, 2 mL do tampéo de sacarose 0,135 M e

finalmente, 2 mL da solucdo tampéao TEE KCI para a formacao do gradiente. Os gradientes de
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sacarose, entdo, foram centrifugados a 250.000 x g, por 1 h €10 min e a 4°C. Sete fracoes
foram coletadas do topo em dire¢do ao fundo: corplsculos lipidicos (fragdes 1 e 2), zona
intermediéria entre os corpusculos lipidicos e o citosol (fragdo 3), citosol (fracdes 4 e 5) e
microssoma e nucleo (fracBes 6 e 7). A atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi medida
como marcador citosolico, utilizando o kit CytoTox 96 (Promega). Em seguida, as proteinas
do fracionamento subcelular foram concentradas por precipitagdo com acido tricloroacético
(TCA) 10% a 4°C durante 1 h. Os precipitados foram lavados por duas vezes com acetona
gelada. A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o kit BCA (Pierce) para a analise do

conteudo protéico nas fracoes.

3.14. Western blotting

As proteinas obtidas do fracionamento subcelular ou do lisado de células foram
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE (em gel de poliacrilamida 15%) e transferidas para
membrana de nitrocelulose umedecida em metanol utilizando tamp&o de transferéncia (Tris
25 mM, glicina 192 mM pH 8 e 20% de metanol em &gua Milli-Q). A transferéncia foi
realizada a 17 Volts por 60 minutos em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry). Apos a
transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com solucéo bloqueadora de leite desnatado a
5% em TBST (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05 %). Posteriormente, a
membrana foi lavada com TBST e incubada por 1 h com o anticorpo policlonal anti-proteina
C ou anticorpo anti-ADRP (Fitzgerald), ambos diluidos a 1:500 em TBST. Apds este tempo,
as membranas foram lavadas com TBST. As proteinas de interesse foram, entdo, identificadas
pela incubacdo da membrana com anticorpos secundarios anti-coelho (Pierce) ou anti-
porquinho da India (Pierce) conjugados a peroxidase (HRP) e diluidos, em TBST na
concentracdo de 1:5000 ou 1:6000, respectivamente. A deteccdo foi feita com o sistema de
analise de “Western blotting Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) € a membrana exposta

a filme de autoradiografia (GE Healthcare).

3.15. Dosagem de PGE;

Os niveis de PGE; nos sobrenadantes das culturas de macrdfagos, infectados ou nao pelo
DENV-3, foram avaliados por ensaio imunoenzimético conforme as instru¢ées do fabricante
(Cayman Chemical, Inc). Placas de 96 pocos foram cobertas com 200 ul de anticorpo de
cabra anti-lgG de camundongo diluido em tampé&o fosfato de potassio (0,05 M) durante o

periodo de uma noite. No dia seguinte, as ligacdes inespecificas foram bloqueadas pela adi¢édo
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de 200 pl de tampédo fosfato de potassio (0,05 M) com BSA 1% e a placa foi mantida sob
agitacdo por 4 h. Apos este periodo, a placa foi lavada com Tween 20 a 0,05% em PBS
(PBST). Em seguida, foram adicionados 50 pl das amostras previamente diluidas em EIA
Buffer 1:200 ou 50 pl da PGE; na curva-padrdo (1 ng/mL, 500, 250, 125, 63, 31 e 16 pg/mL
diluidos em tampéo fosfato de potassio 0,05 M com BSA 1%). O anticorpo anti-PGE; (50 pul)
e a PGE; conjugada com colinesterase foram adicionados e incubados durante cerca de 16 h.
Pocos controle (branco) foram incluidos e receberam somente o tampdo fosfato com 1% de
BSA e a PGE; conjugada com colinesterase. Apds esta etapa, a placa foi lavada por cinco
vezes com PBST. Em seguida, foram adicionados 200 ul do reagente de EImans, que contém
0 substrato para a enzima colinesterase (diluido em agua Milli-Q, segundo instrugdes do
fabricante), para revelar a reacdo. A placa foi mantida sob agitagdo durante 2 h e os resultados
obtidos com a leitura a 405 nm na leitora de placa. Os dados foram analisados com o

programa “Soft Max Pro”, e a dosagem baseada na respectiva curva-padréo.
3.16. Anélise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram representados como média e erro padrdo da média
(EPM) e avaliados estatisticamente através do teste de ANOVA e Newman-Keuls,
considerando significativos os valores de p < 0,05.
3.17. Consideracgdes sobre aspectos éticos

Pacientes e voluntarios sadios foram recrutados ap6s aprovacao do protocolo de pesquisa

pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (licencas niimero 058/98 e

539/09) e mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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4. RESULTADOS
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4.1. Leucdcitos de pacientes com FHD apresentam aumento na formacdo de

corpusculos lipidicos

A formacdo de corpusculos lipidicos pode ser desencadeada por varios estimulos
inflamatdrios e infecciosos (Bozza e cols., 2009). Desta forma, resolvemos investigar se as
células provenientes de pacientes infectados pelo DENV apresentavam um aumento na
formagdo destas organelas citoplasmaticas. Para isso, amostras sanguineas obtidas de oito
pacientes com FHD, causada pelo sorotipo 3, e sete voluntéarios sadios foram coletadas.
Nossos resultados mostraram o aumento em namero e tamanho dos corpusculos lipidicos,
contrastados por tetroxido de ésmio, em leucdcitos isolados de pacientes infectados pelo
DENV-3 (figura 4.1B) quando comparado com leucdcitos isolados de voluntérios sadios

(figura 4.1A), através de microscopia de campo claro.
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Figura 4.1. Imagem de leucdcitos isolados de voluntarios sadios ou pacientes com FHD.
Leucdcitos provenientes de voluntérios sadios (A) ou pacientes com FHD (B), causada pelo
sorotipo 3, foram contrastados com tetroxido de 6smio. Os corpusculos lipidicos foram
visualizados por microscopio de campo claro. A seta indica um corpusculo lipidico observado
como organela citoplasmatica osmiofilica.
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Ao quantificarmos os corpusculos lipidicos, contrastados por tetroxido de ésmio, em
leucocitos isolados de pacientes infectados, confirmamos o aumento na biogénese destas

organelas quando comparado com leucdcitos isolados de voluntérios sadios (figura 4.2).
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Figura 4.2. Analise quantitativa de corpusculos lipidicos em leucdécitos isolados de
pacientes com FHD e voluntarios sadios. Leucdcitos periféricos foram isolados de 8
pacientes com FHD, causada pelo sorotipo 3, e 7 voluntarios sadios. Apoés, foram
contrastados com tetroxido de 6smio para a visualizagdo e enumeragdo de corpusculos
lipidicos atraveés do microscopio de campo claro. Cada barra representa a média £ EPM de
corpusculos lipidicos por célula, considerando-se um total de 50 leucécitos consecutivos por
lamina. * diferenca significativa entre os grupos controle e infectado; p < 0,05.
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4.2. O DENV-3, mas ndo o DENV-3 inativado, induz a formacdo de corpusculos

lipidicos in vitro

Observacdes clinicas e experimentais indicam o envolvimento do figado na infeccéo pelo
DENV. Dados indicam que a permissividade celular seja modulada ndo apenas pelo sorotipo
e cepa viral, mas também pelo proprio tipo celular (Seneviratne e cols., 2006). Além disso, foi
observado que a fisiologia celular parece ser importante durante a infecgdo pelo DENV, uma
vez que as ceélulas HepG2 na fase G2 do ciclo celular sdo mais susceptiveis a infeccdo e
produzem altos titulos virais quando comparadas com células em outra fase (Phoolcharoen e
Smith, 2004). As células HepG2 apresentam-se como um bom modelo para o estudo da
infeccdo pelo DENV in vitro.

Para avaliarmos se 0 aumento na formacdo de corpulsculos lipidicos, observado em
células de pacientes infectados, era reproduzido in vitro, células HepG2 foram infectadas com
0 DENV-3 por 24 h. Na figura 4.3B, os corpusculos lipidicos, corados por oil red O, sdo
visualizados em células HepG2 infectadas com o DENV-3 por microscopia de campo claro.

Nas células HepG2 incubadas com o mock, a presenca destas organelas era rara (figura 4.3A).
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Figura 4.3. Imagem de células HepG2 infectadas ou ndo pelo DENV-3 in vitro. Células
HepG2 foram cultivadas em triplicata com mock (A) ou infectadas com DENV-3 (B) e
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds 24 h, foram coradas com oil red O para
analise dos corpusculos lipidicos através do microscépio de campo claro.
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Ao quantificarmos os corpusculos lipidicos, contrastados por tetroxido de ésmio, em
células HepG2 infectadas com DENV-3 ou DENV-3 inativado por aquecimento, durante 24
h, observamos que o DENV-3, mas ndo o DENV-3 inativado, foi capaz de induzir um

aumento na formacéo destas organelas quando comparado com células nao infectadas (figura

4.4).
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Figura 4.4. Efeito do DENV-3 na formacdo de corpusculos lipidicos in vitro. Células
HepG2 foram cultivadas em triplicata com mock, infectadas com DENV-3 inativado por
aquecimento (DENV-3i) ou com DENV-3, MOI de 4, e incubadas a 37°C em atmosfera de
5% de CO, durante 24 h. Apds este tempo, as células foram contrastadas com tetréxido de
6smio e a contagem dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em
microscopio de campo claro. Os resultados sdo representativos de 3 experimentos
independentes e expressam a média £ EPM. * aumento significativo em relacdo as células ndo
infectadas (mock) ou infectadas com o DENV-3i; p < 0,05.
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4.3. O DENV-2, mas ndo o DENV-2 inativado, induz a formacdo de corpusculos

lipidicos in vitro

Com o intuito de avaliar se 0 DENV-2, assim como o0 DENV-3, era capaz de induzir um
aumento na biogénese de corpusculos lipidicos in vitro, células HepG2 e BHK-21 foram
infectadas com DENV-2 ou DENV-2 inativado por aquecimento durante 24 h. N0ss0sS
resultados indicam que o DENV-2, mas ndo o DENV-2 inativado, foi capaz de induzir um
aumento na formacéo destas organelas quando comparado com células ndo infectadas (figura
4.5).
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Figura 4.5. Efeito do DENV-2 na formacdo de corpusculos lipidicos in vitro. Células
HepG2 (A) ou BHK-21 (B) foram cultivadas em triplicata com mock, infectadas com DENV-
2 inativado por aquecimento (DENV-2i) ou DENV-2 (MOI= 4 PFU/ HepG2 ou 10 PFU/
BHK-21) e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Ap6s 24 h, as células foram
contrastadas com tetréxido de 6smio e a contagem dos corpusculos lipidicos de 50 células
consecutivas foi realizada em microscopio de campo claro. Os resultados sdo representativos
de 3 experimentos independentes e expressam a média £ EPM. * aumento significativo em
relacdo as células néo infectadas (mock) ou infectadas com DENV-2i; p < 0,05.
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4.4. A proteina do capsideo do DENV-2 trafega para os corpusculos lipidicos

Vérios estudos tém demonstrado que algumas proteinas virais podem interagir
especificamente com os corpusculos lipidicos do hospedeiro, sendo este evento
particularmente relevante durante a infeccdo pelo HCV, um membro pertencente a familia do
DENV. No entanto, as possiveis relacGes entre as proteinas do DENV e os corpusculos
lipidicos ndo foram avaliados e, portanto, resolvemos investigar este processo.

Através do ensaio de imunolocalizacdo associado a incorporacdo de sonda lipidica
fluorescente observamos uma interacdo significativa entre a proteina C do DENV-2 e 0s
corpusculos lipidicos das células BHK-21 (figura 4.6A). Visando confirmar este dado,
isolamos os corpusculos lipidicos destas células, através de fracionamento subcelular em
gradiente de sacarose e demonstramos, por Western blotting, que a proteina C do DENV-2

estava localizada nas fragdes purificadas destas organelas (figura 4.6B).
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Figura 4.6. Localizacdo dos corpusculos lipidicos e da proteina C do DENV-2 nas células
BHK-21. (A) Células BHK-21 foram infectadas com DENV-2 e mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. Ap6s 24 h, foram imunomarcadas com o anticorpo de coelho anti-
proteina C revelado por anticorpo secundario Cy3 anti-coelho, coradas com sonda lipidica
fluorescente (BODIPY™ 493/503) e analisadas por microscopia confocal. A sequéncia do
painel mostra: BODIPY™, anti-proteina C e sobreposicao dos corpusculos lipidicos / proteina
C do DENV-2. As cores das imagens de corpusculos lipidicos e da proteina C foram
invertidas. (B) Células BHK-21 foram infectadas com DENV-2 e mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, durante 24 h. Em seguida, foram submetidas ao fracionamento
subcelular em gradiente de sacarose. As proteinas provenientes da fracdo de corpusculos
lipidicos, bem como de outras fragGes subcelulares, foram analisadas por Western blotting. O
blot representa 3 experimentos independentes. CL: fracdo de corpusculos lipidicos; C: fracdo
citosolica; M: fracdo microssomal; T: extrato total.
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45. A formacgdo de corpusculos lipidicos induzida pelo DENV-2 é bloqueada por

inibidores do metabolismo lipidico

A biogénese de corpusculos lipidicos, em diferentes tipos celulares, pode ser afetada por
drogas capazes de inibir enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios (Fujimoto e cols.,
2006; Accioly e cols., 2008). Deste modo, resolvemos estudar o efeito do C75 e triacsin C,
drogas moduladoras da lipogénese, sobre a formagdo de corpusculos lipidicos induzida
durante a infeccdo pelo DENV.

Células BHK-21 ou HepG2 foram infectadas com o DENV-2 in vitro e tratadas com
diferentes concentragdes de C75, um potente inibidor da enzima &cido graxo sintase, durante
24 ou 48 h. Nossos resultados inicialmente demonstraram que o DENV-2 foi capaz de induzir
uma maior formacdo de corpusculos lipidicos 48 h ap6s a infeccdo das células BHK-21
guando comparado com o tempo de 24 h de infec¢do (figura 4.7A). O tratamento das células
com esta droga promoveu uma reducédo significativa na formacdo destas organelas induzida
pelo DENV-2 in vitro de uma maneira dose-dependente (figura 4.7). Durante a infeccdo das
células HepG2, a concentracdo de 5 uM de C75 ja era eficaz na reducdo da biogénese de
corpusculos lipidicos induzida pelo DENV-2 (figura 4.7C); enquanto que no caso das células
BHK-21 era necessario pelo menos uma dose de 10 uM (figura 4.7A).

Em paralelo, observamos que células BHK-21 infectadas pelo DENV-2 in vitro e tratadas
com diferentes concentracfes de triacsin C, um inibidor da enzima acil-CoA sintetase, por
24h, apresentavam uma reducdo significativa na biogénese destas organelas induzida durante

a infeccdo apenas na dose de 10 pM (figura 4.8).
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Figura 4.7. Analise de corpusculos
lipidicos em células infectadas pelo
DENV-2 in vitro e tratadas com
diferentes concentragbes de C75.
Células BHK-21 (A,B) ou HepG2 (C)
foram cultivadas em triplicata com mock
ou infectadas com DENV-2. Apds o
periodo de adsorcdo viral (90 minutos), o
indculo foi removido, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de
C75 e mantidas a 37°C em atmosfera de
5% de COy, durante 24 (A,C) ou 48 h (A-
B). Passado estes tempos, as células

foram contrastadas com tetroxido de 6smio (A,C) ou BODIPY™ (B). As imagens foram
obtidas através do microscépio de fluorescéncia, enquanto que a contagem dos corpusculos
lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscopio de campo claro. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média £ EPM.
* aumento significativo em relagéo as células ndo infectadas (mock); + reducéo significativa
em relacdo as células infectadas pelo DENV-2; p < 0,05.
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Figura 4.8. Anélise quantitativa de corpusculos lipidicos em células BHK-21 infectadas
pelo DENV-2 in vitro e tratadas com diferentes concentracdes de triacsin C. Células
BHK-21 foram cultivadas em triplicata com mock ou infectadas com DENV-2. Apds o
periodo de adsorcao viral (90 minutos), o indculo foi removido, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de triacsin C e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, durante
24 h. Passado este tempo, as células foram contrastadas com tetroxido de 6smio e a contagem
dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscopio de campo
claro. Os resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
média £ EPM. * aumento significativo em relacdo as células ndo infectadas (mock); +
reducdo significativa em relacdo as células infectadas pelo DENV-2; p < 0,05.
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4.6. A inibicdo da formacdo de corpusculos lipidicos tem impacto na capacidade
replicativa do DENV-2

Para avaliarmos se a formacdo de corpusculos lipidicos interfere na capacidade
replicativa do virus, utilizamos um replicon do DENV-2 cuja sequéncia codificadora das
proteinas estruturais foi substituida pela sequéncia codificadora da luciferase. Construces de
replicon contém todos os elementos genéticos necessarios para a amplificacdo em hospedeiros
susceptiveis, porém ndo possuem a principal parte dos genes codificando proteinas estruturais.
Os RNAs, consequentemente, replicam, mas ndo sao empacotados em particulas virais. Sendo
possivel a distingdo entre a traducdo viral e a sintese de RNA devido a sua natureza ndo
infecciosa, os replicons sdo considerados importantes ferramentas no estudo da replicacéo
viral (Alvarez e cols., 2005; Ng e cols., 2007).

Para investigarmos o papel de drogas capazes de interferir na biogénese de corplsculos
lipidicos sobre a replicagdo viral, utilizamos células BHK-21 ou HepG2 infectadas com
DENV-2 ou DENV-2 carregando o gene reporter luciferase (DENV-R) e tratadas com
diferentes concentracdes de C75 ou triacsin C, por 24 ou 48 h. Avaliamos a atividade da
luciferase ou quantificamos as coOpias virais por PCR em tempo real. Nossos resultados
sugerem que o tratamento das células BHK-21, apds o periodo de adsor¢cdo do DENV-R, com
diferentes concentracGes de C75 reduz a replicagdo viral em 24 e 48 h (figura 4.9A, segundo
painel). No caso das células HepG2, ap6s o periodo de adsorcdo do DENV-2 e tratamento
com diferentes concentracdes de C75 durante 24 h observamos a diminuicdo do numero de
copias do RNA viral (Figura 4.9B). Em paralelo, ao tratarmos as células BHK-21, ap6s o
periodo de adsorcdo do DENV-2, com diferentes concentracdes de triacsin C por 24 h,
observamos também uma redu¢do no numero de copias virais (figura 4.10).

