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RESUMO

Existem varios modelos murinos para estudar dengue. Alguns deles utilizam
camundongos imunologicamente deficientes ou humanizados, enquanto outros
grupos utilizam virus modificados. Nosso grupo relatou anteriormente um
inoculo intracraniano de DENV altamente virulento em camundongos
imunologicamente competentes (C57BL/6), causando a morte dos
camundongos. A infecg¢do intracraniana realizada no presente trabalho teve o
intuito de comparar a perda de peso ocorrida com este tipo de infecgdo
previamente descrita com a perda de peso obtida apdés a inoculagdo
subcutanea, utilizando a mesma amostra de camundongos e 0 mesmo virus
altamente virulento. Neste trabalho, apresentamos um modelo com os mesmos
camundongos C57BL/6 usados anteriormente, infectados por via subcutanea
com DENV altamente virulento. Neste modelo murino de inoculo subcutaneo,
os niveis de citocinas, 0 hemograma e a produgdo de é6xido nitrico, juntamente
com a medida da perda de peso e de mortalidade, foram utilizados para a
comparagéo dos animais infectados em relagdo aos nao infectados, permitindo
uma melhor compreensédo da doenga. Os camundongos foram inoculados pela
via intracraniana ou subcutanea e avaliados pelos sinais clinicos da dengue. O
hemograma foi realizado pela coloragdo pandtica dos leucocitos para a
contagem diferencial e contagem total de leucécitos, hemacias e plaquetas
foram realizadas em céamara de Neubauer. As citocinas foram medidas por
citometria de fluxo e PCR quantitativa (qPCR). O éxido nitrico foi medido pela
reagdo de Griess apds exposicdo de macréfagos murinos ao virus. Os
camundongos infectados com DENV subcutaneamente apresentaram perda de
peso, mas nao apresentaram nenhum outro sinal clinico. Embora o nimero de
hemacias ndo tenha sido diferente entre camundongos infectados e nao
infectados nos camundongos por via subcutanea, o nimero de leucécitos e de
plaquetas diminuiu apés a infecgdo. As citocinas TNF alfa e IFN gama
aumentaram apés a infecgdo subcutanea. A infeccdo subcutanea protegeu os
camundongos de uma segunda infecgdo com o virus por via intracraniana. A
titulagdo viral no cérebro apds a infecgéo intracraniana ou a soro-neutralizagéo
apods a infecgdo subcutanea foram realizadas para confirmar a infecgdo dos
camundongos. Também estudamos um modelo de infecgéo utilizando a picada
do mosquito (previamente infectado com DENV) em camudongos. O resultado
neste modelo foi um aumento da expressdo de nos2 no cérebro dos
camundongos infectados através desta picada de Aedes aegypti infectados. Foi
observada também uma maior producdo de Oxido nitrico ex vivo nos
macréfagos de C57BL/6, quando estimulados com DENV, em comparagdo com
a produgéo em macréfagos néo estimulados. Concluindo, o modelo subcutaneo
apresentado neste trabalho tem suas limitagdes, como todos os outros modelos
ja mencionados na literatura, mas € um novo modelo, que usa camundongos
imunologicamente competentes, sendo infectados pela via subcutanea com um
DENV altamente infeccioso, resultando em alteragdes no peso, producdo de
IFN gama e TNF alfa e diminuigdo do numero das plaquetas. Este modelo
subcutaneo apresentado € um modelo adicional interessante para o estudo da
resposta imune contra dengue.

Palavras-chave: dengue virus, modelo murino, citocinas, parametros
hematoldgicos.