Para confirmar se 0 C75 estava realmente afetando apenas a capacidade replicativa do
virus, e ndo a sua entrada ou traducdo da poliproteina viral, analisamos a atividade da
luciferase em um tempo mais curto (10 h). Observamos que ndo havia diferenca significativa
entre a atividade da luciferase nas duas doses de C75 utilizadas, sugerindo que esta droga
esteja afetando, principalmente, a replicacdo do DENV-2 nestas células (figura 4.9A, primeiro

painel).
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Figura 4.9. Efeito do C75 sobre a replicacdo do DENV-2. (A) Células BHK-21 foram
infectadas com DENV-R e apds o periodo de adsorcdo (90 minutos), tratadas com diferentes
concentracdes de C75. A atividade da luciferase foi detectada nos extratos citoplasmaticos
obtidos destas células, apés 10, 24 e 48 h de tratamento. O primeiro painel representa a
avaliacdo da entrada e traducdo do DENV-2 (10 h) e o segundo painel, a avaliacdo da sintese
de RNA viral (24 e 48 h). (B) Células HepG2 foram infectadas com DENV-2 e ap0s o
periodo de adsorcéo, tratadas com diferentes concentracbes de C75 por 24 h. O nimero de
copias virais foi quantificado através da técnica PCR em tempo real; n=2. Luc: Luciferase.
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Figura 4.10. Efeito do triacsin C sobre a replicacdo do DENV-2. Células BHK-21 foram
infectadas com o DENV-2 e ap6s o periodo de adsorcdo, tratadas com diferentes
concentracdes de triacsin C por 24 h. O nimero de cdpias virais foi quantificado através da
técnica PCR em tempo real; n=2.
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4.7.  MIF em leucdcitos de pacientes com FHD é estocado num padrdo citoplasmatico

sugestivo de localizag@o nos corpusculos lipidicos

Diversos estudos demonstraram que a concentracdo de determinados mediadores
inflamatorios encontrava-se significativamente aumentada durante a infec¢do pelo DENV. O
MIF, uma citocina proinflamatdria importante na modulacdo da resposta imunoldgica e
inflamatdria, € um deles e ja foi demonstrado, através da analise do soro de pacientes
infectados, que a sua concentracdo esta diretamente relacionada com a gravidade da doenca
(Chen e cols., 2006; Assuncao-Miranda e cols., 2010).

Entretanto, os fatores determinantes da producdo diferencial dos diversos mediadores,
bem como os papéis de cada uma destas moléculas no complexo cenario fisiopatolégico da
dengue necessitam esclarecimento. Desta forma, resolvemos avaliar a relacdo entre 0 aumento
no namero dos corpusculos lipidicos e a geragdo aumentada desses mediadores. Inicialmente,
ao investigarmos a localizacdo subcelular do MIF em leucdcitos de pacientes com a forma
grave da doenca, através de imunocitoquimica, observamos que esta citocina estava estocada

num padrdo citoplasmatico sugestivo de localizacdo nos corpusculos lipidicos (figura 4.11).
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Figura 4.11: Localizagio subcelular do MIF em leucocitos isolados de pacientes com
FHD. Leucocitos humanos obtidos de pacientes infectados com o DENV-3 foram incubados
com anticorpo policlonal anti-hMIF (B) ou IgG de cabra (A). Em seguida, as preparacoes
foram incubadas com IgG anti-cabra conjugado a biotina. A imunomarcagdo do MIF foi
revelada utilizado o kit ABC Vectastatin glucose-oxidase e analisada através de microscopia
de campo claro. O painel a esquerda mostra o controle, no qual foi utilizado anticorpo
irrelevante ao invés do anticorpo primario especifico, e o painel a direita mostra a localizacéo
do MIF.
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4.8. O DENV-3 induz a compartimentalizacdo do MIF nos corpusculos lipidicos de

macréfagos humanos

Para confirmar se o MIF realmente estava estocado nessas organelas citoplasmaticas
durante a infeccdo pelo DENV, realizamos o ensaio de imunolocalizacdo associado a
incorporacdo de sonda lipidica fluorescente (BODIPY™ 493/503). A figura 4.12 mostra a
localizagdo da marcacdo de BODIPY (verde) e MIF (vermelho) na colocalizagcdo (amarela),
indicando que o MIF encontrava-se localizado nos corpusculos lipidicos de macréfagos

humanos infectados com o DENV-3 in vitro durante 24 h.

Controle Sobreposicao

Figura 4.12. MIF é estocado nos corpusculos lipidicos durante a infeccdo pelo DENV.
Macrofagos humanos infectados com 0 DENV-3 in vitro durante 24h foram incubados com o
anticorpo policlonal anti-hMIF ou 1gG de cabra. Em seguida, as preparacdes foram incubadas
com IgG anti-cabra conjugado com o fluoroforo ALEXA 546 e marcadas com sonda lipidica
fluorescente BODIPY™ 493/503. As imagens foram obtidas através do microscépio de
fluorescéncia. A sequéncia do painel superior mostra: corpusculos lipidicos marcados com
BODIPY, anti-hMIF e sobreposicdo das imagens; painel inferior: corpusculos lipidicos
marcados com BODIPY, controle do anticorpo primario (IgG de cabra) e sobreposi¢cdo das
imagens.
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4.9. O DENV-3 induz aumento na formacao de corpusculos lipidicos e na geracédo de

PGE; em macréfagos humanos in vitro

Os mediadores lipidicos desempenham papel central no desenvolvimento da resposta
inflamatdria, estando relacionados a patogénese de diversas doencas. Na infec¢do pelo DENV
a prostaciclina (PGI,) foi encontrada em elevada concentracdo no plasma de pacientes com
FHD, particularmente durante choque (Preeyasombat e cols., 1999), enquanto o PAF e a
PGD, foram produzidos por celulas mononucleares infectadas com o virus (Yang e cols.,
1995).

Avaliamos se a infecgdo pelo DENV-3, em macrofagos humanos, induzia a producédo de
PGE,. Nossos resultados demonstraram que o DENV-3 é capaz de induzir um aumento na

geracdo de PGE; em paralelo ao aumento na formacdao de corpusculos lipidicos (figura 4.13).
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Figura 4.13. O DENV-3 induz a formacao de corpusculos lipidicos e a geracao de PGE,
em macréfagos humanos in vitro. (A) Macrofagos humanos cultivados com mock ou
infectados com DENV-3 in vitro, durante 24 h, foram corados com BODIPY™ 493/503 e
analisados por microscopio de fluorescéncia. (B) Os sobrenadantes de macr6fagos humanos
cultivados com mock ou infectados com DENV-3 in vitro foram coletados 24 h apés a
infeccdo e submetidos & dosagem de PGE; através de ensaio imunoenzimaético (EIA).
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5. DISCUSSAQ
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O acumulo intracelular de lipidios em corpusculos lipidicos esta associado a infec¢cdes
clinicas e experimentais, neoplasias e diversas condi¢Bes inflamatdrias. Avangos recentes
indicam que estas organelas ndo atuam apenas como depositos de lipidios, mas também como
estruturas dindmicas altamente reguladas que possuem funcbes como dominios
citoplasmaticos envolvidos no metabolismo e trafego lipidico, na sinalizacdo e ativagédo
celular, bem como no controle da sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios (Bozza e
cols., 2009).

Parece que o papel exercido pelos corpusculos lipidicos, durante processos infecciosos,
o0s torne alvo bastante interessante para determinados patdgenos, especialmente aqueles que
modulam processos celulares do hospedeiro a fim de facilitar a replicacdo e,
consequentemente, a sobrevivéncia dos mesmos. De fato, isto pareceu ser relevante durante a
infeccdo pelo HCV, um membro pertencente a familia do DENV, onde estas organelas
mostraram-se envolvidas na associacdo com proteinas virais, replicacdo e producdo de
particulas infecciosas (Miyanari e cols., 2007; Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e
cols., 2008b).

Na literatura atual, apesar de muitos estudos terem documentado o papel dos corplsculos
lipidicos durante a infeccdo pelo HCV, ndo encontramos referéncias sobre o envolvimento
destas organelas durante a infeccdo pelo DENV. Desta forma, este trabalho visa mostrar, pela
primeira vez, a biogénese e fungdo dos corpusculos lipidicos durante a infeccdo pelo DENV,
com foco na interacdo com proteinas virais, modulacdo da capacidade replicativa e/ou
infecciosa do virus e geracdo aumentada de mediadores inflamatdrios.

Nossos resultados mostraram que leucdécitos isolados de pacientes com a forma grave da
doenca, causada pelo sorotipo 3, apresentavam um aumento no numero de corpusculos
lipidicos quando comparado com leucdécitos obtidos de voluntarios sadios. Nos estudos in
vitro demonstramos que este fendmeno era reproduzido, uma vez que a infeccdo de
macréfagos humanos ou células HepG2 com o DENV-3, durante 24 h, foi capaz de induzir a
biogénese destas organelas quando comparada com células incubadas com o mock. De forma
interessante, 0 aumento na formacdo de corpulsculos lipidicos observado durante a infecgédo
ndo era dependente do sorotipo, ja que 0 DENV-2 também foi capaz de estimular a génese
destas estruturas em células BHK-21 ou HepG2, apds 24 ou 48 h de infecgéo in vitro, quando
comparada com células incubadas com o mock. Outro ponto curioso deste estudo foi a
observacdo de que o virus inativado por aquecimento ndo promovia a formagdo destas
organelas in vitro, sugerindo que este evento dependa da integridade viral.

Sendo assim, os dados obtidos propdem que o aumento na formacdo dos corpusculos

lipidicos induzido pelo DENV dependa de uma infeccdo produtiva, visto que o DENV
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inativado por aquecimento falhou em induzir estas estruturas. Entretanto, foi demonstrado que
a biogénese de corpusculos lipidicos independe de uma infecgdo produtiva quando o estimulo
é 0 BCG, ja que a micobactéria morta por aquecimento leva a indugdo da formacdo destas
organelas com a participacdo do TLR2 (D'Avila e cols., 2006). E possivel, portanto, que as
mudancas conformacionais induzidas na glicoproteina E do DENV prejudicam a interacéo do
virus com um possivel receptor na membrana celular que seja capaz de promover ou facilitar
a sua internalizacdo, além de desencadear uma cascata de sinalizagdo que culmine na génese
dos corpusculos lipidicos.

Através da analise da expressdo do mRNA de receptores envolvidos no reconhecimento
de moléculas especificas derivadas de microorganismos, foi demonstrado que a infeccéo pelo
DENV promovia um aumento na expressdo do mRNA de TLR3, TLR8, RIG-I e MDADS,
sugerindo que o virus poderia ser reconhecido pelos mesmos (Conceicao e cols., 2009). Deste
modo, ndo podemos descartar a hipotese de que 0 RNA do DENV ao ser reconhecido por tais
receptores desencadeie sinalizagdo intracelular que culmine na biogénese de corpusculos
lipidicos observada durante a infeccéo.

Assim, 0s mecanismos que regulam a formacao destas organelas durante a infecgédo pelo
DENYV ainda precisam ser esclarecidos. Embora ndo existam inibidores especificos para os
corpusculos lipidicos, diversos estudos demonstraram que diferentes classes de drogas sdo
capazes de bloquear a formagéo destas organelas dinamicas. Desta forma, para confirmar esta
hipbtese, utilizamos inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios, 0 C75 e o
triacsin C. Ambas as drogas ja haviam sido reportadas como inibidoras da formacdo destas
estruturas em distintos tipos celulares (Fujimoto e cols., 2006; Accioly e cols., 2008).
Portanto, ao analisarmos o efeito destes inibidores sobre a biogénese de corpusculos lipidicos,
em diferentes tipos celulares, observamos uma reducdo significativa na formacdo destas
organelas induzida durante a infeccéo pelo DENV.

Estes resultados fortemente sugerem que a génese de corpusculos lipidicos induzida
durante a infeccdo pelo DENV ocorra de uma forma dependente das enzimas acido graxo
sintase e acil-CoA sintetase. Recentemente, foi demonstrado que durante a infeccdo ha um
aumento na atividade da enzima acido graxo sintase e, consequentemente, na biogénese de
lipidios (Heaton e cols., 2010); no entanto, este estudo ndo investigou a formacéo e/ou o papel
dos corpusculos lipidicos durante este processo. A fim de promover o aumento de
constituintes lipidicos importantes no estabelecimento de uma replicacdo viral eficiente, o
HCV promove a ativacdo da enzima acido graxo sintase (Yang e cols., 2008), do fator de
transcricdo SREBP (Waris e cols., 2007) e dos receptores nucleares PPARy (Kim e cols.,

2007; Kim e cols., 2009) e LXR (Lima-Cabello e cols., 2010). Sendo assim, uma vez que 0s
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nossos resultados demonstraram que a inibicdo de enzimas envolvidas na sintese de lipidios
prejudica a formacdo de corpusculos lipidicos induzida pelo DENV, estudos que incluem a
andlise de receptores nucleares e fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese sao
necessarios para desvendar os mecanismos que regulam a biogénese destas organelas.

E possivel que a infeccdo como um todo contribua para a génese dos corplsculos
lipidicos. Estudos demonstraram que durante a infeccdo pelo DENV ha a produgdo de
diversos mediadores inflamatorios e, portanto, acreditamos que alguns destes possam atuar
em sinergismo com o Virus para promover a formacao destas estruturas citoplasmaticas.

Dados do nosso grupo mostraram que o PAF e moléculas semelhantes ao PAF, mas ndo o
liso-PAF, promovem a biogénese de corplsculos lipidicos de maneira dependente do seu
receptor acoplado a proteina G e sinaliza¢do abaixo deste, que inclui a ativacdo da 5-LO, PKC
e fosfolipase C (PLC), num mecanismo que pode envolver uma alga autdcrina na geracao de
CCL2 (Bozza e cols., 1996a; Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; de Assis e cols., 2003).
Adicionalmente, demonstramos que a quimiocina MCP-1 estava envolvida, durante
inflamacéo induzida por LPS ou sepse experimental, na regulagcdo da génese destas organelas
em macrofagos, de uma forma dependente do seu receptor CCR2, da sinalizacdo envolvendo
MAPK e PI3K, bem como da dindmica microtubular (Pacheco e cols., 2007). Além disso,
nosso grupo recentemente observou que o MIF é capaz de induzir a formacao de corpusculos
lipidicos em eosindfilos, sendo este processo dependente do seu receptor CD74, da eotaxina e
o receptor CCR3 (Vieira-de-Abreu e cols., 2010). Tendo em vista que estes mediadores
inflamatdrios se encontram em niveis elevados durante a infec¢do pelo DENV (Yang e cols.,
1995; Chen e cols., 2006; Fink e cols., 2006; Lee e cols., 2006; Souza e cols., 2009;
Assuncao-Miranda e cols., 2010) é razoavel que eles possam estar envolvidos na biogénese de
corpusculos lipidicos, porém esta hipétese ainda precisa ser investigada.

Além destas suposicdes, outra possibilidade é a de que proteinas virais, uma vez no
citoplasma das células hospedeiras, também sejam capazes de desencadear uma cascata de
sinalizacdo intracelular que levaria a formacdo destas organelas dindmicas. Durante a infeccéo
pelo HCV, foi observado que a proteina C promovia um aumento no tamanho e densidade dos
corpusculos lipidicos em células hepaticas (Lyn e cols., 2010). De fato, nossos resultados
mostraram que a transfeccdo de células BHK-21 com um vetor de expressdo que codifica a
forma madura da proteina C do DENV promovia a indugdo da formacéo destas estruturas
guando comparada com células BHK-21 transfectadas com um vetor controle. Porém, esta
inducdo foi menor do que aquela observada durante a infeccdo com o DENV-2 in vitro
(Samsa e cols., 2009), sugerindo que outros fatores virais ou a infeccdo em si estejam

envolvidos na alteracdo do metabolismo lipidico do hospedeiro.
59



A proteina C do DENV é baésica, possui 12 kDa e forma homodimeros em solucgéo (Jones
e cols., 2003; Wang e cols., 2004). Através da técnica de ressonancia magnética nuclear, sua
estrutura tridimensional foi resolvida e o estudo indicou que o monémero é composto por
quatro hélices a (al a a4). As trés primeiras héelices (al a a3) constituem a parte central do
mondmero, enquanto a a4, a hélice mais longa, estende-se além da parte central e possui uma
alta densidade de residuos béasicos na sua superficie, que foram propostos na interagdo com o
RNA viral. No lado oposto da molécula, foi sugerido que a superficie formada por 02 - 02’ ¢
al - al’, ndo carregada, interage com membranas (Ma e cols., 2004). A regido hidrofobica
interna, composta pelos residuos 46 a 66, inclui as hélices o2 e a3 (Markoff e cols., 1997).
Apesar da proteina C ser a menos conservada dentre as proteinas dos flavivirus, as
propriedades estruturais e a distribuigdo das cargas séo bastante similares.

As proteinas C dos trés géneros pertencentes a familia Flaviviridae ndo exibem
homologia significativa na sequéncia ou organizacdo comum de dominios. Todavia, todas séo
diméricas, béasicas, possuem arranjo helicoidal e sdo responsaveis pelo empacotamento do
genoma viral (Ivanyi-Nagy e Darlix, 2010). As proteinas C maduras dos hepacivirus possuem
aproximadamente 170 aminoacidos de comprimento e consistem de dois dominios, o0 dominio
N-terminal altamente béasico (D1) e o dominio C-terminal hidrofébico (D2) (Boulant e cols.,
2005). Contudo, as proteinas C dos pesti- e flavivirus sdo menores, com 90 a 100 residuos e
sem o dominio D2. Nos ultimos anos, evidéncias sugerem que a formacdo do HCV requer a
associacdo da proteina C aos corpusculos lipidicos e que o dominio D2 era responsavel por tal
interacdo (Barba e cols., 1997; Hope e McLauchlan, 2000; McLauchlan e cols., 2002; Boulant
e cols., 2006; Boulant e cols., 2007; Miyanari e cols., 2007; Shavinskaya e cols., 2007;
Boulant e cols., 2008). Ja que este dominio ndo estd presente nas proteinas C do género
Flavivirus, uma associacdo da proteina C do DENV com os corpusculos lipidicos ndo era
esperada.

Estudos reportaram que a proteina C encontrava-se localizada tanto no citoplasma quanto
no nucleo de células infectadas pelo DENV. A localizacdo nuclear foi cuidadosamente
analisada por diversos grupos de pesquisa (Wang e cols., 2002; Sangiambut e cols., 2008). Ao
contrario, ha poucas informac@es sobre a distribuicdo desta proteina no citoplasma de células
infectadas, local onde ocorre o empacotamento do RNA viral.

Ao investigarmos a localizacéo da proteina C do DENV-2, utilizando para isso condigdes
apropriadas capazes de manter a integridade dos corpusculos lipidicos, demonstramos que
esta proteina encontrava-se localizada nos corpusculos lipidicos das células BHK-21 ap6s 24
h de infeccdo. Este evento também foi observado em outros tipos celulares (Samsa e cols.,

2009) Além disso, constatamos que a associacdo da proteina C a estas organelas se dava
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através de residuos hidrofobicos especificos presentes na hélice a2, visto que substituices de
dois aminoécidos (L50 e L54) desta hélice impediram a interagdo da proteina C com 0s
corpusculos lipidicos. Em contrapartida, mutagcdes nos residuos ndo carregados presentes na
hélice al ou entre as hélices al e o2 ndo alteraram a interagdo entre esta proteina e 0s
corpusculos lipidicos (Samsa e cols., 2009).

Assim, o acumulo da proteina C ao redor dos corpusculos lipidicos propde que estas
organelas possam estar regulando temporariamente o processo viral através da regulacdo da
disponibilidade desta proteina no citoplasma. A nossa hipétese € de que a interferéncia na
formacédo de corpusculos lipidicos possa ser um método de intervencdo antiviral. Dessa
forma, ao investigarmos o papel do C75 e triacsin C sobre a replicacdo do DENV,
observamos que havia uma reducao deste processo. Em seguida, para verificarmos qual etapa
do ciclo de replicacdo estava sendo afetada apds o tratamento das células, utilizamos o
DENV-R. Nossos resultados mostraram que 10 h apds a infec¢do, os niveis de luciferase ndo
haviam sido alterados pelo inibidor C75, sugerindo que esta droga ndo esteja interferindo na
entrada ou traducdo viral. No entanto, 24 ou 48 h apés a infeccdo, observamos uma reducéo
nos niveis de luciferase, que corresponde a reducdo na amplificacdo do RNA do DENV.

O sobrenadante das células tratadas durante 48 h apo6s a infec¢do foi coletado e, em
seguida, utilizado para infectar células frescas na auséncia do inibidor. Observamos, 48 h apds
a infeccdo, uma inibicdo na formacdo de particulas virais (Samsa e cols., 2009) e, portanto,
nossos resultados sugerem que alteracdes no metabolismo dos corpusculos lipidicos possam
representar uma forma de bloquear a replicacdo do DENV.

Corroborando os resultados obtidos da importancia destas organelas citoplasmaticas na
replicacdo do DENV, investigamos o efeito das mutacdes na proteina C sobre este processo
através da transfeccdo de células com os RNAs mutantes ou selvagem. Verificamos que
mutacBes em aminoacidos hidrofébicos localizados na hélice a2, necessarios para a
associacao da proteina C aos corpusculos lipidicos, impediram a formacdo de particulas virais
infecciosas. Entretanto, mutacbes em aminoacidos nao carregados presentes na hélice al ou
entre as hélices al e a2, que ndo alteraram a interacdo entre a proteina C e estas organelas
dindmicas, ndo modificaram a propagacdo do DENV (Samsa e cols., 2009). Uma explicacédo
plausivel para estas observacdes seria que a proteina C, ndo localizada nos corpusculos
lipidicos, poderia se ligar a outros fatores envolvidos na replicagdo ou acumular no citoplasma
e interagir prematuramente com o RNA viral, interferindo, portanto, na amplificacdo do
genoma.

Estes resultados estdo de acordo com um estudo prévio, no qual a delecdo de alguns

residuos presentes na hélice a2 da proteina C do DENV prejudicou a propagagdo viral (Zhu e
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cols., 2007). Baseado nos nossos resultados, aminoacidos hidrofobicos presentes na hélice o2
da proteina C do DENV poderiam atuar como o dominio C-terminal D2 dos hepacivirus, no
que diz respeito a associacdo da proteina viral aos corpusculos lipidicos. Portanto, hepaci- e
flavivirus utilizam aspectos estruturais distintos para a localizacdo subcelular da proteina C,
sugerindo uma evolucdo convergente destas proteinas virais.

Os mecanismos envolvidos no recrutamento do RNA viral pela proteina C para formar o
nucleocapsideo ainda ndo foram completamente elucidados. Uma vez que ocorre a
transferéncia de proteinas e lipidios entre o RE e os corpusculos lipidicos (Thiele e Spandl,
2008), ¢ possivel que inicialmente durante a infeccdo, a proteina C esteja armazenada nestas
organelas para em seguida ser mobilizada a membrana do RE, onde a morfogénese da
particula viral tem inicio. Alternativamente, 0 RNA do DENV poderia interagir com a
proteina C na superficie dos corpasculos lipidicos, culminando na formacdo do
nucleocapsideo que seria, entdo, transferido a membrana do RE para a formacdo de particulas
virais.

Acreditamos que durante a infec¢do estas organelas dindmicas e funcionalmente ativas
atuem ndo apenas como plataforma para a replicacdo viral, mas também na geracdo
aumentada de mediadores inflamatérios. Isto porque a relacdo entre a formacdo de
corpusculos lipidicos e 0 aumento na sintese de eicosandides — familia de lipidios derivados
do &cido araquidénico e que controlam processos celulares importantes, como apoptose,
proliferacdo, metabolismo e migracdo celular — derivados da 5-LO e COX (LTC,4, LTB, €
PGE_) foi observada por diversos grupos de pesquisa, incluindo 0 nosso, tanto in vitro (Bozza
e cols., 1996a; Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; Bartemes e
cols., 1999; Weller e cols., 1999; Pacheco e cols., 2007) quanto in vivo (Pacheco e cols.,
2002; Silva e cols., 2002; de Assis e cols., 2003; Melo e cols., 2003; Vieira-de-Abreu e cols.,
2005; Maya-Monteiro e cols., 2008). Entretanto, esta relacdo em associacdo com a deteccao
de enzimas formadoras de mediadores lipidicos nos corpusculos lipidicos ndo eram
suficientes para afirmar que os eicosandides eram sintetizados nestas organelas durante
processos inflamatorios ou infecciosos. Desta forma, nosso grupo demonstrou, através de uma
técnica que permite a fixacdo destes mediadores nos seus locais de sintese, que os corpusculos
lipidicos de leucdcitos ativados atuam como locais de sintese de LTC4, LTB4 e PGE;
(Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002a; Vieira-de-Abreu e cols., 2005;
D'Avila e cols., 2006; Pacheco e cols., 2007).

Outro grupo de mediadores inflamatorios identificado nos corpusculos lipidicos foram as
citocinas — familia de glicoproteinas envolvidas na inflamacdo, imunidade, proliferacéo,

diferenciacéo e reparo celular. Citocinas como o TNF-a (Beil e cols., 1995; Pacheco e cols.,
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2002) e quimiocinas como a RANTES e a IL-16 (Lim e cols., 1996) foram detectadas nestas
organelas de leucdcitos ativados. Entretanto, ainda ndo foi elucidado como estes mediadores
sdo liberados destas organelas e/ou se eles possuem capacidade de sinalizacdo nestas
estruturas.

Investigamos se 0 MIF — mediador proinflamatdrio cuja concentracdo estava diretamente
relacionada a gravidade da doenca — encontrava-se estocado nos corpuasculos lipidicos durante
a infecgdo pelo DENV. Nossos resultados demonstraram que esta citocina, em leucdcitos
obtidos de pacientes com a forma grave da doenca, estava localizada em inclusdes
citoplasmaticas compativeis com os corpusculos lipidicos. Para confirmar esta observacéo,
utilizamos a técnica de imunolocalizacdo associada a incorporagdo de sonda lipidica
fluorescente e condigdes de fixagdo e permeabilizacdo celular apropriadas, que previnem a
dissolucdo destas organelas. Desta maneira, constatamos que o MIF encontrava-se estocado
nos corpusculos lipidicos de macrofagos humanos infectados pelo DENV-3 por 24 h in vitro.
E importante ressaltar que o requerimento de condicdes ideais para a nio dissolucdo destas
estruturas tenha impedido outros grupos de pesquisa de identificar a presenca do MIF nos
corpusculos lipidicos.

E possivel que a localizacdo do MIF nos corplsculos lipidicos possa atuar como uma
etapa intermedidria na via de secrecdo desta citocina. Porém, ndo existem evidéncias
disponiveis que suportem esta hipotese e, portanto, estudos serdo necessarios para definir a
relacdo funcional entre 0 MIF e estas organelas. Estudos demonstraram que a secre¢do do
MIF envolve vias ndo classicas de secrecdo, incluindo o transportador ABCA1 (Flieger e
cols.,, 2003) e a proteina associada ao Golgi pll5 (Merk e cols., 2009). Assim, seria
interessante analisar se estas proteinas, bem como o receptor CD74, colocalizam com o MIF
nos corpusculos lipidicos durante a infeccdo pelo DENV, bem como se a reducdo da
biogénese destas organelas é capaz de interferir nos mecanismos de secre¢do do MIF.

Nossos resultados também mostraram que o DENV-3 é capaz de induzir em macro6fagos
humanos um aumento na secrecdo de PGE, em paralelo ao aumento na formagdo de
corpusculos lipidicos in vitro. De fato, dois estudos observaram o aumento na geracdo de
PGE,, em diferentes tipos celulares, durante a infeccdo pelo DENV-2 (Chen e cols., 2001;
Liou e cols., 2008). Contudo, nossos dados ndo sdo suficientes para afirmar que oS
corpusculos lipidicos estejam envolvidos na sintese e secre¢do de PGE; durante a infec¢éo,
sendo necessarios estudos adicionais que avaliem a localizagdo tanto de enzimas envolvidas
no metabolismo do acido araquidénico — COX e LOX — quanto dos préprios mediadores

lipidicos.
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Adicionalmente, observamos um aumento na secrecdo de MIF, TNF-o e IL-6 por
macrofagos humanos infectados in vitro quando comparados com células incubadas com o
mock ou infectadas com o DENV-3 inativado por aquecimento (Assuncao-Miranda e cols.,
2010). De maneira importante, o bloqueio do MIF, por anticorpo neutralizante ou antagonista
seletivo, levou a inibicdo tanto da producdo de PGE, quanto da secre¢do dos outros
mediadores inflamatorios citados sem afetar a replicagdo viral (Assuncao-Miranda e cols.,
2010).

Considerando o envolvimento dos corpusculos lipidicos na producéo de eicosandides e o
papel do MIF na inducdo da sintese e liberacdo de PGE, (Mitchell e cols., 1999; Leng e cols.,
2003; Bozza e cols., 2009), é provavel que a localizagdo desta citocina nos corpusculos
lipidicos seja importante para a producdo de mediadores lipidicos. Todavia, as possiveis
funces intracrinas do MIF a partir destas organelas ainda precisam ser avaliadas.

O papel do MIF na patogénese da dengue foi investigado e para tal foi utilizado uma cepa
de DENV-2 adaptada ao camundongo para um modelo in vivo de FHD, caracterizado por
aumento na permeabilidade vascular, namero e funcéo dos leucdcitos alterados, hematocrito
elevado, trombocitopenia e hemorragia. Nossos resultados demonstraram que camundongos
deficientes de MIF apresentaram um decréscimo na letalidade e reducdo em todos o0s
parametros analisados de gravidade da dengue quando comparados com animais controle,
reforcando, portanto, o importante papel desta citocina na patogenia da doenga (Assuncao-
Miranda e cols., 2010). Entretanto, o papel dos corpusculos lipidicos e dos diversos
mediadores inflamatdrios que se encontram elevados durante a infeccdo in vivo pelo DENV
ainda precisa ser investigado.

Os nossos resultados e hipoteses estdo ilustrados na figura 5.1. Em resumo, observamos
que o DENV ¢ capaz de promover a biogénese dos corpusculos lipidicos de uma maneira
dependente das enzimas acido graxo sintase e acil-CoA sintetase, uma vez que a inibicdo
inibicdo também promove um bloqueio na replicacdo do DENV, sugerindo um papel destas
organelas dindmicas neste processo. E possivel que a proteina C, antes localizada nos
corpusculos lipidicos, possa acumular no citoplasma da célula hospedeira durante a reducao
da formacdo destas estruturas e, portanto, interagir prematuramente com o RNA viral,
interferindo na amplificagdo do genoma. Por outro lado, a reducdo da formacdo dos
corpusculos lipidicos também pode afetar a montagem do virus, ja que inicialmente durante a
infeccdo, a proteina C possa estar armazenada nestas organelas para em seguida ser
mobilizada a membrana do RE, onde a morfogénese da particula viral tem inicio. O MIF

encontra-se estocado nos corpusculos lipidicos durante a infec¢do, porém 0s mecanismos que
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propiciam a sua secrecdo ainda precisam ser avaliados. Por fim, o DENV é capaz de
promover um aumento na geragdo de PGE,, todavia estudos sdo necessarios para analisar se
este mediador lipidico é produzido e secretado a partir dos corpasculos lipidicos induzidos
durante a infeccéo.

Nossas perspectivas visam caracterizar os efeitos da infeccdo sobre os mecanismos que
regulam a biogénese dos corpusculos lipidicos e sua funcdo na producdo e secrecdo de
mediadores inflamatorios, bem como identificar o mecanismo de secrecdo e/ou funcdes

intracrinas do MIF a partir destas organelas durante a infec¢do pelo DENV.

DENV

Montagem

Replicacao

N
N
N
N
N
F AN
S

Triacsin C

\{Acil-CoA cZL

sintetase

Corpusculos
MIF lipidicos

Figura 5.1. Modelo proposto para biogénese e funcdo dos corpusculos lipidicos durante a
infeccdo pelo virus dengue. O DENV induz a biogénese dos corpusculos lipidicos de uma
maneira dependente de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, uma vez que a inibicéo
das enzimas acido graxo sintase e acil-CoA sintetase, por drogas especificas, leva a reducéo
da formacdo destas organelas dindmicas. Esta inibicdo também promove um bloqueio na
replicacdo do DENV, sugerindo um papel dos corpusculos lipidicos neste processo. Durante a
infeccdo, a proteina C encontra-se localizada nos corpusculos lipidicos e é possivel que a
reducdo da formacao destas estruturas promova o acumulo desta proteina viral no citoplasma
da célula hospedeira e, portanto, a mesma pode interagir prematuramente com o RNA viral,
interferindo na amplificagdo do genoma. Por outro lado, a reducdo da formacdo dos
corpusculos lipidicos também pode afetar a montagem do virus, ja que inicialmente durante a
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infeccdo, a proteina C possa estar armazenada nestas organelas para em seguida ser
mobilizada a membrana do RE, onde a morfogénese da particula viral tem inicio. Durante a
infeccdo, o MIF encontra-se estocado nos corpusculos lipidicos, porém os mecanismos que
promovem a sua secre¢do ainda precisam ser investigados. O DENV é capaz de promover um
aumento na geracdo de PGE,, entretanto estudos adicionais s&o necessarios para analisar se
este mediador lipidico é produzido e secretado a partir dos corpusculos lipidicos induzidos
durante a infeccgéo.
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6. CONCLUSOES
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v A infeccdo pelo DENV promove a biogénese de corpusculos lipidicos tanto em células

provenientes de pacientes com FHD quanto em células infectadas in vitro.

v" A proteina C do DENV-2 interage especificamente com os corpusculos lipidicos das
células BHK-21, sugerindo que estas organelas possam estar regulando temporariamente o

processo viral.

v" Drogas que interferem no metabolismo de lipidios foram capazes de reduzir a formacéo de
corpusculos lipidicos durante a infeccdo in vitro, bem como afetar a capacidade replicativa do
DENV-2. Estes resultados propdem um papel dos corpusculos lipidicos na replicacéo viral.

v" O MIF é estocado nos corpusculos lipidicos durante a infeccdo pelo DENV-3.

v' O aumento na geracdo de PGE, em paralelo ao aumento na formacdo de corpusculos

lipidicos foi observado durante a infeccdo pelo DENV-3. Estes dados sugerem que oS

corpusculos lipidicos atuem na producdo aumentada de mediadores inflamatorios.
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Abstract

Dengue virus is responsible for the highest rates of disease and mortality among the members of the Flavivirus genus.
Dengue epidemics are still occuming around the world, indicating an urgent need of prophylactic vaccines and antivirals. In
recent years, a great deal has been leamed about the mechanisms of dengue virus genome amplification. However, little is
known about the process by which the capsid protein recruits the viral genome during encapsidation. Here, we found that
the mature capsid protein in the cytoplasm of dengue virus infected cells accumulates on the surface of ER-derived
organelles named lipid droplets. Mutagenesis analysis using infectious dengue wvirus clones has identified specific
hydrophobic amino acids, located in the center of the capsid protein, as key elements for lipid droplet association.
Substitutions of amino acid L50 or L54 in the capsid protein disrupted lipid droplet targeting and impaired viral particle
formation. We also report that dengue virus infection increases the number of lipid droplets per cell, suggesting a link
between lipid droplet metabolism and viral replication. In this regard, we found that pharmacological manipulation of the
amount of lipid droplets in the cell can be a means to control dengue virus replication. In addition, we developed a novel
genetic system to dissociate cis-acting RNA replication elements from the capsid coding sequence. Using this system, we
found that mislocalization of a mutated capsid protein decreased viral RNA amplification. We propose that lipid droplets
play multiple roles during the viral life cycle; they could sequester the viral capsid protein early during infection and provide
a scaffold for genome encapsidation.
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Introduction

The genus Flavirrus comprises a large group of emerging and re-
emerging pathogens capable of causing severe human diseases. It
includes vellow fever (YFV), dengue (DENV), West Nile (WNV),
tick borne encephalitis (I BEV), and Japanese encephalitis {JEV)
viruses. DENV is the most significant mosquito borne human viral
pathogen worldwide. It infecrs more than 50 million people each
year, resulting in around 25,000 deaths. The lack of vaccines and
antivirals against DENV leaves the 2 billion people at risk, mainly
in poor countries, in a constant state of alarm [1].