ABSTRACT

Various mouse models to study dengue have been described by different
authors, some of them using immunodeficient or some using humanized mice.
Our group reported previously a deadly murine model, which used the
intracranial inoculum of highly virulent Dengue virus (DENV) in immune
competent mouse. Here we present a model of immune competent mouse
(C57BL/6), infected subcutaneously by the same highly virulent DENV (DENV3
genotype 1). In this immunocompetent systemic mice model, the cytokine levels
and hematological parameters such as total and differential leukocyte and
platelets counts, together with weight loss, were considered important
monitoring parameters, allowing a better understanding of the systemic human
disease. Mice were inoculated subcutaneously and evaluated by the
percentage weight variation as well as the clinical signs. The hemogram was
performed by the panoptic coloration of the leukocytes for the differential count
and the total counts of leukocytes, red cells and platelets were performed in
Neubauer's chamber. Cytokines were measured by flow cytometry and
quantitative PCR (qPCR). Nitric oxide was measured by the Griess reaction
after exposure of murine macrophages to the virus. Hematological parameters
and cytokines levels were measured and viral titration in brain tissue or serum
neutralization were performed to confirm mice infection. The subcutaneously
DENYV inoculated mice showed weight loss after infection, but they did not show
any other clinical signs. Although the number of red cells was not different
between infected and uninfected mice in the infected subcutaneous mice, the
number of leukocytes and platelets decreased after infection. The leukocytes
and platelets decreased after subcutaneous inoculation. The cytokines TNF
alpha and IFN gamma increased after infection in mice. We also studied a
model of infection using the mosquito bite (previously infected with DENV) in
mice. The result in this model was an increase in nos2 expression in the brain
of infected mice through this infected Aedes aegypti bite. A higher production of
ex vivo nitric oxide was also observed in the C57BL/6 macrophages when
stimulated with DENV compared to the production in unstimulated
macrophages. The subcutaneous model provided scope for improved
understanding of the dengue pathogenesis, as well as possible mechanism for
protection to subsequent mouse infected by intracranial route in mice. This
model could be used to study the vertebrate immune response and evaluation
of drugs or vaccine against dengue virus.

Keywords: Dengue virus, murine model, cytokines, hematological parameters.
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1. INTRODUGAO

1.1. Contextualizagdao — Dengue virus

O agente etiolégico da dengue é o Dengue virus (DENV), membro da
familia Flaviviridae, género Flavivirus. Esta familia engloba arbovirus de grande
importancia médica, tais como, o virus da febre amarela (Yellow fever virus;
YFV) os virus da encefalite japonesa ( Japanese encephalitis virus; JEV); virus
da encefalite de Saint Louis (St. Louis encephalitis virus; SLEV); virus do Oeste
do Nilo (West Nile virus; WNV) dentre outros (KYLE; HARRIS, 2008; MURPHY;
WHITEHEAD, 2011). O DENV possui quatro sorotipos conhecidos, e sua
diferenciagédo é baseada no anticorpo neutralizante produzido no corpo humano
apos a infecgdo com DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (MARTINA,;
KORAKA; OSTERHAUS, 2009; MESSINA et al., 2014; SOLANKI; SHANKAR;
HIMANSHU, 2017; XAVIER et al.,, 2014), sendo que a infecgdo por um
determinado sorotipo, outra infecgdo subsequente por dengue, é incapaz de
conferir protegdo cruzada duradoura contra os demais sorotipos.

E um virus transmitido aos seres humanos através da picada das
fémeas de mosquitos do género Aedes. A infeccdao por DENV é uma das
principais causas de doengas em areas tropicais e subtropicais, com uma
estimativa de 50 milhées de infecgdes que ocorrem a cada ano e mais de 2,5
bilhées de pessoas vivendo em areas de risco. A infecgdo por qualquer dos
quatro sorotipos de DENV na maioria dos casos é assintomatica ou pode
resultar em um amplo espectro de manifestagdes clinicas, que variam desde
uma forma mais branda (conhecida como febre do dengue — DF, até as formas
mais graves da doencga, as quais se caracterizam por coagulopatia, aumento
da permeabilidade vascular (dengue hemorragica - DHF), podendo progredir
para choque hipovolémico (sindrome do choque da dengue — DSS) (BHATT et
al., 2012; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

O relevante crescimento da dengue nos paises endémicos da Asia e da
América Latina tem importante impacto econémico e sobrecarrega os sistemas
publicos de saude de diferentes paises, os quais, em sua maioria, sdo paises

em desenvolvimento, cujas economias sdo menos robustas, causando
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significativo impacto econémico e social nas areas endémicas (MESSINA et al.,
2014; SOLANKI; SHANKAR; HIMANSHU, 2017).