The replication evele of different members of the Flawvins genus
is fundamentally similar. The viral genome 1 a single plus-
stranded RNA molecule that serves as messenger for viral protein
synthesis, template for RNA amplification, and substraw for
encapsidation [2]. In recent years, a number of cis-acting RINA
elements have been identified in the coding and uncoding regions
of the flavivirus genomes as promoters, enhancers, and cyclization
signals necessary for efficient amplification of the viral RNA (for
review see |3]). A mechanism by which the viral polymerase
specifically recognizes and copies the wiral genome has been
recently proposed [4]. In contrast, little is known about the
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recognition of the wviral RNA by the capsid () protein. For
flaviviruses, it is still undear how, when, and where the C protein
recruits the viral RINA during viral particle morphogenesis. In this
work, we used DENWV to investigate how the O protein usurps
cellular organelles to facilitate viral replication.

The flavivirus genomes contain a long ORF encoding a
polyprotein that is deaved into three structural proteins (C,
priM, and E) and seven nonstructural proteins (NS1-NS2A- NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5) [3]. The proteins C and prM are
connected by an internal hydrophobic signal sequence that spans
the ER membrane and is responsible for the translocation of priM
into the ER. lumen. The first cleavage is accomplished by the viral
NS3/2B protease, which resides in the cytoplasmic side of the ER
membrane and separates the mature C protein from its membrane
anchor sequence [6-8]. It has been proposed that the mature form
of the C protein remains associated to intracellular membranes via
an internal hydrophobic region conserved in all flaviviruses [9].

In flavivirus infected cells, the C protein was detected both in
the cytoplasm and the nucleus [10-13]. Inside the nucleus it has
heen shown to accumulate in the nucleolus. The cytoplasmic
fraction of the C protein of kunjin virus (KUNV) was found near
structures called convoluted membranes in close association with
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Author Summary

Dengue virus is the single most significant arthropod-
bome virus pathogen in humans. In spite of the urgent
medical need to control dengue infections, vaccines are
still unavailable, and many aspects of dengue virus biology
and pathogenesis remain elusive. We discovered a link
between dengue virus replication and ER-derived organ-
elles known as lipid droplets (LDs). Dengue infection
increases the amount of LDs per cell and pharmacological
inhibition of LD formation greatly reduces dengue virus
replication. In addition, we have found that the viral capsid
protein in infected cells accumulates on the surface of LDs.
Manipulation of infectious clones and generation of new
reporter dengue viruses allowed us to define the
molecular basis of capsid protein association to LDs.
Specific amino acids on the o2 helix, located in the center
of the capsid protein, were found to be crucial for both
accumulation of capsid protein on LDs and dengue virus
infectious particle formation. We propose that LDs
facilitate viral replication providing a platform for nucle-
ocapsid formation during encapsidation. Our findings
begin to unravel the complex mechanism by which
dengue virus usurps cellular organelles to coordinate
different steps of the viral life cycle.

vesicle packets, which are the sites of RNA replication [11,14,15].
A recent report has demonstrated a complex membrane
architecture that links flavivirus genome replication and viral
assembly [16]. A coupling between RNA synthesis and RNA
encapsidation has been also suggested [17]. It was shown that viral
RMNAs were not encapsidated if they were not actively synthesized
in the replication complexes. Interestingly, a complex connection
between the encapsidation process and proteins of the RNA
replication machinery is emerging. Specific amino acids changes in
NS2ZA and N53 were found to impair partide formation [18-21].
Whether these NS proteins bind to the C protein, to the viral
RNA, or to cellular components (proteins or membranes) is still
unknown.

The marure C is a highly basic protein of 12 kDa that forms
homodimers in solution [22,23]. The first 32 and the last 26
residues of the KUNV O protein were proposed to interact with
the viral RNA [24]. The tridimensional strucures of DENV and
WNV C proteins were recendy solved by NMR and crystallog-
raphy, respectively [25,26]. These studies indicated that the
monomer contains four alpha helices (21 to @4). The fisst 20
amino acids are unstructured in solution and were cleaved in the
WNV C crystals [26]. The first 3 helices (2] to @3) form a right
handed bundle that comprises the monomer core. The different
orientation of &1 in WNV and DENV suggested that this helix is
flexible. The @4, the longest helix, extends away from the
monomer core and has a high density of basic residues on the
solvent accessible surface, which were proposed to interact with
the viral RNA. On the opposite side of the molecule, the surface
contributed by o2—a2" and al—al’ is largely uncharged and is
proposed to interact with membranes [23]. The originally
described internal hydrophobic region, residues 46 to 66 in
DENV C, includes helices 22 and 23 [9]. Although the C protein
is the least conserved of the flavivirus proteins, the structural
properties are very similar and the charge distribution s well
conserved.

Here, we investigated the subcellular localization of the C
protein in DENV infected cells and found that the cytoplasmic C
accumulates around ER-derived organelles called lipid droplets
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(LDs). A novel reporter system was developed, which allowed us to
dissodate cis-acting signals for RNA synthesis from the C coding
sequence. Using infections DENV RNAs and the new reporter
system, specific residues in the 22 helix of the C protein were
identified as crucial determinants for LI localization and DENW
particle formation. Furthermore, we report that pharmacological
inhibition of LI} formation greatly decreases DENV replication,
providing new ideas for antiviral strategies.

Results

Lipid droplet localization of DENV C protein in infected

cells

Localization of the C protein in the cytoplasm and the nudeus
of DENV infected cells has been previously reported. The nuclear
localization was carefully analyzed by several groups [12,13]. In
contrast, there is limited information regarding the distribution of
the C protein in the cytoplasm of the infected cell, which is the
place of wviral encapsidation. To investigate the subcellular
localization of the C protein during viral replication, DENV2
was used to infect BHK cells. As previously described, when cells
were fived with methanol and used for indirect immunofluores-
cence, the C protein was found in the nucleus and accumulated in
the mudeolus (Fig. 1A, left panel). Methanol fixation is known to
extract cellular lipids. Therefore, in order to preserve the
membranous  structures induced by wviral infection, and to
mnvestigate the distribution of C in the eytoplasm, DENV infected
cells were fixed with paraformaldehyde and permeabilized with a
low concentration of Triton X-100. Femarkably, in these
conditions, all the infected cells showed C protein accumulation
in defined spherical structures (Fig. 1A, right panel). Higher
magnification of the Images using confocal microscopy revealed
that the C protein was organized in a ring-like pattern (Fig. 1A).
Corlocalization of DENV C with ER or Golgi markers was not
observed in these conditions {data not shown). The images of C
labeling after DENV infection resembled the distribution of the
core protein reported for hepatins C (HCV), which accumulates
on the surface of lipid droplets (LDs) [27-29]. To analyze whether
DENV C associates to these organelles, infected cells were labeled
with antibodies against C and incubared with BODIPY, which
stains neutral lipids in LI)s. These studies revealed that most of the
C protein observed was present around LIs (Fig. 1B). Localization
of the C protein surrounding 1.1)s was observed in different DENV
infected human cells such as Hep(z2 and Hela (Fig. 1B and data
not shown). In addition, because DENV is a mosquito borne virus,
we examined the localization of C in infected mosquito GG/ 36
cells. The cytoplasmic localization of C in these cells was also
surrounding LDs (Fig. 1B).

To further study the assodation of O with LDs, sucrose
gradients were used to separate the LD fraction by flotation. The
presence of C and the adipose differentiation-related protein
(ADRFP or adipophilin, LI} marker) were detected by western
blots. A fraction of C was detected together with ADRP in 1Ds
(Fig. 1C). In this fraction the lactate dehydrogenase activity was
not detected, indicating lack of cytosolic contamination. The
amount of C observed in the LD fraction was lower than that
expected according to the co-localization observed with BODIPY
(Fig. 1C). It is possible that the viral protein partially dissociates
during cell disruption and biochemical fractionation. In order to
further analyze the localization of C in the cytoplasm of DENV
infected  cells, co-localizaion of C with ADRP was also
determined. These studies showed the presence of C and ADRP
on LIk (Fig. 1D). Early after infection, we observed single 1Ds
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Figure 1. DENV infected cells accumulate the C protein around lipid droplets. A. Nudear and cytoplasmic distribution of C protein in DENV
infected BHK cells. Cells were infected with DENVZ and analyzed by immunofluorescence using a polyclonal anti-C antibody. Cells were fixed with
methanol (MeOH) or pamformaldehyde (PFA) as indicated on the top. B. The C pratein is targeted to lipid droplets. BHK, HepG2, and C6/36 cells were
infected with DENVZ, fixed at 48 h post-infection, probed with anti-C antibodies and BODIPY for lipid droplets staining, and examined by confocal
micrascopy. C. Subcellular fractionation of LDs. DENV-infected cell lysates were fractionated into lipid droplets (LD), oytosol (C), and microsome (M)
fractions by sucrose gradient centrifugation. A total cytoplasmic extract was also included (T). The samples were immunoblotted with anti-ADRP and
anti-C antibodies. D. Co-localization of C and ADRP on LDs. DENY infected BHK cells were analyzed by immunaofluorescence with anti-ADRP and anti-
C antibodies, and stained with BODIPY. E. DENV infection increases the number of lipid droplets. The amount of lipid droplets in control or DENV
infected BHK cells were determined. Cells were fited 48 h post- infection, incubated in 1.5% of 0s0,, and lipid bodies were enumerated by light
microscopy in 50 consecutive cells in each slide in triplicates. The bars indicate the standard error of the mean (+/—SEM), (P=-0.0002). F. Expression of
C protein increases the number of lipid droplets. The amount of lipid droplets in control or C expressing BHK cells were detemined as described
above. The bars represent the standard error of the mean (P-<0.0001).

doi:10.1371/journal ppat. 100063 2.g9001

carrying both proteins, C and ADRP. In addition, droplets the C protein. BHK cells were transfected with an expression
containing either C or ADRP were also observed. vector encoding the mature form of C or a control vector. The

LI)s are ER-derived organelles that contain a core of neurral level of expression of the O protein was slightly higher than that
lipids enclosed by a monolayer of phospholipids and exhibit observed in DENV infected cells. Enumeration of droplets
variable protein content [30]. The metabolism of LI)s has indicated that the viral protein increased about 2-fold the amount
attrracted considerable attention due to its link with human of LIds per cell (Fig. 1F). The higher increase of L1)s observed after
diseases such as obesity, inflammation, and cancer [31,32]. LIs DENV infection in respect to that observed in cells expressing only
are found in different cell types in normal conditions. However, it C could be due to the different source of the protein when it is
was noticeable that DENV infection increased the size and the produced from the viral polyprotein. In addition, it is possible that
amount of LIDs per cell. Quantitative analysis showed a 3-fold other viral factors or the infection iself affects LID metabolism.
increase in the amount of II)s in DENV infected cells as Thus, we evaluated the amount of LDs in DENV replicon-
compared with mock infected cells (Fig. 1E). To investigate expressing BHK cells. In this case, the amount of LI} was not
whether C was the viral factor responsible for the increase in the simificantly different to that observed in replicon-cured cells (data
number of L1s, droplets were enumerated in cells expressing only not shown).
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The accumulation of the viral C protein around LDs and the peptidase in the ER lumen (Fig. 2A, left panel). To investigate
increased number of droplets observed in DENV-infected cells whether the anchor peprtide plays a role in targeting the C protein
provide the first link between these organelles and DENV to LDs, a full-length genomic DENV ¢DNA was modified to
replication. include an artificial FMDV2A cleavage site at the C-terminus of

the C protein (DENV-FMDV2A), which would release co-
The mature C protein is targeted to LD in the absence of  wanslationally the marure C protein. Transfection of DENV-

other viral proteins WT or DENV-FMDV2A RNAs into BHK cells resulted in

During flavivirus polyprotein synthesis, the C protein is targeted efficient translation and amplification of viral RNAs (data not
to the ER membrane by the anchor peptide, which is removed by shown). Appropriate cleavage of C by the FMDV 2A was
the viral NS3/2B protease in the cytoplasm and the host signal demonstrated by Western blot analysis of cytoplasmic exwracts

A

Signal prii Signal prm

peptidase~ peptidase CWT C2A

‘. ‘v‘ 55 X ‘I< L -
*. “MAnchor Anchor -
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apst Capsid
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Figure 2. The C protein contains the structural determinants for LD targeting. A. Schematic representation of the topology of the viral C
and prM proteins on the ER membrane. The anchor peptide and the cleavage sites of the signal peptidase and viral NS3/2B proteases are indicated.
The location of the FMDV2A protease replacing the NS3/2B site is shown in the scheme on the right. The western blot shows expression of the C
protein in cytoplasmic extracts of cells transfected with a full length DENV RNA WT (Cwt) or the RNA including the FMDV2A site (C2A). B. The anchor
peptide is dispensable for C accumulation on LDs. BHK cells transfected with the DENV-FMDV2A RNA were fixed and probed with antibodies against
C and BODIPY to stain neutral lipids in LDs, as indicated on the top. C. Expression of the mature C protein in the absence of other viral components is
sufficient for LD targeting. BHK cells were transfected with an expression plasmid that encode the mature form of DENV C protein. Twenty four h
post-transfection cells were fixed and probed with anti-C antibodies followed by staining of lipid droplet.

doi:10.1371/journal ppat.1000632.9002
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obtained at 24 and 48 h post-transfection using anti-C antibodies
(Fig. 2A, right panel). As expected, DENV-FMDV2A RNA
produced a O protein about 2 kDa larger than the WT protein,
corresponding to C plus 19 amino acids of the FMDV2A (Fig. 2A,
C2A). Confocal microscopy analysis indicated that the prema-
turely procesed O protein localized almost exclusively around
LDs, indicating that the anchor peptide that targets the C protein
tw ER membranes during polyprotein synthesis is not required for
protein C localization on 1.Ds (Fig. 2B).

To determine whether C association to LI)s requires other viral
components, the mature O protein was expressed using a plasmid
under control of the CMV promoter in BHK cells. Cells were
analyzed by immunofluorescence using anti-C antibodies and
stained with BODIPY at 10, 24 and 48 h post-transfection.
Although the level of mature C protein expressed in BHK cells was
higher than that observed after DENV infection, most of the
expressed C protein also accumulated around LDs (Fig. 2C). This

analysis indicates that the mature C protein, in the absence of

other viral components, i able to assodate to LDs.

Specific amino acids in the 22 helix are involved in C
association to LDs

The molecular basis of C protein association to LIs was then
investigated. To this end, we used the model proposed for DENV
C interaction with cellular membranes based on the structural
informarion previously obtained by NMRE [253]. The model
implicates a concave shaped hydrophobic cleft including amino
acids of &l and %2 helices and the connecting loop (Fig. 3A, left
panel). We also considered the information provided in previous
analysis describing a flavivirus conserved internal hydrophobic
region, spanning amino acids 46 to 66 (%2 and %3) in DENV,
which was proposed to interact with ER membranes [9]. Amino
acids substitutions of residues around the hydrophobic cleft were
designed in the context of the full length DENV genome as
described in Fig. 3A, and localization of the C protein was
followed by confocal microscopy after RNA transfection. Substi-
wtions of uncharged amino acids in @l helix or in the al-a2
connecting loop resulted in O proteins that accumulated in LIs,
similar to that ohserved with the WT' virus (Fig. 3B). In addition,
deletion of the complete %2 helix or substitution of hydrophobic
amino acids within 23 resulted in the synthesis of an unstable C
protein that was barely detected by immunofluorescence (data not
shown). Interestingly, a substitution of the two hydrophobic
residues (L30 and L54) within 22 that are facing outwards from
the «2— 5‘.‘2’ plane, rendered a C protein that was distributed
throughout the cytoplasm without evident association to LIs
(Fig. 3B, Mut 22}, providing evidence of an important role of these
amino acids in C protein-membrane association.

To better define the role of 150 and 154 on C targeting to LDs,
we designed the individual mutants L30S (Mutr «2.1) and L5345
(Mur 22.2). Localization of C after RNA transfection showed a
defect in the distribution of these proteins in the cytoplasm when

compared with the W (Fig. 3C). We cbserved the presence of

Mut 2.1 and Mut 22.2 C proteins throughout the cytoplasm;
however, in contrast to that observed with the Mut %2, small
patches of Mut 22,1 and Mut 22.2 C proteins were detected on
LDs (Fig. 3C). These results indicate that both amino acids, L50
and 154, are necessary for proper targeting of C to LDs.

Mutant o2 retains the ability to bind RNA and to dimerize
in solution

To investigate whether the mutation L303-1.545 alters C
protein folding, dimerization, or RNA binding, biochemical
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properties of the recombinant proteins were analyzed. The mature
WT and mutated C proteins were cloned in an expression vector
in the absence of a tag. Purification was performed by heparin
columns and gel filration. Expression and purification of the
Crspsisss mutant were indistinguishable from the WT protein
(Fig. 4A). The oligomerization state of the proteins was determined
by size excdusion chromartography and light scattering. Single picks
corresponding to molecular weights of 238 and 24.9 kDa were
obtained for the Gy and the Cpspgisss respectively, which are
consistent with dimer formation.

To determine whether the mutation could interfere with the
ability of the C protein to bind RNA, mobility shifi and filter
binding assays were performed to estimate the dissociation
constants. A radiolabeled BNA was used for titration with
different concentrations of Cywr or Crspsisses. The dissociation
constants were not significantly different, 22 nM and 20 nM for
the WT and the mutant, respectively (Fig. 4B and 4C). The results
indicate that the 1.505-1.545 mutation introduced in the C protein
did not alter protein folding or other known properties of the
protein.

Association of C to LDs is necessary for DENV replication
To investigate the effect of mutating C on DENV replication,

cells were transfected with WT or mutant RNAs that produce
stable C proteins (Murt al, Murt al—22 loop, Mut o2, Mur 22.1,
and Mut 22.2). Viral replication in ransfected cells was evaluated
by immunofluorescence as a function of time and by assessing the
production of infectious viral particles by plaque assay. Mut «l
and Mut 2142 loop produced titers similar to the WT at 24, 48
and 72 h (Fig. 5A). After 96 h the titers decreased due to extensive
cytopathic effect and death of the transfected cells. In contrast, the
titers for Mur 421 and Mur 22.2 were about two orders of
magnitude lower than that for the parental virus. In addition, no
viral particles were detected in the supernatants of cells transfected
with Mut 22 up to 5 days post-wansfection (Fig. 5A). Furthermore,
the immunofluorescence assays indicated that while the WT, Mut
al, and Mut al-22 loop showed the complete monolayer antigen-
positive for DENV at day 3, Mut 2.1 and Mut 22.2 showed a
propagation delay, and no viral propagation was detected in cells
transfected with Mut %2 until day 15 (dara not shown). The results
indicate that mutations that alter C targeting to 1Ds produced
defects in viral replication.

T'o investigate whether the viruses carrying the mutations in the
a2 helix produced wviral particles that were not infectious, we
determined the presence of the viral envelope (E) protein in the
media. Western blot analysis indicated that the amount of the E
protein released from cells rransfected with Mur 2.1 and 2.2 was
less than 5% of that observed with the WI' (Fig. 5B). In addition,
the E protein was undetectable in the media of cells ransfecred
with Mut 22 RNA. Moreover, viral RNA was quantified in the
media of cells infected with WT, Mut 2.1, and %2.2 using real
tme KT-PCR (Fig. 5C). The amount of viral RNA detected for
both mutants was about two logs lower than that for the parental
virus, which correlated with the amount of infectious particles
produced in Fig. 3A. These results indicate that the mutations in
the %2 helix of the C protein impair the production of DENWV
particles.

Dissecting cis-acting RNA replication signals from the C
coding sequence

We have recently developed a DENV reporter system to
evaluate each step of DENV replication [33]. To further
characterize the defect of the DENV C murants, we introduced
the substitutions in the reporter virus (DV-R). Controls and

October 2009 | Volume 5 | Issue 10 | e1000632



Lipid Droplets Are Necessary for DENV Production

Mut o.1: V26S-L.29S
Mut a1-12 loop: L36S-L39S
Mut o2: L50S-L54S

Figure 3. Amino acids within the a2 helix of C are necessary to direct the protein to LDs. A. Ribbon diagram of the dimer structure of
DENV C protein [25). The four « helices (%1 to «4) are indicated in each monomer. The hydrophobic cleft proposed to interact with membranes is also
shown. On the right, the location of amino acids that were mutated in the DENV infectious clone is indicated in the structure (Mut 21, Mut a1-22
loop, and Mut %2). B. Distribution of the C protein and lipid droplets in cells transfected with mutated DENV RNAs. BHK cells transfected with the WT
or mutated RNAs containing the substitutions indicated in A were analyzed by immunofluorescence and confocal microscopy. The C protein and lipid
droplets were localized by anti-C antibodies (green) and BODIPY (red), respectively. C. Amino acids L50 and L54 are necessary for targeting C to LDs.
BHK cells transfected with DENV RNAs carrying the individual substitutions L50S (Mut 22.1) or L54S (Mut %2.2) were used to analyze the localization of
the mutated C proteins and LDs as described above.

doi:10.1371/journal.ppat.1000632.g003
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Figure 4. Biochemical properties of recombinant C protein with
substitution L505-L545. A. High expression levels and dimerization
of Cur and Cpens15as. SDS-PAGE stained with coomassie blue showing
similar expression levels of the recombinant proteins. The molecular
mass obtained by size exdusion chromatography (SEC) and light
scattering for both proteins are indicated. B. Interaction of Cyy and
C 505 1545 with the DENV 5'UTR RNA probe monitored by filter binding
assay. Uniformly ““P labeled RMA (0.1 nM) was incubated with
increasing concentrations of the respective C protein. Bound indicates
RNA-protein complexes retained in the nitrocellulose membrane and
free denotes the unbound probes retained in the nylon membrane. The
RMA probes bound and free in each membrane were visualized by
Phospholmaging. €. Quantification of the percentage of RNA probe
bound was plotted as a function of C concentration and fitted using
equation 1 (see Materials and methods). The dissociation constants Kds
are indicated inside the plot.

doi10.1371/journal ppat. 100063 2.9004

mutated viral RNAs were transfected in BHK cells and luciferase
activity was monitored as a function of ime as previously reported
[33]. Unexpectedly, transfection of Mut 22 DV-R showed a
delayed increase in luciferase activity during viral RNA synthesis
(dara not shown). Becanse flavivirus structural proteins do not
participate in viral RNA amplification [34,35], this observation
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was puzzling. It i possible that the substtution introduced in the
42 helix alters ENA structures present in the C coding sequence
that have been previously reported to be invdved in genome
cyclization and ENA amplificarion [3]. In fact, the presence of
overlapping signals in the viral genome has been a limitation in
studving the effect of mutations in the N-terminus of C on viral
encapsidation. Thus, to properly analyze the defects in replication
of DENV O mutants, we designed a new DENWV reporter system
dissociating the cis-acting signals from the O coding region. To this
end, we introduced a duplication of the first 104 nucleotides of the
C coding region, called here the cis-acting element CAE (including
the previously described cHP and the cyelization sequence 5'CS)
|36-38]. The CAE was fused to the luciferase coding region
followed by the complete DENV ORF (Fig. 6A, monocistronic
DENV reporter, mDV-R). Between the luciferase and the DENW
structural proteins an FMDWV2A protease was introduced to
ensure the release of the reporter protein. In summary, the new
reporter DENV contained a physical separation of the CAE
sequences and the O coding region. Transfection of the mDV-E
EMNA resulted in efficient viral replication and production of
infeetious viral particles (Fig. 6B and C, WT).

To investigate the replication of mutants in the o2 helix thar
impair LI} association without altering the ds-acting RNA
elements, Mur 22, Mur %2.1, and Mut %2.2 were introduced in
the mDV-E. The ENAs corresponding to the mDV-R W, the
three mutants in the 22 helix, the propagation impaired mutant
containing the complete deletion of C coding sequence (Mut AC),
or the replication impaired mutant carrying a substitution in the
polymerase NS5 (Mut NS3), were transfected into BHK cells
(Fig. 6B). The Mut AC mID'V-R showed luciferase levels ar 24 and
48 h post-transfection that were indistinguishable from the WT
mDV-R levels, confirming that the C protein is dispensable for
RMNA synthesis and indicating that the duplication of the CAE was
fully functional (Fig. 6B, compare Mut AC with the positive and
negative controls, W and Mut NS5, respectively). Similarly, Mut
a2 1 and Mut 22.2 translated and replicated the RNA efficiently.
In contrast, while the Mut 22 ENA was translated as the parental
RNA (see luciferase activity at 4 h post-transfection), the luciferase
levels detected ar 24 and 48 h were reduced about 40 fold in
respect to the WT control [Fig. 6B). These results indicate that
while deletion of the complete O protein or the individual
mutations L5305 and 1545 did not affect DENV ENA synthesis,
the more drastic change that included both substitutions did, and
this effect was not due to alteration of the ds-acting elements.

To analyze the ability of the mutants in the C protein w
produce reporter infectious particles, we collected the supernatants
of the rranstected cells as a function of time and used them to infect
fresh BHK cells. As expected, the luciferase acrivity in cells
infeeted with the media obtained from cells rransfected with Mut
AC was undetectable (Fig. 6C). Similarly, the Mut %2 failed to
produce viral particles. After infection with the media of cells
transfected with Mur o2.1 or Mur 22.2, berween 50 and 200 fold
lower luciferase activity than that with WT mDV-R was observed.
These results confirm a direct role of amino acids L50 and 154 on
viral particle formation.

The decreased level of ENA amplification of Mut 92 presented
in Fig. 6B was unexplained; thus, we decded to further analyze
this observation. Knowing that the C protein has high affinity for
RNA molecules, a plausible explanation could be that a
mistargeted O protein, which accumulates in the cytoplasm,
prematurely binds the viral RNA or interacts with other factor
involved in viral RNA replication. To analyze this possibility, we
studied the RNA synthesis of WT DENV in cells producing the
WT or mutated C proteins in trans. BHK cells expressing a
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Figure 5. Targeting the C protein to LDs is necessary for DENV production. A. The media of BHK cells transfected with DENV RNA WT or
mutants (Mut 21, Mut «1-32 loop, Mut %2, Mut «2.1, and Mut «2.2) were collected as a function of time post-transfection and used to quantify the
amount of infectious particles by plaque assay in BHK cells. The plot indicates the plague forming units per ml at different times post-transfection. B.
The secreted enveloped protein E was analyzed in the supernatant of transfected cells by western blot as previously described [33]. €. BHK cells were
infected with a multiplicity of infection of 0.1 of WT, Mut 2.1, and Mut 2.2 viruses. The viral RNA& was quantified by real time RT-PCR in the media

obtained 24 h post-infection.
doi10.1371/journal ppat. 100063 29005

mature form of Cuwr or Cpsaspses were transfected with the WT
reporter DENV RNA, and luciferase activity was monitored as a
function of time. Over-expression of Cyep or O go4 545 proteins
was not toxic for BHK cells as determined by MTS assays. Cells
expressing Uy showed accumulation of the viral protein in LDs,
while the ones expressing Cisosises showed a  cytoplasmic
distribution without a significant accumulation in LDs (Fig. 61D,
right panel). Luciferase activity was determined in cells ar 4, 24, 48
and 72 h post-transfection (Fig. G613 Cells expressing the Gy
showed luciferase levels at 48 and 72 h about 10 and 30 fold
higher, respectively, than those in cells expressing the Cyspsisas.
These results suggest that the mutated protein expressed in trans
was able to decrease the level of viral RNA amplification.

Taken together, the new reporter DENV allowed us to
dissociate the processes of RNA replication and encapsidation,
demonstrated that C is dispensable for RNA synthesis, and
confirmed an important role of amino acids 150 and L54 in viral
particle formation, In addition, the results suggest that a
midlocalized C protein could interfere with viral RNA synthesis,
providing evidence for a possible role of LI in coordinating
different viral processes.

LDs as target for DENV inhibition

Here, we found that targeting C protein to LIDs is necessary for
DENV particles formation. In addition, we observed that viral
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infection increases the amount of LDs. Based on these findings, we
hypothesized that interfering with LIs formation/metabolism
could be a means for antiviral intervention. To prove this idea, we
used a fatty acikd synthase inhibitor ((073) that was previously
designed for obesity control [39—41]. It has been reported that this
drug reduces the amount of Ll in the cell and inhibits pre-
adipocyte differentiation. First, we analyzed the effect of C75 on
the amount of LDs in DENV-infected and non-infected cells. The
concentration of drug used was determined to be non-toxic for
BHK cells {data not shown). (Quantitative analyses of LIDs in BHK
cells showed that concentrations between 10 and 20 pM of drug
decreased the amount of LI} in DENV-infected and mock-infected
cells (Fig. 7A). To determine the effect of €75 on viral replication,
cells were treated with 10 and 20 pM of compound, infected with
DENV?2 using a multiplicity of infection of 1, and viral titers were
determined at 24 and 48 h post-infection by plaque assay (Fig. 7B).
Using 20 pM of C75, a drop in two orders of magnitude in the
viral titer at 48 h and complete inhibition of viral replication at
24 h were observed. Similar results were obtained when €75
treated HepG2 cells were infected with DENV (data not shown).
To determine how the drug affects each step of viral replication,
the reporter DENV was used. Luciferase activity was measured in
extracts of BHK cells infected with mDV-R in the presence or
ahsence of G753, At 10 h post-infection the luciferase levels were
unaffected by the inhibitor, suggesting that the drug was not

October 2009 | Volume 5 | Issue 10 | e1000632
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Figure 6. A new reporter virus that allows dissociation of cis-
acting RNA elements from the capsid coding region confirms a
role of L50 and L54 in DENV particle formation. A. Construction
of a novel monocistronic DENV reporter system. At the top, schematic
representation of the cis-acting replication elements located at the 5°
end of the DENV genome. The promoter stem-loop A (SLA), the
cyclization sequence upstream of the AUG (5'UAR), the replication
element cHP, and the cydization sequence 5°CS are indicated. In the
middle, the corresponding region of DENV polyprotein is shown. At the
bottom, a schematic representation of the monocistronic DENV
reporter construct (mDV-R) showing the duplication of the cis-acting
elements (CAE) and the location of the luciferase and the viral proteins.
B. Translation and replication of mutant mDV-R RNAs, BHE cells were
transfected with DENV RMNAs corresponding to the mDV-R WT, Mut AC
with the complete deletion of C coding sequence, Mut 22,1, Mut a2.2,
Mut =2, and Mut NS5, which carries a mutation in the catalytic GDD
maotif of the viral polymerase. Luciferase activity was measured as a
function of time for each RNA as indicated at the bottom. €. Mutations
in the «2 helix of the C protein impair viral particle formation. The
media of the transfected cells from the experiment shown in B was
collected at the indicated times and used to infect fresh cells. Luciferase
activity was measured 48 h post-infection for each virus as indicated at
the bottom. D. A& matured form of C g sqs protein expressed in BHK
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cells decreased the levels of DENV RNA synthesis. Immunofluorescence
of BHE cells expressing the DENV Cyr or Cisag ses probed with anti C
(green) and stained with Bodipy (red) for lipid droplets are shown in the
right panel. The cells transfected with DV-R RNA WT were used to
measure luciferase activity as a function of time, as indicated in the left
panel

doi10.137 1/journal ppat. 1000632 .g006

interfering with viral entry or translation (Fig. 7C, left panel). At 24
and 48 h post-infection a reduction of luciferase levels of about 4-
fold was observed, which corresponds to a decrease in RNA
amplification. To investigate the effect of the drug on infectious
viral particle formation, the media from cells subjected to each
trearment was collected 48 h after infection and wsed to infect
fresh cells in the absence of C75. At this time, an mhibition of
maore than 1000-fold was observed, indicating a profound effect of
€75 on viral particle production (Fig. 71). These results indicate
that altering the LI) metabolism can be a means to block DENV
replication.

Discussion

Genome packaging i one of the most obscure steps of the
flavivirus life cycle. Here, we provide the first evidence linking
DENV partide formation with ER derived LI)s. We found that
DENV infected cells accumulate the C protein around LIDs and
this localization is crucial for infectious particle formation. Specific
hydrophobic amino acids were identified as key determinant for
LD association. In addition, we developed a new genetic tool to
excdude cis-acting ENA replication signals from the C coding
sequence. Using this system, we found that mislocalization of a
mutated C protein interferes with DENYV ENA synthesis. Our
studies support the idea that DENV exploits 1LDs for multiple
purposes during DENV replication. Furthermore, relevant to the
urgent need for antiviral strategies against DENV, we report that
pharmacologic alteration of LI} metabolism also inhibits DENY
replication in cell culture.

Structural features of Flaviviridae C proteins and their
association to LD

Flavivinus 15 one of the three genera of the Floworide family
together with the Hepact- and Festivirus |2]. The © proteins of the
three genera do not exhibit significant sequence homology or
common domain organization. However, they are all dimeric,
basic proteins with an overall helical fold, responsible for genome
packaging. In addition, a recent report has suggested a common
EMNA chaperone activity for these O proteins [42]. Hepacvirus
mature core proteins are about 170 amino acids in length and
consist of two domains, a highly basic N-terminal domain (D1) and
a hydrophobic C-terminal domain (1D2) [43]. In contrast, pesti-
and flavivirus  proteins are shorter, between 90 to 100 residues,
lacking a D2 domain. Compelling evidence has been accumulated
in recent years supporting the idea that HCV particle formation
requires O protein association to LDs, and that the D2 domain is
responsible for targeting C to this organelle [28,2944-49].
Because the flavivirus C proteins lack a D2 domain, an association
of DENV C protein to LI)s was unexpected.

Using DENV-infected cells, we found that the C protein
accumulated on LI)s. Hydrophobic residues in the a2 helix of
DENV C were defined as important determinants for LI
association and viral particle formation. In contrast, mutations of
uncharged residues in 41 helix or in the connecting loop between
al and «2 helices did not aler LI} association or wiral
propagation. The importance of an internal hydrophobic region
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Figure 7. Pharmacological inhibition of lipid droplets accumulation impairs DENV replication. A. Effect of C75 on the amount of lipid
droplets in BHK cells. The amount of lipid droplets was quantified in BHK cells treated with different concentrations of C75. Control or DENV infected
BHEK cells were used. B. Inhibition of DENV replication in cells treated with C75. The amount of infectious viral particles produced at 24 and 48 h post-
infection in BHK cells were evaluated by plague assays in control or C75 treated cells as indicated. Error bars indicate the SD of three independent
experiments. C. Effect of C75 on each step of the replication of the mDV-R. Viral stocks of the reporter mDV-R were used to infect BHK cells in the
presence and absence C75. Luciferase activity was evaluated at 10 h post-infection to evaluate entry and translation (left panel), and at 24 and 48 h
to evaluate RNA synthesis (right panel). D. The producton of infectious viral particles produced in the experiment described in C was evaluated by
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doi:10.1371/journal ppat. 100063 2.g007

inchuding the 22 helix was originally described in DENV4, and including %1 and &2 were lethal. Using DENV, we observed that

maore recently was reported to be necessary for efficient mutations of amino acids L30 or L34 within a2 helix of C greatly
propagation of different flaviviruses [9,50-52]. A recent smudy decrease viral partide formation. These results are in agreement
using WNV reported that deletions within the most hvdrophobic with a previous study, in which a delegon of residues 42 to 59 in
section of o2 helix (LALLAFF) impaired viral propagation [33]. DENV C protein in 22 impaired viral propagation [52].
However, pseudorevertants with extended deletions of C from According to our findings, hydrophobic amino acids within the
amino acd 40 to 76 were recovered in culmire. These results 22 helix in the center of DENV C protein would function as the
indicated that a large deletion of about 36 amino acids was better hepacivirus (- terminus D2 domain in targeting the protein to
tolerated than 4-7 amino acid deletions in the hydrophobic LIDs. We conchude that hepaci- and flaviviruses use distinet
region, suggesting that a short version of the C protein could form structural fearures of the C protein for subcellular localizanon,
nucleocapsids by an  alternative mechanism. A remarkable suggesting a convergent evolution of these wviral proteins. It
functional flexibility of the C protein was ohserved in TBEV, in remains to be examined whether the pestvirus C proteins also
which deletions from 19 to 30 residues were rescued by second site accumulate on LDs.

mutations increasing the hydrophobicty of the protein [51,54].
Studies using a YF replicon trans-packaging system demonstrared Biological significance of LD in DENV replication

that large deletions in the N and C terminal regions of protein C Viral infecoon could modulate a range of host cell functions and
were tolerated [30]. In the same report, using a YFV infectious usurp the cellular crganization to facilitate viral spread. Although
clone, it was shown that the C prowin with deletions of the x1 viral rranslation, RNA amplification, and encapsidation must be
helix resulted in small plaque phenotypes, while deletions temporally and spatially regulated in the eytoplasm of the infecred
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cell, the mechanisms by which flaviviruses coordinate these
processes are still unclear. Here, we constructed a new genetic
tool to dissociate overlapping signals for DENV RNA replication
and encapsidation (mDVR, Fig. 6A). This toal allowed us to
confirm that complete deletion of the C protein did not alter viral
RNA translation or RNA synthesis. The substitution L30S or
L5345, which altered C targeting to LDs, resulted in viruses that
translated and replicated the ENA effidently but had defects in
infectious partide production (Fig. 6B and (). These viruses
released reduced amounts of viral E protein and wviral BNA,
supporting the idea that C association to LDs & necessary for viral
particle formation (Fig. 5). The double mutant (L305+1.545),
which abolished protein association to LDs and impaired viral
particle production, was also found to delay amplification of viral
RNA (Fig. 6B, Mut 22). It is possible that accumulation of this
mutated C protein in the cytoplasm could interact with the viral

RNA and interfere with genome amplification. A biological rale of

L.Ds as transient depots to store or sequester proteins that are in
temporary excess has been previously reported [35]. Sequestration
of histones on LDs that are released during development has been
demonstrated [33]. Therefore, similarly tw that observed with
histones, LDs could temporally control wviral processes by
regulating the availability of the highly basic C protein in the
cytoplasm of infected cells. Interestingly, localization of C on LDs
was also observed in mosquito cells, suggesting a conserved
function of these organelles in viral replication in different hosts.