A dengue é atualmente uma das doengas negligenciadas de maior
impacto mundial, sendo que sua incidéncia teve um aumento de mais de 30
vezes nas Ultimas décadas, conforme mostrado na Figura 1 (BHATT et al,
2012; BRADY et al., 2012).

A dengue é a arbovirose de maior morbidade e mortalidade humana em
todo o mundo. Estima-se que 3,97 bilhées de pessoas que vivem em 128
paises correm o risco de contrair dengue, sendo que 400 milhdes de infecgcdes
e 96 milhdes de casos sintomaticos ocorrem todos os anos. As infecgbes por
dengue ocorrem em mais de 100 paises da regido Asia-Pacifico, Américas,
Oriente Médio e Africa sendo que ha um aumento da incidéncia da dengue,
sobretudo nas regides tropicais e subtropicais do globo (DICK et al., 2012;
YARO, 2016; GUZMAN et al., 2016).

Na segunda metade do século XX, a transmissdo do DENV seguiu a
propagacdo de seu principal vetor, o mosquito Aedes aegypti, cuja
disseminacao foi facilitada pela urbanizagédo e pela globalizagdo (MESSINA et
al., 2014).
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Figura 1: Distribuicdo da Dengue no mundo (2016). O mapa acima apresenta a distribuicdo da Dengue no mundo, sendo possivel observar sua ampla
distribuicao nas regides tropicais e sua alta incidéncia no Brasil (BHATT et al., 2012; BRADY et al., 2012).
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O Brasil é um pais tropical na sua totalidade. Por causa de seu clima
quente e Umido, ele fornece um habitat altamente favoravel para a proliferagéo
do mosquito A. aegypti. Ainda que as infecgdes pelo DENV ocorram durante
todo o ano, a maioria dos surtos e os niveis mais altos de infestagéo vetorial
mostram um notavel padrdo sazonal, ocorrendo durante a estagdo chuvosa
brasileira, de dezembro a maio (FARES et al., 2015).

A maioria dos flavivirus é mantida na natureza como zoonoses
silvestres que ocasionalmente podem atingir o homem e animais domésticos.
Os DENV séo excegOes a esse padrdo e sdo a causa de grandes epidemias
urbanas. Neste sentido, a disseminagao de virus e vetores no pais e os surtos
de dengue ocorreram em todas as regides, incluindo as areas mais populosas
do Brasil (FIGUEIREDO, 2000; GUZMAN et al., 2016). O ciclo urbano da
dengue, conforme exemplificado na Figura 2 (GUZMAN et al., 2016), tem efeito
direto na ampla disseminagdo da doencga, principalmente em areas tropicais e
subtropicais, promovendo assim a manutengcao das endemias em paises cujo
controle do mosquito vetor no é feito de maneira eficaz.

Apbs o repasto sanguineo em uma pessoa infectada, segue-se um
periodo de incubagdo extrinseco, o qual dura de 8 a 12 dias, quando o
mosquito se torna capaz de transmitir o virus a outro ser humano. O mosquito,
uma vez infectado, assim permanecera por toda a sua vida, a qual pode chegar
a semanas. Durante esse periodo, o mosquito podera infectar as pessoas a

cada repasto sanguineo GUZMAN et al., 2016.
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Figura 2: O ciclo urbano do DENV em humanos e mosquitos. O mosquito Aedes aegypti
pode ser infectado quando a fémea faz o repasto sanguineo em uma pessoa na fase de
viremia da infeccdo. Durante a fase extrinseca do ciclo, o DENV infecta primeiramente as
células do intestino do mosquito e outros tecidos para depois migrar para as glandulas
salivares. Um mosquito infectado pode transmitir dengue para varios seres humanos durante o
repasto sanguineo (GUZMAN et al., 2016).

1.2. Dengue virus
1.2.1. Virus da Familia Flaviviridae

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, a qual, por sua vez é
composta por quatro géneros: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus
(FIELDS, BERNARD N. & KNIPE, 2013 - https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/flaviviridae/360/genus-

flavivirus; acesso em 20-05-2018).

O género Flavivirus abrange mais de 50 espécies, sendo que a maioria
dos flavivirus sao arbovirus, isto &, virus transmitidos por artropodes, sendo
mais da metade transmitida por mosquitos e aproximadamente um tergo, por
carrapatos (FIELDS, BERNARD N. & KNIPE, 2013).
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1.2.2. Particula viral e genoma

Os virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, séo virus envelopados
cujo genoma é constituido por RNA de fita simples e polaridade positiva
(REKHA et al., 2016) Figura 3.

A estrutura da particula viral do DENV ¢é relativamente simples,
semelhante aos outros flavivirus. Os virions sdo envelopados, esféricos,
possuem um capsideo icosaédrico e apresentam um didmetro de
aproximadamente 50nm (MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

- —

=

Proteina do envelope -

Proteina de membrana Proteina do capsideo

RNA gendmico <

| sUTR | structural Proteins | Non Structural Proteins | 3UTR

— Poliproteina _—

Proteasesvirais e celulares
NS NS NS NS NS NS
»’ & 28 2B e o) e P

Figura 3: Representacdo da particula viral do DENV. Organizacdo do genoma do Flavivirus
e processamento da poliproteina. O RNA do virion é de cerca de 11 kb. No topo esta o genoma
viral com as regides codificadoras das proteinas estruturais e ndo estruturais. (Adaptado de
REKHA et al., 2016).

A fita de RNA de sentido positivo & constituida de cerca de 11 mil
nucleotideos organizados em uma Unica fase de leitura aberta (ORF - do inglés
Open Reading Frame) que codifica uma Unica poliproteina de 3.386
aminoacidos, sendo esta poliproteina flanqueadas por duas regides néo
traduzidas (5 e 3° UTR; Figura 4). A regido 5° UTR (do inglés untranslated

region, regido ndo traduzida) possui 96 nucleotideos e a regido 3'UTR possui
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451 nucleotideos. A poliproteina produzida a partir da ORF é posteriormente
processada por proteases virais e celulares em dez proteinas (Figura 4),
sendo: trés proteinas estruturais distintas e envolvidas na formagado da
particula viral: Capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E); e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)
(CLYDE; HARRIS, 2006; GUZMAN et al., 2016; MORRISON; AGUIRRE;
FERNANDEZ-SESMA, 2012).

5m7G 3'0H

|
S e (R LI AR |
] ] ] B B i B O S
ancC pM  E  NS1 NS2ANS28 NS3 NS4A  NS4B NS5

VI
B a 7 Proteases ndo conhecidas | Peptidase sinal

pr + Proteases do Golgi Y Protease NS3

Figura 4. Organizagdo gendmica dos virus pertencentes ao género Flavivirus. Ocorre a
traducdo de uma Unica poliproteina que é posteriormente clivada por proteases virais e
celulares. As abreviacdes C, E, prM e NS indicadas na figura, representam os genes que
codificam para proteinas do Capsideo (C), Envelope viral (E) e pré-membrana (prM),
relacionadas a montagem da particula viral e finalmente, as proteinas nao-estruturais (NS) que
se relacionam a replicacdo do virus. Adaptado de https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/flaviviridae/360/genus-flavivirus _acesso
em 23-11-2017.

1.2.3. Proteinas virais estruturais

A entrada do genoma do DENV no citoplasma do hospedeiro € um
processo de varias etapas que se inicia com a interagdo da particula viral com
os receptores celulares. Sao receptores celulares conhecidos para o DENV: a
molécula de adesdo de células dendriticas (DC-SIGN), o receptor de manose
dos macréfagos (MR), e as proteinas induzidas pelo estresse, como proteinas
do choque térmico HSP70 e HSP90 e também a GRP78 (CRUZ-OLIVEIRA et

al., 2015a). A particula viral & internalizada através de vias distintas
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dependendo do hospedeiro e do sorotipo do virus. Essas vias incluem a
endocitose mediada por clatrina, endocitose independente de clatrina ou
macropinocitose. Durante o trafico endocitico, o pH do meio endossomal é
acidificado provocando alteragées conformacionais da proteina E, que por sua
vez, induz a fusdo entre a membrana endossomal e a membrana do virus
(CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015b).