The place and the mechanism by which the C protein recruits
the viral RNA to form the nucleocapsid in the infected cell are still
unclear. Because a dynamic shift of proteins and lipids between the
ER and the LI} has been reported (for review see [30]), it is
possible that C 15 stored on LIk early during infection to be then
mobilized to the ER membrane for pamicle morphogenesis.
Alternatively, the genomic RNA could interact with C on the
surface of L.Ds to form the nucleocapsids, which could be then
transferred to the ER. membrane for new viral particles formartion.

We observed that DENV infection increases the amount of LDs
per cell (Fig. 1C). A recent functional genomic screen revealed a

number of genes involved in LI formation and the regulation of

their number, morphology, and distribution in the cell [56]. Thus,
it will be important to investigate how DENV alters these

pathways to increase the formation of new LIk or change the half

life of the already existing ones. In addition, it will be interesting to
examine the effect of the C protein on the enzymatic activities
involved in lipid metabolism that have been found associated to
LDs. In the case of HOV, interaction of the C protein with LIs
was linked to increased lipid accumulation and hepatic steatosis in
transgenic mice [57,58]. Because liver steatosis has been also
observed in DENV-infected mice and fatal cases of DHF in
humans [59,60], it is relevant to investigate a possible correlation
between LI accumulation in infected tissues and DENV
pathogenesis.

The properties of LI} have attracted considerable interest
because of the link between enhanced fat storage and human
diseases such as obesity, inflammaton, and cancer. In recent vears
different compounds that affect the accumulation and metabolism
of LI)s have heen developed [61-63]. Here, we found that a fatty
ackl synthase inhibitor (C75) that decreased the amount of LIDs in
DENV-infected and uninfected cells, also inhibited dengue
replication 100 to 1000 fold (Fig. 7B). Using a luciferase DENV
reporter system, we observed that G735 did not alter viral entry or
viral translation. Although the most pronounced inhibition was
observed in the production of infectious viral particle, a low but
significant reduction of RNA synthesis was also detected. This
effect could be due to alteration of the metabolism of lipids, which
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are components of the replication complexes. In addition, the
decreased amount of LIDs observed with C75 could account for
the large reduction in viral particles produced.

Currently, dengue fever and dengue hemorrhagic fever are a
tremendous social and economic burden on the world population.
We believe that uncovering molecular details of the DENV life
cyele and understanding the host pathogen interaction will aid the
search for novel anti-dengue strategies.

Materials and Methods

Ethics statement

Research involving animals was approved by the IACUC of the
Leloir Institute fully complying with the National Institute of
Health (NIH, USA) guidelines.

Cells and viruses

Baby hamster kidney cells (BHK-21) were cultured in minimum
essential medium alpha supplemented with 10% fetal bovine
serum, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin. Human
hepatocellular liver carcinoma cell line (Hep(2) was culured in
minimum essential medium supplemented with 10% fetal bovine
serum, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomyein and 0.01%
sodium pyruvate. C6/36 HT mosquito cells from A albopictus,
adapted to grow at 33°C, were oliured in L-15 Medium
(Leibovitz) supplemented with (1.3% tryptose phosphate broth,
0.02% glutamine, 1% MEM non-essential amino acids solution
and 5% fetal bovine serum. Stocks of DENV serotype 2 16681
were prepared in mosquito C6/36 cells and used two infect the
different cell lines as indicated in each case.

Construction of recombinant DENVs

The desired mutations were introduced in a DENV type 2
cDNA clone [(4] (GenBank accession number UB7411) by
replacing the Sad-Sphl fragment of the WT plasmid with the
respective fragment derived from an overlapping PCR. The
sequence of the oligonucleotides used as primers for all the PCR
reactions are listed in Table 1. To generate the plasmids carrying
the mutations 1508, L5345, 13051545, L365-1.398 and V265
L2958, common outside primers 101 and 239 were used. Mutarion
L5305 was generated using the inside primers 1035 and 1036,
mutation L34S using primers 1037 and 1038, mutation L5305
L5345 using primers 833 and 832, mutation L365-L395 with
primers 1050 and 1049, and mutation V265-L298 with primers
1054 and 10533,

Bidistronic dengue virus reporter constructs {DV-R) containing
the reporter Renilla luciferase was previously described [33]. The
monocistronic DENV reporter construct was build using a
previously described plasmid pD2/1CAfAIL [35] including an
additional Ned restriction site at nucleotide 244 (pD2/1CAMI-
Nodl). To facilitate insertion of the Renilla luciferase gene (Riuc), we
generated an intermediate plasmid derived from pRL-CMV
(Promega). Using unique Sacl and BBl restriction sites, we
introduced the complete DENV 5'UTR followed by the first 104
nucleotides of the coding sequence of C, using primers 101 and 7.
The resulting plasmid was used to introduce downstream of Riuc
the FMDV2A protease coding sequence (QLINFDLLKIAGD-
VESNPGP) fused to the capsid protein. The fragment carrying
FMDV2A fused to DENV sequences was generated by overlap-
ping PCR using for the first PCR primers 273 and 516, and for the
second PCR primers 517 and 241. The overlapping PCR product
was digested with Sacl-Nofl restriction enzymes and introduced
into homologous restriction sites within pD2/1CAAL-Motl. To
generate mDV-R Mut L3505, mDV-R Mut L3545, and mDV-R
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Table 1. Sequence of oligonucleotides.

# Sequence

o GTGGGTTCGAAAGTGAGAATCTCTTTGTCAGET

101 TCCAGACTTTACGAAACACG

239 TCTGTGAT GGAACTCTGTGG

241 TITGACATTCCTATGCAACG

73 GAATTCGAGCTCACGC GTAAATTTAATACGACTCACTATAAGTTG-
TTAGTCTACGTGG

487 ATCTCTGCCATGGETAATAACCAACGGAAAAAGGEG

489 TGCAGAGGATCCTCATTATCTGE GTCTCCTATICAAGATG

516 GACGTCTCCCGCAAGCTTGAGAAGGTC AAAATT CAACAGCTGTT-
GTTCATTTTTGAGAACTCGC

517 CITCTCAAGE TTGOGGGAGACGT CGAGTC CAACCC TGGGOCAAT-
GAATAACCAACGGAAAAAGECG

595 GTGATGATTTACCAAAAATGTTTATTGAATCGG

832 GGAAACGTGAGAACGCCACTGAGGLCATGAACAGTTTTAATGG

833 CATGGCCTCAGTGGLGT TCTCACGT TTCCTA ACAATCCCACT

€47 ATCTCTCTTAAGATGAATAACCAACGGAAAAAGS

1030 GECAAGCTTGAGTAAATCAAAATTTAGGAGCTGTTGTICATTTIT-
GAGAACC

1031 TTCTCAAAAATGAACAACAGC TCCTAAATTTTGATTT ACTCAAGC-
TIGCCGGEE

1025 GGAAACGAAGGAACGCCACTGAGGCCATGAACAGTTITAATGG

1026 CATGGCCTCAGTGGCGT TCCTTCGT TTCC TAACAATCCCACC

1037 GGAAACGTGAGAACGCC ACC AGGGCCATGAACAGTTTTAATGG

1038 CATGGCCCTGGTGGCGTTCTCACGTTTCCTAACAATCCCACT

1049 CGTCCCTGTGACATTCCOGATGAGAATCTCTTTGTCAG

1050 GAGATTCTCATCGGGAATGT CAC AGGGAC GAGGACC

1054 COGCGTGTOGACTICACAACAGTC AACAAAGAGATTCTCACTTGE

1053 CTCTTTGTTGACTGTT GTGAAGTCGACACGCGGTTTCTCTCGE

doiz10.1371 floumal ppat.1 00063 24001

Mut L505-1545 an overlapping PCR was performed with the
common primers 595 and 239, The sense and antisense primers
used to generate each of the mutations were the same as described
above. For mutant mDV-R AC, a fragment carrying the deletion
of mamure C protein was generated by overlapping PCR using the
following primers: PCR1 primer sense 595 and primer antisense
1030; and PCRZ primer sense 1031 and primer antisense 239.
The overlapping PCR product was cloned into the mDV-R ¢DNA
using the unique restriction sites Sacl-Spil.

RNA transcription, transfection, and viral recovery

Wild-type (WT') or mutant DENV plasmids were linearized with
Abal and used as templates for 17 RNA polymerase transcription
in the presence of m7GpppA cap analog. RNA transcripts (5 pg)
were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) into BHEK-
21 or HepG2 cells grown in 60-mm-diameter tissue culture dishes.
Supernatants were harvested at the indicated tmes post-
transfection and wsed to quantify infectious DENV particles by
plaque assays as previously described [33]. Quanufication of viral
RNA was performed by real time RT-PCR using TagMan
technology as previously described |33].

Immunofluorescence assay

BHK-21, Hep(2, and CG/356 cells were seeded into 24-well
plates containing glass coverslips. Twenty four hours after, they
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were infected with a DENWVZ stock using a multiplicity of infection
of 10. At the indicated times the coverslips were removed and the
cells were fixed in paraformaldehyde 4%, sucrose 4%, PBS pH 7.4
at room temperature for 20 minutes. Alternatively, they were fixed
in methanol for 20 minutes at —20°C. Cells were then permeated
with 0.1% Triton X-100 for 4 minutes at room temperature.
Rabbit polyclonal antibodies against C were obtained in our
laboratory as describe below. A 1:1000 dilurion of this ant-C
antibody in PBS-0.2% gelatin was used. Goat anti-rabbit 1gGG Cy3
conjugated (Jackson Immuno Research) were used at 1:300
dilution. For lipid droplets staining cells were incubated with
BODIPY 493/503 [44-difluoro 1,3,5,7.8 pentamethyl 4-bora
3a,4a~diaza-s-indacene) (Molecular Probes) at 1:500 dilution,
I uM. For detection of ADRP, a commerdal mouse monoclonal
antibody (ARP American Research Products, Inc) was used 1/100
in PBS-gelatine. Cy3 AffiniPure Donkey Anti-mouse IgG antibody
{Jackson ImmunoReserch) was used 1/500 in PBS-gelatine. Cells
were mounted on glass slides and images were obtained with a
Zeiss axioplant confocal microscopy. To maintain the consistency
of the green color for the C protein, the color of BODIFY was
changed to red. For immunofluorescence of transfected cells, the
procedure was the same as the one described for infections.

Purification of recombinant C protein in E. coli and
production of antibodies

The coding sequences of the mature C protein (amino acids 1-
100) were obtained by PCR from the DENV type 2 cDNA clone
[64] using the sense primer 487 carrying the restriction site Neol and
the antisense primer 489 with the restriction site BamH1. The PCR
product was digested and cloned nto the expression vector pE'T-
15b (Nowagen). Protein expression was performed in the E ol
strain BL21 Rosetta (DE3jpLysS (Novagen). The bacterial culmire
Was grown at 37°C until ODgpp = 1, induced with 1 mM IPTG and
incubated at 18°C overnight. C protein from soluble fraction was
first purified using heparin affinity chromatography, ehited with a
gradient from 0.2 M tw 2 M of NaCl in 50 mM NaH,PO,
(pH 7.5). Fractions containing the protein were collected and
further purified by size excdusion chromatography using a Superdex
75 column (GE Healtheare]. Highly purified fractions of O protein
were aliquoted and stored at —70°C in eluted buffer containing
200 mM  NaH PO, (pH 6) and 500 mM NaCl. Palyclonal
antibodies were obtained by inoculating rabbits three times with
0.2 mg of the purified C protein with Freund’s adjuvant (SIGMA).
Four days before sacrificing the animals, a booster of C without the
adjuvant was injected. The anribodies obtained were evaluared for
spedficity using western blots and ELISA emploving infected and
non-infected BHK cell extracts and supernatants.

Eukaryotic expression of mature C protein

The coding sequences of the mature C protein (amino acids 1 o
100) derived from DENV type 2 were obtained by PCR using the
sense primer 947 carrying the restiction site AfIl and the
antisense primer 469 with the restriction site Baonfl. The PCR
product was digested and cloned in the eukaryotic expression
plasmid pcDNAG/V5-HisB (Invitrogen). Purified plasmid (2 pg)
was transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) into BHK-
21 cells grown in 24-well plates containing a 1-cm? coverslip. At
different time points after transfection the coverslips were fixed
and directly used for IFA.

Lipid droplet counting

Cells were fixed as described for the immunofluorescence assay
and then treated as follows: rinsed in 0.1 M cacodylare buffer,
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incubated with 1.5% (3504 (30 min), rinsed in H,0), immersed in
1.0% thiocarbohvdrazide (5 min), nnsed n 0.1 M cacodylate
buffer, incubated n 1.5% (s04 (3 min), rinsed in distilled water,
and then dried for further analyses. The morphology of fixed cells
was observed, and lipid droplets were enumerated by light
micrascopy with x100 objective lens. The total amount of lipid
droplets was counted in 50 consecutive cells. For each determi-
nation the experiment was done in triplicates.

Isolation of lipid droplets by subcellular fractionation

Lipid droplets were isolated by sucrose gradients as we
previously described [41]. Briefly, DENV infected BHK cells in
20 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 100 mM KCI buffer
(pH 7.4) containing a protease inhibitors cocktail were disrupred
by nitrogen cavitation at 7000 for 5 min at 4°C and collected in
an equal volume of buffer containing 1.08 M sucrose. The
homogenates were centrifuged to remove the nucleus and the
supernatant were overlaid with 2 ml each of 0.27 M sucrose
buffer, 0.13 M sucrose buffer, and top buffer (25 mM Tris HCI,
I mM EDTA, and 1 mM EGTA). The gradient was centrifuged
at 250,000 g 1 h ar 4°C. The fractions collected from the top
contained 11D, cytosol, microsomal fraction, and pellet. Proteins
from these fractions were precipitated overnight with TCA,
washed with cold acetone, and analyzed by western blot using
anti-C and ant-ADRP (guinea pig ant- ADRP pn}ydnn.al
antibodies, Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ). The activity
of lactate dehydrogenase (LIDDH) was measuned using the CytoTox
96 kit (Promega) to discard cytosolic contamination in the LD
fraction.

RNA-binding assays

The interaction of the C protein with RNA was analyzed by
filter-binding assays (FBA). Uniformly **P-labeled RNA probe
corresponding to the viral 5° terminal region (nuecleotides 1-160)
was obtained by in vitro rranscription using 17 RNA polymerase
and purified on 5% poly-acrylamide gels—6 M urea. The binding
reactions contained 50 mM NaH;PO4 (pH 6), 150 mM NaCl,
0.02% tween 20, 0.1 nM *?P-labeled probe, and increasing
concentrations of C protein (0, 3.75, 7.5, 15, 30, 60, 125, 250,
500, and 1000 nM). For FBA, Nirocellulose (Protran BA 83,
Whatman-Schleider& Schuell) and Hybond N+ nylon (Amersham
Bioscence] membranes were pre-soaked in binding buffer 50 mM
NaHzPO; (pH 6), 150 mM NaCl, 0.02% rween 20 and assembled
in a dot-blot apparatus. A 20-pL. aliquot of each protein-RNA
mixture was applied to the filters and rinsed with 100 pl. of
binding buffer. Membranes were air-dried and wvisualized by
Phospholmaging analysis. The macroscopic binding constants
were estimated by nonlinear regression (Sigma Plot), firting
Eguation I Bound % = Boundmax-|Prot] /(Ad+|Prot]), where
Bound % is the percentage of bound RNA, Boundmax is the
maximal percentage of RNA competent for binding, [Prot| is the
concentration of purified C protein, and Ad i the apparent
dissociation constant.
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Determination of C protein molecular weight by Static

Light Scattering (SLS)

The average molecular weight (MW) of the proteins was
determined on a Precision Detector PD2010 light-scattering
instrument tandemly connected to an FPLO system and a LKB
2142 differential refractometer. Five hundred pl of C protein
(1 mg/ml) were loaded on a Superdex 75 HR 10/30 (24 ml)
column, size excusion was performed ar 0.4 ml/min with a
running buffer of 200 mM NaH PO, (pH 6.0) and 500 mM NaCl
The 90° light scattering, refractive index, and absorbance of the
eluting material were recorded on a PO computer and analyzed
with the Discovery32 software supplied by Precision Detectors. The
90° light scattering detector was calibrated using BSA as a standard.