O interior da particula viral &€ formado por RNA e pelo capsideo, os quais
sdo envoltos por uma membrana na qual estdo ancoradas a proteina M e a
proteina E. A proteina E trabalha nas interagdes virus-hospedeiro durante as
etapas de interacdo e penetragdo da particula viral nas células hospedeiras
(TAY; VASUDEVAN, 2018).

A proteina E localiza-se na superficie do DENV e possui 3 dominios (DI-
Dlll), sendo que o dominio DIIl é o responsavel pela ligagéo da particula viral
aos receptores das células do hospedeiro. A juncdo que liga DI a DIl é
altamente flexivel e & usada para manobrar o DIl no ambiente de baixo pH do
endossoma, conduzindo a exposi¢do do dominio DIl para a fuséo. Este ciclo de
fusdo interage com a membrana endossomal facilitando a fuséo do virus com
esta membrana, permitindo que o RNA do virus seja liberado no citoplasma da
célula hospedeira (BALSITIS et al., 2010; CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015b;
GUZMAN et al., 2016).

A glicoproteina prM é precursora da proteina M. A clivagem do peptideo
pr gera a proteina M madura. Esta clivagem & mediada pela protease furina,
sendo necessaria para a maturagdo do virus (SOLANKI; SHANKAR;
HIMANSHU, 2017). As novas particulas de DENV geradas durante a infecgdo
podem conter a proteina M de superficie processada e serem infecciosas ou
maduras, ou manter a forma nao clivada do precursor da proteina M (prM) na
sua superficie e permanecerem na forma imatura. Algumas particulas virais
podem ter uma mistura de proteina M e proteina prM em sua superficie e essas

particulas podem ser ou néo infecciosas (GUZMAN et al., 2016).
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1.2.4. Estrutura e fungéo das proteinas nao estruturais NS

As proteinas nao estruturais (NS) sdo responsaveis pela replicagdo do
RNA viral, auxiliam na montagem da particula viral e também atuam na evaséo
da resposta imune do hospedeiro. A NS1 é uma glicoproteina necessaria no
processo de replicagdo do RNA viral, podendo ancorar-se no reticulo
endoplasmatico, sendo encontrada associada a membrana ou na sua forma
secretada (sNS1) (Tabela 1). A NS1 é uma glicoproteina de 46 kDa e existe em
3 formas: a forma ER-residente (reticulo endoplasmatico-residente), a forma
ancorada a membrana e a forma secretada. A NS1 é inicialmente sintetizada
como um mondmero sollvel e associa-se a membrana apds a dimerizagdo no
limen do reticulo endoplasmatico. Intracelularmente, a NS1 participa da
replicagdo precoce do RNA viral. A NS1 também ¢é transportada para a
superficie da célula, onde permanece associada a membrana ou é secretada
(sNS1) em uma conformagdo hexamérica associada a lipideos solluveis. A
sNS1 pode ser detectada no sangue de pacientes infectados a partir do
primeiro dia de sintomas e circula em niveis de ng/mL a mg/mL, durante a fase
aguda da infeccido e os niveis séricos de NS1 correlacionam-se com a
gravidade da doenga, assim como com a carga viral (GUZMAN et al., 2016).

A NS1 também pode atuar através do receptor de TLR4 em células
mononucleares onde induz a secregéo de citocinas (AVIRUTNAN et al., 2006;
GLASNER et al., 2017; GUZMAN et al., 2016).

A NS2A e NS2B sdo dois polipeptideos hidrofébicos, os quais sao
clivados por proteases virais, sendo que a NS2A é envolvida na replicagdo do
RNA viral e a NS2B é um co-fator para NS3 (GUZMAN et al., 2016).

A NS3 & uma proteina multifuncional com atividades serino-protease e
helicase. O dominio intermediario da NS3 é uma nuclease, necessaria para a
replicagdo do RNA e o dominio C-terminal tem atividade RNA trifosfatase
(GUZMAN et al., 2016).

A NS4A (requerida para a formagao de vesiculas para a replicagdo) e
NS4B (suprime a sinalizagdo de IFNB e IFNy) sdo polipeptideos hidrofébicos
que estdo associados com a membrana (GUZMAN et al., 2016).
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A NS5 é a maior e mais conservada proteina do virus da Dengue e tem
a funcdo de RNA polimerase RNA-dependente (DALRYMPLE; CIMICA,
MACKOW, 2015; NEMESIO; PALOMARES-JEREZ; VILLALAIN, 2012;
SCATURRO et al, 2015, TERAMOTO et al., 2017; VIONETTE; DANSA-
PETRETSKI, 2012; YE; LI; CHEN, 2017).

Tabela 1: Principais caracteristicas de NS1 e das outras proteinas ndo estruturais de
DENV (GUZMAN et al., 2016) modificado.

Proteina Tamanho Principais caracteristicas Principais fungdes
(8
NSt 46 Pode ancorar-se no NS é envolvida com a
reticulo endoplasmético, e  replicacdo do RNAviral e a
€ associada amembrana sNS! ativa o sistemaimune
ou secretada (sNS1) inato e esta implicada no
derrame vascular
22 Proteina de membrana Envolvida nareplicagdo do
hidrofébica RNA
14 Pequena proteina Co-fator para NS3
hidrofébica
69 Proteina multifuncional Envolvida com as fungdes
com varios dominios da helicase e nucleotideo
cataliticos trifosfatase durante a
sintese de RNA
16 Proteina de membrana Necesséria para a
integral hidrofébica formac&o de vesiculas para
areplicacdo
30 Pequena proteina Suprime a sinalizagéo de
hidrofébica IFNB e INY
105 Amaior e mais conservada  Envolvida na sintese de
proteina do virus da RNA e no bloqueio dos
Dengue sistemas de IFNs

1.2.5. Ciclo de multiplicagéo do virus da Dengue

O DENV infecta principalmente células imunes de linhagem mieloide,
incluindo monécitos, macréfagos e células dendriticas, além de hepatdcitos e
células endoteliais (GREEN et al., 2014). A multiplicagdo do virus inicia-se com
a adsorcdo do DENV aos receptores celulares (sendo essa interagdo mediada
pela proteina E) e internalizagdo por endocitose. O baixo pH do compartimento
endossomal desencadeia a fusdo da membrana da célula hospedeira com a

membrana do envelope viral, através da mudanga conformacional da proteina
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E, expondo um peptideo de fusdo e levando ao desnudamento do virus com a
consequente liberagdo do complexo ribonucleoprotéico no citoplasma da célula
infectada. A tradugdo do RNA gera uma poliproteina que é clivada pela serina-
protease codificada pelo virus (NS2B/NS3), e pelas peptidase sinalase e
protease furina, codificadas pelas células hospedeiras (LINDENBACH et al,
2013; PERERA et al, 2008; GUZMAN et al., 2016; MURI, 2014).

Uma vez que a polimerase viral NS5 (RNA polimerase RNA dependente)
foi traduzida e liberada a partir do precursor de poliproteina, o RNA viral pode
ser replicado, a partir da porgdo 5, em um RNA intermediario de cadeia
negativa, o qual é entdo transcrito em fita positiva (Figura 5) (GUZMAN et al.,
2016).