Studies with the inhibitor C75

The compound €75, a farty acid synthase (FAS) inhibitor, was
purchased from Cayman chemicals. For lipid droplet enumeration
in the presence of G753, 5.0x10% BHK-21 cells were seeded per
well in 24-well plates containing a 1 om” coverslip and allowed to
artach owvernight. Cells were mock-infected or DENV-infected
(MOI of 10). The inoculum was removed 1 h post-infection and
0.5 ml of fresh medium supplemented with 2% feral bovine serum
was added in the presence of 0, 3, 10, or 20 pM of C75. At the
indicated tme points post-infection, the slides were fixed and
directly used for lipid droplet enumeration. Cell viability in the
presence of O73 was determined by MTS assay (Cell nter
96%Aqueous Non-Radioactive Cell praliferation Assay, Promega).
To evaluate the effect of C75 on DENV replication, the above
protocol was used and the supernatants harvested ar 24 and 48 h
post-infection were used for virus quantification by plaque assay.
For studies using the reporter virus carrying luciferase, a viral stock
of mDV-R was first prepared by RNA wansfecaon of BHK cells.
This stock was used to infect cells in the presence of 0, 10, or
20 pM of C75. Luciferase activity was evaluated ar 10, 24 and
48 h post-infection. After 48 h of infection, the supernatant was
collected and used to evaluate the release of mDV-R particles by
infecting fresh BHK cells in the absence of C75. Luciferase activity
was then measured 48 h after infection.
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ABSTRACT Dengue fever is an emerging viral dis-
ease transmitted by arthropeds to humans in tropical
countries. Dengue hemorrhagic fever (DHF) is escalat-
ing in frequency and mortality rates. Here we studied
the involvement of macrophage migration inhibitory
factor (MIF) in dengue virus (DENV) infection and its
pathogenesis. Patients with DHF had elevated plasma
concentrations of MIF. Both leukocytes from these
patients and macrophages from healthy donors in-
fected in vitro with DENV showed a substantial amount
of MIF within lipid droplets. The secretion of MIF by
macrophages and hepatocytes required a productive
infection and occurred without an increase in gene
transcription or cell death, thus indicating active secre-
tion from preformed stocks. In vive infection of wild-
type and mifdeﬁcient (Mif ) mice demonstrated a
role of MIF in deng'ue Pathogenesm Clinical disease
was less severe in Mif~'~ mice, and l:l'lE}' exhibited a
significant delay in lethality, lower viremia, and lower
viral load in the spleen than wild-type mice. This
reduction in all parameters of severity on DENV infec-
tion in Mif =/~ mice correlated with reduced proinflam-
matory cytokine concentrations. These results demon-
strated the contribution of MIF to the pathogenesis of
dengue and pointed to a possible beneficial role of
neutralizing MIF as an adjunctive therapeutic approach
to treat the severe forms of the disease.—Assuncao-
Miranda, L., Amaral, F. A., Bozza, F. A., Fagundes,
C. T., Sousa, L. P., Souza, D. G., Pacheco, P., Barbosa-
Lima, G., Gomes, R. N., Bozza, P. T., Da Poian, A. T.,
Teixeira, M. M., Bozza, M. T. Contribution of macro-
phage mlgratlon inhibitory factor to the pathogenesis
of dengue virus infection. FASER J. 24, 218-228 (2010).

www.fasebj.org
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DENGUE VIRUS (DENV) infection causes the most im-
portant arthropod-borne human viral disease in tropi-
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cal and subwropical regions of the world, with an
estimated occurrence of 50-100 million cases annually
(1-4). The prevalence of dengue fever (DF) has in-
creased dramatically over the past few years, and ac-
cording to the World Health Organization, —500,000
patients develop the severe forms of the disease, den-
gue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syn-
drome (DSS), with 20,000 deaths each year (5). The
situation with DF in the Americas has worsened since
the detection of a new serotype of the virus (DENV3),
which caused the mortality rate to escalate to 4%.
According to the Pan-American Health Organization,
the total cases of infecion reported in the Americas in
2007 was 850,769, with an increase of 46% of severe
forms and 84% of deaths (6).

The causes of disease progression and the mecha-
nisms involved in the physiopathology and lethal our
come of DENV infection have not been clearly defined,
but 1t is believed that viral, host, and environmental
factors contribute to the pathogenesis and progression
of the disease (4). The lack of adequate therapeutic
approaches for the treatment of DF is a consequence of
many factors, including our limited understanding of
the molecular mechanisms that underle the interac-
tion between DENV and the human host. One impor-
tant reason was the lack, undl recenty, of an animal
model that could reflect the complex pathogenesis of
severe dengue. Such an animal model has been described
and displays the hallmarks of severe disease (7, 8).

An increase in proinflammatory cytokine production
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by cells of patients with DF or DHF and cells infected
in witro with DENV was documented previously (9-14).
Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is
among the cytokines found to be increased in the
plasma from patients with DF (15). MIF is a proinflam-
matory mediator expressed in a variety of cell types, not
only from the immune system, and released in response
to a number of stimuli, such as cytokines, microbial
molecules, glucocorticoids, and the immune complex
(16-20). The proinflammatory actvities of MIF include
the induction of inflaimmatory mediators and the ex-
pression of TolHike receptors and adhesion molecules,
counteracting the effect of glucocorticoids, acting as
chemoattractants, and increasing the survival of leuko-
cytes (17, 21-25). The effect of MIF is mediated at least
in part by actvation of the CD74-CD44 receptor com-
plex (26, 27) and CXCR2 and CXCR4 chemokine
receptors (25). As observed in septic patients, MIF
concentrations positively correlated with gravity and
poor outcome in DENV infection (15, 28, 29). The
results indicating that MIF participates in the pathogen-
esis of bacterial sepsis suggest that it would be worth
examining the role of MIF as potentially playing an
important role in severe forms of dengue. In fact,
treatment with neutralizing ant-MIF antibodies or tar
geted disruption of the mif gene protected mice in
several relevant experimental models of sepsis and
septic shock, in most cases by inhibiting the production
of inflammatory mediators such as TNF-u (16, 21, 30).
In addition, it has been shown that MIF also affecis the
host response to viral, protozoan, and helminthic infec-
nons (31-36).

The cell sources, the mechanisms of MIF production,
and the role of MIF in the pathogenesis of DENV
infection are largely unknown. Here, we show that
patients with DHF have increased MIF concentrations
in their plasma, characterize the mechanisms of MIF
production by human macrophages and hepatocytes
infected with DENV in vitro, and show that Mz]"“"“
mice have reduced pathogenesis in a model of severe
dengue.

MATERIALS AND METHODS
Patients

We prospectively enrolled patients admitted recently (48 h)
to the Hospital de Clinicas de Niteroi, Niterol, Brazl, who
had a strong clinical suspicion of a severe form of DENV
infection. Patient inclusions occurred during epidemic per-
ods of DENV serotype 3 (DENV3) in the region. Patents with
severe forms of dengue were those presenting hemodynamic
instability {postural hypotension, reduction of systolic arterial
pressure on 200 mmHg in the supine position, or systolic
arterial pressure <9 mmHg), hemorrhagic phenomenon
(positive tourniquet test, petechiae, equimoses or purpura,
mucosal bleeding, digestive hemorrhage, punciure bleeding
points), thrombocytopenia (platelet count < 50,000,/ mm™),
dehydration/hemoconcentration (increase in hematocnt of
20% or more or plasma extravasation signs, such as ascites,
pleural effusion, or hypoproteinemia). Blood samples were
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collected between 10 and 12 AM using an arterial line or a
peripheral vein. Blood was put on ice, and plasma was
collected by centrifugation at 800 g for 15 min at 4°C,
portioned into aliquots, and stored at —70°C until the day of
analysis. All patients had DENV3 infection confirmed either
by anu-DENV ELISA-IgM or serotypespecific RT-PCR. Pa-
tents and volunteers were recruited after protocol approval
by the institutional review board for human studies {Comité
de Etica em Pesquisas do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio
de Janeiro, Brazl), and an informed consent signature was
obtained from the patients themselves or their official repre-
sentatives.

In wvitro DENYV infection

Human monocytes were isolated from peripheral blood
mononuclear cells of healthy donors by density gradient
centrifugation on Histopaque (Sigma-Aldrich, 5t. Lows, MO,
USA) and cultured as described previously (19). HepG2, a
human hepatocarcinoma cell lineage, was obtained from
American Type Cell Collection (Manassas, VA, USA) and
cultured in minimal essential medium (MEM) supplemented
with 10% FBS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37°C in a
5% CO, atmosphere. DENVS strain 16562 and DENV2 strain
16881 were propagated in C6/36 Aedes albopicius mosquito
cells. The cells were grown in 1-15 medium supplemented
with 0.3% tryptose phosphate broth, 0.75 g/L sodium bicar-
bonate, 1.4 mM glutamine, and nonessential amino acids.
After 6 d of propagation, cell debns were removed by
centrifugation at 1000 g for 5 min, and the supernatant
containing the virus was collected, titrated by a plaque assay
on BHK cells, and used for cell infection. Macrophage culture
medium was replaced by fresh DMEM without serum and
nfected at a muluplicity of infecion (MOI) of 4 plague-
forming units (PFU)/cell for 2 h at 37°C. After this period,
the medium with nonadsorbed virus was changed to DMEM
supplemented with 5% heatinactuvated human serum and
maintained at 37°C in 5% CO,. The supernatants of mac-
rophage-infected cultures were collected for cytokine analyses
24 and 48 h postnfection (p.1.). In HepG2 infecton, semi-
confluent cultures were incubated with MEM without serum
and infected with DENV at a MOI of 4 PFU /cell for 1 h. After
adsorption, the medium was replaced by MEM with 5%
heatdinactivated FCS, and cells were cultured at 37°C in 5%
CO,. After 24 and 48 h of infecton, the cell culture super-
natants were collected for virus titration and cytokine analy-
ses, and cellular extracts were used for total RNA extracton
for real-ume PCR analyses. MIF was inhibited by adding to the
assay medium a purnfied goat [glG against human MIF (anuo-
hMIF; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) to a final concen-
tration of 50 pg/ml or the inhibitor compound (5 R)-3-(4-
hydroxyphenyl)-4,5-dihvdro-5isoxazole acetic acid methyl ester
(ISO-1) {Calbiochem EMD Biosciences, San Diego, CA, USA) to
a final concentration of 100 pM. DENV3 replicaton in human
macrophages was assessed by quantification of infectious viral
particles in culture supernatanis collected at different time
poinis after infection by plaque assay in BHE21 cells. In
addinon, an RT-PCR assay was used to amplify the virus RNA
The reaction was performed using a high-capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
according to the manufacturer’s instructions, with 4 pg of total
RNA extracted with TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Carls-
bad, CA, USA). The amount of RNA was determined by real-
time PCR using TagMan reagents. Determination of cell viability
dunng infection was pedformed using 3-(4 5-dimethylthiazol241) -
2 5diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and lactate dehydro-
genase assays with a CytoTox96 nonradioactive cytotoxicity assay
kit (Promega Corp. Madison, WL, USA) following the manufac-

furer's instructions.
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In vive DENV infection

Fight- to 10wk-old BALB/c [wild-type (WT)] and Mif "
mice, backcrossed into the BALB/c genetic background
(generation N10), were bred and maintained at the Bio-
science Unit of Insttuto de Ciéncias Biologicas [ Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Minas Gerais, Braal].
Anmimals were housed under specific pathogen-free condi-
tions and had free access to commercial chow and water. All
procedures had prior approval from the UFMG animal ethics
committee. DENV2 strain P23085 was obtained from the State
Collection of Viruses (Moscow, Russia). The virus was adapted
to adult BALB/c mice by a number of sequential passages of
mice of different age infected 1.p. (7, 8). For the evaluation of
lethality, mice were inoculated 1.p. with DENVZ2, and lethality
rates were assessed every 12 h dunng 14 d. Platelets were
counted in a Coulter counter (Beckman Coulter, Inc., Fuller-
ton, CA, USA). For determination of hematocnit, a sample of
blood was collected into heparinized capillary tubes and
centrifuged for 10 min in a hematocrt centrifuge (Fanem,
Sao Paulo, Brazl). For viral titration, mice were killed, and
blood was collected immediately. For virus recovery, spleens
were collected aseptically and stored at —70°C until assayed
for DENVZ. Viral load in the supernatants of tssue homoge-
nates and blood samples was assessed by direct plaque assays
using LLC-ME2 cells with an agarose overlay plaque assay (7,
8). The neutrophil accumulation in the lung tssue was
measured by assaying myeloperoxidase activity, as described
previously (37).

Quantification of cytokines

MIF concentrations in the human plasma and in cell culture
supernatants were measured by ELISA (R&D Systems) ac-
cording to the manufacturer’s recommendations. A standard
curve was generated using a 2-fold dilution series of recom-
binant human MIF starting at 2 ng/ml up to 30 pg/ml. A
multiplex cytokine kit was used to measure TNF-u, 116, and
IFN-y in the human plasma, and the assay was performed
according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, CA, USA) as described previously (14, 38).
Data analyses of all assays were performed with Bio-Plex
Manager software (Bio-Rad).

Cyiokines in the cell culture supernatants from human
macrophages [TNFu (PeproTech, Inc., Rocky Hill, NJ) and
IL46 (RE&D Systems) |, and cytokines and chemokines [ TNF-,
IFN=y, IL-6, keratinocyte chemoattractant (KC), and macro-
phage inflammatory protein (MIP)-2; R&D Systems] in serum
and tissue samples from mice were quantified by ELISA using
commercially available antibodies according to the proce-
dures supplied by the manufacturer. Prostaglandin (PG) E,
concentrations in the cell culture supernatants from human
macrophages were determined by an enzyme immunoassay
(EIA) kit according to the procedures supplied by the man-
ufacturer (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).

Alterations in the expression of cytokines in infected macro-
phages were evaluated by reaHime PCR. Total RNA (4 pg)
extracted from the macrophages with TRIzol reagent was re-
verse transcribed using a high-capacity cDNA reverse transcrip-
ton kit, and each sample was submitted to realime PCR using
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). The
reactions were carred out using specific primers for the following
genes: human MIF (forward, 5-GTTCCTCTCCGAGCTCAC-
CCAGCAGCS", reverse, 5-GCAGCTTGCTGTAGGAGCGGT-
TCTG-E'); TNFa (forward, 5-CAGAGGGAAGAGTTCCCC-
AGGGACCS'; reverse, 53 -CCTTGGTCTGGTAGGAGACGG3");
and [L46 (forward, 5 TGTGAAAGCAGCAAACAGGCACTGS",;
reverse, 3 -ACAGCTCTGGCTTGTTCCTCACTA-3"). The sam-
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ples were subjected to 45 amplification cycles consisting of 95°C
for 30 s and 60°C for 1 min. The expression of the glycerol
3phosphate dehydrogenase (GPDH) gene was used to
normalize the results, which are presented as fold induc-
tion of mRNA expression relative to control samples. The
analyses of relative gene expression data were performed
by the 9-42CT method (80).

MIF immunolocalization

Human leukocytes obtained from DENVAnfected patients
were cytospun onto slides, fixed with 3.7% formaldehyde in
PBS (pH 7.4) for 10 min, and permeabilized with 0.05%
saponin/HBSS solution (5 min). After washing, cytospin
preparations were incubated for 1 h at room temperature
with goat polyclonal serum ant-hMIF or nonimmune goat
IgG diluted in 0.05% saponin/HBSS. After washes in (L05%
saponin/HBSS, the preparations were incubated with biotin-
conjugated rabbit anti-goat IgGG (Sigma-Aldrnich). The MIF
immunoreactivity was shown using an ABC Vectastatin glu-
cose-oxidase kit according to the manufacturer’s instructions
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and then ob-
served under light microscopy.

To determine the subcellular sites of MIF localization within
in vitro DENV3=stmulated human monocyte dernved-macroph-
ages, the cell preparations were fixed with 3.7% formaldehyde in
PBS (pH 7.4) for 10 min and then permeabilized with 0.2%
Triton X-100 for 10 min. After cell fixation and permeabiliza-
ton, human macrophages were blocked with 2% normal don-
key serum-PBS for 15 min. The cells were then incubated with
goat anti-hMIF polyclonal antibody (pAb) (RE&D Systems) for 45
min, washed in PBS, and incubated with Alexa Fluor 546-labeled
antigoat [gG (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) along with
1 pM BODIPY 493/508 (4.4difluoro-1,3,5.7.8 pentamethyl-4
bora-3a4ediaza-Andacene) for 1 h to highlight cytoplasmic
lipid droplets (IDs) within macrophages. The specificity of the
MIF immunolabeling within macrophages was ascertained with
normal goat serum (1:100 final diluton; Jackson Immuno-
Research Laboratonies, Inc., West Grove, PA, USA) used as an
irrelevant control to ant-MIF pAb. Slides were then washed with
PBS, and an aqueous mounting medium (Polysciences, War-
rnngton, PA, USA) was applied to each slide before coverslip
attachment. Slides were observed under phasecontrast and
fluorescent microscopy. Digital photos were taken with a Cool
Snap camera (Roper Scentfic, GmbH, Ouobrun, Germany)
and processed using Image Pro Express (Media Cybernencs,
Silver Spring, MD, USA).

LD staining and enumeration

LDs were stained as described previously (30). In bref,
leukocytes on cytospin slides were fixed in 3.7% formalde-
hyde in Ca®*-Mg® " -free HBSS (pH 7.4) for 30 min and were
stained with osmium tetroxide or BODIPY 493/503. For
BODIPY labeling, which reflects the accumulation of neutral
lipids in LDs, cells were incubated with 1 pM BODIPY for 1 h
at 37°C. For osmium staining, the slides were rinsed in 0.1 M
cacodylate buffer, mcubated with 1.5% OsO, (30 min),
rnsed in H,O, immersed in 1.0% thiocarbohydrazde (5
min), rinsed in 0.1 M cacodylate buffer, reincubated in 1.5%
050 (3 min), nnsed in distilled water, and then dried and
mounted. The morphology of fixed cells was observed, and
osmium-stained LDs were enumerated by light microscopy
with an x100 objective lens in 50 consecutively scanned
leukocytes.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 4.0
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Analysis of cytokine concentrations was performed using a
Mann-Whitney U test or Student’s ¢ test. Multiple group
differences were compared using ANOVA followed by Stu-
dent-Newman-Keuls post hoc analysis. Survival after DENV2
challenge was tested using the log-rank test (GraphPad Prism
4.0). Results with P < 0.05 were considered significant.

RESULTS

MIF concentration is increased in plasma of patients

with DHF

An increase in the MIF concentraton in plasma has
been documented in a number of inflammatory disor-
ders, including noninfectious and infectious diseases
(18, 19). Recent clinical studies indicated that patients
with viral infections, such as those caused by hepatitis B
virus, West Nile virus, or DENV, have higher MIF
plasma concentrations than control subjects (15, 34,
40). In agreement with these data, we found a signifi-
cant 5-fold increase in MIF concentrations among
patients with DHF compared with those in control
subjects (Fig. 14).

Previous studies demonstrated an increase in inflam-
matory cytokines such as IL-6, TNF-a, and IFN-y in
patients with DHF (9, 10, 14). Accordingly, we also
observed a significant increase in plasma concentra-
tions of these cytokines in patients with DHF compared
with those in control subjects (Supplemental Fig. 1).