1. Virus se liga a receptores
na superficie celular
y

% 9.0 virus maduro é liberado

2. Virus € internalizado para o citoplasma

por endocitose

8. Na rede frans-golgi ocorre
a clivagem da Pri por furina

4 RNAviral éfraduzidd em . —=——— L

uma poliproteina 7. As particulas do virus imaturo

sdo transportadas através da via secrefora
B
ot B8 Er
Pl

5. Proteinas néo estrutufais o7 8 - ,\_N ﬁ Q\
auxiliam na replicacdo do genoma de RNA

6. Amontagem do virus ocorre na membrana
do RE formando o virus imaturo

Figura 5: Ciclo de multiplicacdo dos flavivirus. (A) Virus adsorvem a receptores na
superficie celular e sdo internalizados por endocitose. (B) No pH baixo do endossomo formado,
ocorre a fusédo das membranas viral e celular, permitindo o desnudamento do virus e liberacdo
de RNA para o citoplasma. (C) O RNA viral é traduzido em uma poliproteina que é processada
pelas proteases virais e celulares. (D) As proteinas ndo estruturais virais auxiliam na replicacao
do genoma de RNA. (E) A montagem do virus ocorre na membrana do reticulo endoplasmatico
(RE), onde a proteina do capsideo e o RNA viral sdo envolvidos pela membrana do RE e
glicoproteinas para formar particulas de virus imaturo. (F) As particulas de virus imaturo séo
transportadas através da via secretora. No pH baixo da rede transGolgi (TGN) ocorre a
clivagem de prM mediada por furina. (G) O virus maduro é liberado para o citoplasma. Os
nimeros indicados nas caixas coloridas referem-se ao pH dos respectivos compartimentos
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2011).
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A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (RE)
conduzindo a formagédo de particulas imaturas néo infecciosas que séo
transportadas através da via exocitica da célula. O pH acido na rede trans-
Golgi (TGN) provoca um rearranjo das proteinas do envelope e a clivagem
proteolitica de prM em “pr’ e “M” pela protease furina celular. A porgcao
peptidica “pr” continua associada a particula para evitar que a proteina E sofra
uma fusédo prematura antes de ser liberada, havendo entéo a liberagédo, em pH
neutro da porgdo “pr’ apdés o brotamento da particula viral. Finalmente, as
particulas virais maduras e as proteinas pr clivadas sdo transportadas e
liberadas no meio extracelular por exocitose (LINDENBACH, B.D., C.L.
MURRAY, H.-J. THIEL, 2013).

1.2.6. Sorotipos do DENV

Sao conhecidos quatro sorotipos antigenicamente distintos de DENV, os
quais compartilham uma identidade limitada (aproximadamente 60-75%) na
sequéncia de aminoacidos. O sorotipo 1 & composto pelos genétipos da Asia,
Ameérica / Africa, Tailandia e Pacifico Sul e Malasia. O sorotipo 2 inclui os
gendtipos Asia I, Asia Il, Cosmopolitan, América/Asia e América. O sorotipo 3 é
constituido pelos genétipos |, II, 1ll, IV e V. Finalmente, o sorotipo 4 é
composto pelos gendtipos |, lla, lIb e Il (CHEN; VASILAKIS, 2011).

1.3. Transmissdao e epidemiologia da doenga

A dengue é uma doenga sistémica aguda que se manifesta com inicio
abrupto, apresentando-se inicialmente com sinais prodrémicos, os quais
tornam dificil distingui-la clinicamente de outras infeccdes. Febre, dor de
cabeca, mal-estar, mialgia, dor retro-orbital sdo sintomas comuns em adultos,
sendo que as caracteristicas clinicas diferem por faixa etaria, sendo sintomas
como tosse, vomitos e dor abdominal mais comuns em criangas. Leucopenia e

trombocitopenia sdo achados laboratoriais comuns. Na maioria dos casos, a
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febre e os sintomas se resolvem sem intercorréncias apds 3-7 dias e sem
sequelas de longo prazo. Em um subconjunto de casos, uma sindrome
transitéria de extravasamento vascular se desenvolve apos 3-4 dias de doenga,
a qual, nos casos mais graves, pode levar a um choque hipovolémico com risco
de morte (chamado sindrome de choque de dengue) e/ou hemorragia
(WHITEHORN; VAN; SIMMONS, 2014). Alguns relatos da literatura mostram
que ha perda de peso em pacientes de dengue (HOTCHANDANI, 2014;
VASSALLO, 2004). Os sintomas da doenga geralmente se iniciam entre 4-7
dias apods a picada pelo mosquito do género Aedes e normalmente duram de 3-
10 dias (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013).