These results confirm that MIF concentrations increase
after acute infection with DENV and suggest a correla-
ton between the increase in MIF secretion and the
production of other inflammatory mediators during
dengue disease.

MIF is stored in LDs accumulated in leukocytes from
patients with DHF

LDs are non-membrane-bound, lipid-rich cytoplasmic
inclusions that are candidates for playing a major role
in the formation of eicosanoid mediators and in the
storage of inflammatory mediators including cytokines
in inflammatory processes (41). MIF staining of leuko-
cytes from patients with DHF revealed a punctated
cytoplasmic pattern, suggestve of MIF localization in
LDs (Fig. 1B). Quantificaton of LDs in leukocytes
revealed a significant 3-fold increase in LD accumula-
ton in cells obtained from patients with DHF com-
pared with those of healthy subjects (Fig. 1C). Accord-
ingly, increased LD formation was observed in human
macrophages infected with either DENV2 or DENV3
virus but not with heatinactivated virus compared with
control noninfected cells (Fig. 1D and not shown). LDs
were further visualized by intracellular labeling with
BODIPY, an LD marker that showed colocalization of
MIF and LDs in human macrophages infected in vitro
with DENV3 (Fig. 1E). These results indicate that
DENV infectdon induces the appearance of MIF-posi-
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Figure 1. DENV infection induces MIF secretion and com-

partmentalization at LDs. A) Increased plasma concentra-
tions of MIF determined by ELISA were observed in patients
with DHF (n=21) compared with healthy volunteers
(n=11). B) Peripheral leukocytes from patients with DHF
exhibited punctate cytoplasmic MIF staining, detected by
immunocytochemistry. Right panel: representative MIF
staining (goat pAb ant-hMIF). Left panel: control staining
using normal goat serum (NGS) instead of the specific
primary antibody. €) Quantification of lipid droplets in
osmium-stained peripheral leukocytes from patients with
DHF and healthy volunteers. Bars represent mean * SE
LD/cell from 50 scanned leukocytes from 8 patients with
DHF and 7 volunteers. *P = 0.05. D) In vitro DENV3
infection induced LD formation on human macrophages.

LDs were labeled with BODIPY 24 h after infective DENV3 at a MOI of 4 PFU in cultures of 24 h p.i. E) MIF colocalizes with
BODIPY-labeled LDs in DENV3-infected human macrophages. Human macrophages infected in vitro with DENV3 (MOI of
4 PFU in cultures of 24 h p.i.) were incubated with anti-MIF (top panel) or nonimmune goat serum (bottom panel).
Cytoplasmic lipid droplets were visualized by BODIPY 493/503 staining (green). Merged image (right panel) shows

colocalization of MIF in BODIPY-labeled 1.Ds.

CONTRIBUTION OF MIF TO PATHOGENESIS OF DENV INFECTION

[
(]

106



tive L.LDs, which are seen in increased numbers in
patients with DHF.

Human macrophages and hepatocytes secreted MIF
on DENV infection

Because macrophages are known to produce high
amounts of MIF and are susceptible to DENV infection
(42—-44), we investigated whether infection would pro-
mote MIF secreton by these cells. In witro infection of
human macrophages with DENV2 or DENV3 caused a
significant 4fold increase in MIF concentratons in cell
culture supernatants that peaked at 24 h after infection
(Fig. 24, Supplemental Fig. 2). A similar result was
obtained when secretion of TNF-u and IL-6 by these
cell cultures was analyzed (Fig. 2B, C). The results also
showed that secretion of these cytokines requires a
productive infection, because inactivated DENV was
unable to induce it. Interestingly, the expression of MIF
mRNA was marginally affected by infection, whereas a
marked induction of TNF-a and I1-6 mRNAs synthesis
could be observed as early as 14 h after infecton (Fig.
20-F). In additon, DENV infection induced PGE,
producdon (Fig. 26).

Although MIF release independent of gene transcrip-
tion has been shown to occur concurrently with cell
necrosis in influenza A virusinfected epithelial cells
(45), this was not the case for MIF secretion by DENV-
infected macrophages, because at 24 h p.i. viability was
similar in both infected and noninfected cells (Fig.
2H). These results indicate that a productive virus
infection was required to promote MIF secretion, prob-
ably from preformed stocks. Moreover, this effect was
independent of cell death.

The liver is an important target for the DENV, and the
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human hepatome cell line HepG2 has generally been
used to characterize hepatocyte responses to infection
(46—48). Thus, the putative involvement of hepatocytes
in MIF production during DENV infection was evaluated
using HepG2 cells. The in vitm infecton of HepG2 with
DENV3 caused a significant increase in MIF concentra-
tions in the supernatants that peaked at 48 h p.i. (Supple-
mental Fig. 3). Again, inactivated virus was unable to
induce MIF secretion, indicating that a productive
infection is required to promote MIF secretion by
hepatocytes. In addition, in these cells the transcrip-
tion of MIF was barely affected by the infection, and
no change in cell viability was observed at the time
points analyzed (Supplemental Fig. 3). These data
indicate that similar to macrophages, DENV infec-
tion in hepatocytes causes the secretion of preformed
MIF irrespective of cell death.

In witro blockade of MIF reduced production of
inflammatory mediators during infection

To examine the involvement of MIF in macrophage
acavaton on DENV infecdon, we used a MIF-neutral-
izing antibody and a selective antagonist of MIF action,
ISO-1 (49). Both treatments did not affect viral repli-
cation, as analyzed by plaque assay and quantitative
PCR (Fig. 34, B). On the other hand, blockade of MIF
inhibited the secretion of TNF-o and I1-6 and affected
the mRNA expression of these cytokines (Fig. 3C, F).
Inhibition of MIF also reduced the production of PGE,
(Fig. 3G). These results suggest that MIF secretion
induces an amplification of macrophage inflammatory
response due to infection and may play an important
role in the pathogenesis of DENV infecton.
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Figure 2. DENV3S infection induces the produc-
ton of inflammatory mediators by human mac-
rophages. MIF (A}, TNF- (B) IL-6 (C), and PGE,
(G) concentrations were determined by ELISA or
EIA in the supernatants of control macrophages
{mock, C), macrophages incubated with heat-
inactivated (HI) DENVS, or infective DENV3
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24 h p.. Content of mRNA for MIF (1), TNFw
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Figure 3. MIF contributes to the proinflammatory response during macrophage infection with DENVS. Production of infectious
virnons measured by plaque assay (A) and viral replication measured by real ume RT-PCR (B) were determined in macrophages at
24 h p.a. TNFw (€) and IL-6 (E) concentrations in the supernatants of macrophage cultures, at 24 h p.i. with DENVS at a MOI of 4
PFU, were determined by ELISA, and PGE; (G) was quantified by EIA. Expression of mRNA for TNF- (D) and IL-6 (F) was
determined by real tme RT-PCR in cellular extracts. Results of real time RT-PCR were normalized by GPDH expression and are
represented as fold induction of mENA expression relative to control samples. Total goat IgG and DMSO alone (vehicle of ISO-1)
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f‘af{f_"_ mice had delayed mortality and reduced
viral load

mice had significantly lower viremia and viral load in
the spleen at all ime points analyzed compared with
those in WI mice (Fig. 48, C). These results suggest

A recent study demonstrated an important role for MIF
in the pathogenesis of West Nile virus infection, affect-
ing the survival and virus invasion of the central ner-
vous system (34). Thus, to directly address whether MIF
is involved in the pathogenesis of DENV infection, we
used a DENV2 strain adapted to the mouse as an in vivo
model of DHF (7, 8). In the absence of MIF, lethality
was significantly delayed (Fig. 44). In addition, Mif =/~

that MIF contributes to lethality and viral burden by
increasing viral spreading or hampering viral control.

Reduced thrombocytopenia and inflammation in
J“fi}r_‘t_ mice

We have shown previously that infection of mice with
this DENV sirain causes hemoconcentration and a

A B Serum C Spleen
100 - WT
2 i . .
75 - 10 10 e
— 4 * =1 103
& 3 10 § lg; -
£ 50 7 = 3
= E 10 o 10°
w 4
§ R 2 1007 xe
— 25 A @ s
E 1 10°
= 10
o : . : : . 10° 10"
& 7 & 8§ 40 11 12 13 7 Days p.i. 3 o S ’
Days p.. ays p..
Figure 4. Mif “~ mice had delayed mortality and reduced viral load after infection. A) Mif "~ mice showed a delay in lethality
after DENV2 infection compared with WT littermates; n = 9. B, €) Mif " mice showed a reduction in viremia in serum 7 d

after infection (B} and lower viremia in spleen on all days analyzed (C) compared with WT mice; n = 9. Results are presented
as means * sg. *P = 0.05, *¥P = .01, ***P = 0.001 vs. Mif .
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marked thrombocytopenia, similar to that observed in
patents with DHF (8). At 5 d p.i.. WT animals pre-
sented hemoconcentration and a marked drop in plate-
let number, whereas Mif /7 mice were protected from
these abnormalities (Fig. 5A, B). Cytokine storm plays a
critical role in sepsis and is likely to contribute to the
severity of DHF (44, 50). Quantification of cytokines
demonsirated that Mif '~ mice had reduced concen-
trations of [FN-y and IL-6 compared with those in WT
infected animals (Fig. 5C, D). WI mice showed an

mice retained values at the basal level. D) Similarly, no increase in Il production in spleen
-ompared with elevated concentrations 7 d p.1. in WT mice. NI, noninfected WT mice. Results are

5 % p = 0.01; ¥ P = 0.001 vs. Mif

increase in the numbers of lung neutrophils as an
inflammatory response to infection [as assessed b\
mwlopelo!udase (MPO) activity], whereas in Mif ~

mice the number remained similar to that of nonin-
fecied controls at 7 d p.i. (Fig. 64). This increase in
tissue neutrophils correlated with higher amounts of
the neutrophil-auracting chemokines KC and MIP-2 in
the lungs of WT mice at 7 d p.i. (Fig. 6B, €). Again, no
such increase in the concentration of chemokines was
observed in the lungs of Mif~"~ mice. Taken together,
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these results indicate that MIF pardcipates in the
pathogenesis of DENV infection, affecting the survival,
the coagulation system, and the inflammatory response
in a mouse model of severe disease.

DISCUSSION

MIF is a cytokine involved in several aspects of inflam-
matory and immune responses, participating in the
pathogenesis of autoimmune, allergic, and infectious
diseases (18, 19). A recent study demonstrated in-
creased plasma concentrations of MIF in patients with
severe forms of dengue (15), but the cells involved in
MIF producton as well as the role of MIF in the
pathogenesis of DENV infection have not been previ-
ously evaluated. In the present study, to shed light on
the role of MIF in the pathogenesis of DENV infection,
we combined data from patients with DENV3 infection
collected during an epidemic in Brazil, in vifro infecdon
of human macrophages and hepatocytes with DENV2
and DENV3, and an experimental mouse model of
severe dengue. We showed that ) patents with DHF
had elevated plasma concentrations of MIF, which was
stored in LDs accumulated in the leukocytes; 2) in-
fected human macrophages and hepatocytes secreted
MIF, which is involved in the production of other
inflammatory cytokines; and 3) endogenous MIF con-
tributed to the pathogenesis of experimental dengue
infection.

As found for patients with DHF in a DENV2 outbreak
in southern Taitwan in 2002 (15), we observed that MIF
concentration was elevated in the plasma of patents
with the severe form of DENV3Y infecdon in the epi-
demics that occurred in Rio de Janeiro, Brazil, also in
2002, All patients included in our study had DHF as
diagnosed by multple criteria, including confirmaton
of DENV3 infection, hemodynamic instability, hemor-
rhagic phenomenon, reducton in platelet numbers,
and dehydraton/hemoconcentration. These patents
also showed a significant increase in plasma concentra-
tons of TNF-a, IL-6, and IFN-y. We and others have
previously shown a positive correlation of increased
plasma concentratons of MIF with disease severity in
patients with bacterial sepsis and with DENV infection
(15, 28).

Leukocytes from patients with DHF had most of the
MIF labeling located in cytoplasmic inclusions, compat-
ible with LD localization. The compartmentalization of
MIF to LDs was analyzed by immunocytochemistry
using conditions of cell fixation and permeabilizadon
that avoid dissolution of these organelles. The require-
ment of these conditons might have prevented others
from idendfying MIF in these structures. LDs, although
in reduced number, are normally present in leukocytes
and are increased in size and number on cell activation
(41). In fact, leukocytes from patents with DHF showed
a significant increase in LD number, similar to our
previously described observadon in leukocytes from
septic patients (51). The in vitro infection of macro-
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phages with DENV also caused an increase in numbers
of LDs, together with an increase in MIF, TNF-, I1-6,
and PGE, secretion. Blockade of MIF inhibited produc-
ton of these inflammatory mediators induced by DENV
infection. Considering the involvement of LDs in eico-
sanold production and the role of MIF in inducing
PGE, synthesis and release (22, 26, 41), one could
envisage that MIF localization within LDs might be
important for lipid mediator production. Alternatively,
the localization of MIF within LDs could be an inter-
mediary step in MIF secretion pathway. However, no
formal evidence for this hypothesis is presently avail-
able, and future studies will be required to define the
functional relatonship between MIF and LDs. It has
been shown previously that MIF secretion requires the
ARBCAL transporter (52), and, more recently, that p115,
a Golgi-associated protein, associates with MIF and is
involved in MIF secretdon (53). Thus, it will be interesi-
ing to analyze whether these proteins colocalize with
MIF at the LD.

Human macrophages and hepatocytes infected with
DENV showed a significant increase in secretion of
MIF, making these cells candidates to act as sources of
proinflammatory cytokines during infection of patients
with DENV. The secretion of MIF occurred without a
significant change in its gene transcription or in cell
viability, suggesting that infection triggers a signaling
pathway that induces MIF release from preformed
stocks. Previous studies have shown the production of
MIF due to viral infection, although the mechanisms
involved in each case seem to be particular (34, 45,
54-57). For example, infection of lung epithelial cells
with influenza A virus does not induce MIF gene
transcription but causes the release of preformed MIF
probably dependent of necrotic cell death (45). On the
other hand, infecton of fibroblasts with human cyto-
megalovirus triggers an early and sustained induction
of MIF mRNA and protein production, with subsequent
MIF secretion (55, 57). Moreover, in vivo infection with
West Nile virus or Japanese encephalits virus, both
flaviviruses, cause a significant increase in MIF mRNA
in mouse brains (34, 54). Much like the results shown
here, macrophage infection with Sindbis virus resulted
in MIF secretion from intracellular stocks, without an
increase in MIF gene expression or an effect on cell
viability (58). Thus, the mechanisms of MIF production
and secredon in general and those due to viral infec-
ton in particular clearly require further investigadon.

MIF secretion during DENV infection followed a
pattern different from that of TNF-w and 1L-6, whose
production was clearly induced on the transcriptional
level. Blockade of MIF reduced the production of these
inflammatory mediators without affecting viral replica-
don in macrophages. The sharp reducdon in the
production of TNFw and II-6 on blockage of MIF
indicates that secreted MIF acts in an autocrine/para-
crine fashion, regulating the producton of these cyto-
kines at the transcriptional level. Thus, MIF secreted on
DENV infection induces the producdon of inflamma-
tory mediators. These results suggest that MIF secretion



precedes the amplification of the inflammatory re-
sponse observed in severe cases of dengue and point to
MIF blockage as a strategy for a therapeutic approach
to DENV infection.

To investigate the role of MIF in the pathogenesis of
dengue, we used an experimental model of severe DENV
infection characterized by increased vascular permeabil-
ity, altered number and functon of leukocytes, increased
hematocrit, thrombocytopenia, and varying degrees of
hemorrhage (8). Mif '~ mice had a significant delay in
lethality and reducdon in all parameters of severity on
DENV infection compared with WT mice, reinforcing the
role of MIF in the pathogenesis of dengue. The mild
pathological condition of Mif ™"~ mice might reflect both
the reduced viral load observed in the inigal days and the
lower producton of inflammatory mediators. The reduc-
tion of viral load could be related to the better hemody-
namic status of Mif /" mice, thus facilitating leukocyte
circuladon. At later dme poins, however, the viremia
became similar o that of the WT mice, and eventually
Mif~'~ mice died. Previous sudies demonstrated that
MIF blockade had no effect on hepatits B virus control
but reduced liver injury (33). Similarly, abrogation of MIF
reduced the cerebral pathogenesis in a model of West
Nile virus infection without affecing the capacity to
control the virus in the periphery (33). Lack of MIF
benefits the clearance of certain bacterial infections but
impairs the control of protozoan parasites and Salmonella
typhimurium bacterial infecton (31, 35, 59). Thus, as
shown by the results of in vitro studies of MIF production
and secretion during infection, the role of MIF in the
pathogenesis of different infection seems to be specific to
each case.

We observed a striking reduction in the concentra-
dons of cytokines in infected Mif "~ mice compared
with those observed in WT animals. A central role for
MIF in tuning the production of cytokines is a common
feamre in many inflammatory and infectious models
and is considered important to the reduced pathogen-
esis observed when MIF is absent by genetic manipula-
tion, neutralizing antibody, or drug treatment (21, 30,
49, 60, 61). Also, in consideradon of the role of
cytokines on coagulation and hemodynamic abnormal-
ities found in dengue, it is conceivable that the reduced
production of cytokines observed in Mif ™/~ mice
might have been beneficial (7, 44). In fact, we recently
observed a positive correlation between IFN-y concen-
trations and disease severity in patents with dengue
(14). Finally, neutrophil recruitment to the lungs was
impaired in Mif~’~ mice compared with that in WT
mice, and this was associated with reduced producton
of the chemoatractanis KC and MIP-2. The involve-
ment of MIF in neutrophil recruitment in the DENV
infection is likely to comprise multifactorial effects. In
fact, besides induction of chemoattractants, these fac-
tors could include controlling the expression of adhe-
sion molecules, because MIF has been shown to mod-
ulate intercellular adhesion molecule and vascular
cell adhesion molecule expression on endothelial
cells and chemokine production (20, 62). In addi-
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ton, MIF may act directly as a chemoattractant for
granulocytes (25, 36).

In conclusion, we presented evidence for significant
involvement of MIF in the response to DENV infection
and its pathogenesis. These results suggest that block-
ade of MIF might constitute an adjunctive therapeutic
approach in severe cases of dengue.
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