Os quatro sorotipos de DENV se originaram em macacos e infectaram
independentemente humanos na Africa e no Sudeste da Asia entre 100 e 800
anos atras. Uma hipotese para a disseminacido mundial do DENV foi que na
Segunda Guerra Mundial, através do transporte de cargas pelo mundo houve
adicional transporte acidental de mosquitos infectados. Em 2013, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considerou que 2,5 bilhées de pessoas,
ou seja, 40% da populacdo mundial vivem em areas com risco para
transmissdo de dengue (Figura 6). Em 2014 a OMS estimou que 50 a 10
milhdes de infecgdes ocorrem anualmente, incluindo 500.000 casos de Febre
Hemorragica de Dengue — DHF — e 22 mil mortes, a maioria em criangas
(https://www.cdc.gov/dengue/epidemiology/index.html . Acesso em 01-11-
2016).
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Dengue, countries or areas at risk, 2013
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Figura 6: Paises e areas de risco para Dengue (WHO- 2014).
://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global DengueTransmission ITHRiskMap.png. Acesso em 01-11-2016 (MURRAY, QUAM; WILDER-

SMITH, 2013)
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Ja em 2016 os dados foram atualizados pelas OMS, segundo mapa ja
citado na Figura 1. Estas séo estimativas oficiais, mas o ndmero real de casos
de dengue estad subnotificado e muitos casos sdo mal classificados. Uma
estimativa de 2013 indicou que 390 milhdes de infecgdes por dengue ocorrem
todos os anos (sendo 95% intervalo aceitavel entre 284-528 milhdes), dos
quais 96 milhdes (67-136 milhdes) se manifestam clinicamente (com qualquer
gravidade da doenca) (http://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/
Acesso em 15-01-2018).

1.4. Manifestagdes clinicas da Dengue

Apo6s a infeccdo do homem através da picada do mosquito Aedes
aegypti, a infeccdo pode se apresentar nas formas assintomatica ou
sintomatica. O periodo de incubagdo costuma ser de quatro a sete dias,
embora possa variar de dois até 15 dias. Além disso, ha registro frequente de
casos de comprometimento do sistema nervoso central (SNC),
comprometimento hepatico, esplénico e miocardiopatia. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude a dengue pode ser classificada como dengue
com ou sem sinais de alarme, podendo evoluir para dengue grave. Em 2009, a
OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2009) publicou novas
diretrizes para o diagnéstico, tratamento, prevencgao e controle da dengue, que
inclui uma definicio de caso de dengue revisada. Nestas diretrizes, um
provavel caso de dengue foi definido como febre e dois dos seguintes critérios:
nauseas/vomitos, erupgdes cutaneas, dores generalizadas, teste de torniquete
positivo, leucopenia e qualquer sinal de alarme (dor abdominal ou tendéncia,
vomito  persistente, acumulo de fliido, hemorragia da mucosa,
letargia/agitacdo, aumento do figado maior que 2 cm, ou aumento no
hematdcrito concomitante com diminuicdo rapida na contagem de plaquetas
(GUTIERREZ et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7: Critérios de diferenciagdo da Dengue com ou sem sinais de alarme e Dengue
grave. Os critérios comuns séo: pacientes que estiveram recentemente em areas endémicas e
que tiveram febre, nduseas ou vémitos, erupcdes cutaneas, dores, forem positivos para o teste
do torniquete, apresentarem leucopenia ou qualquer sinal de alarme. Engloba também os
pacientes com confirmagéo laboratorial positiva para DENV. Na Dengue com sinais de alarme
devem ser observados os seguintes sintomas: dor abdominal; vémito constante; acumulo de
fluido; sangramento das mucosas; letargia ou agitacdo; aumento do figado acima de 2 cm;
aumento do hematécrito acompanhado pela diminuicdo do numero de plaquetas; CNS:
consciéncia prejudicada (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2009).

Os seguintes critérios sdo observados na evolugdo para o quadro de
dengue grave: extravasamento grave de plasma levando a sindrome do
choque da dengue e acumulagdo de fluido, resultando em dificuldade
respiratoria; hemorragia grave; envolvimento de érgaos vitais como o figado,
coracdo e outros; alteracdes neurolégicas; dimuicdo da consciéncia

(GUTIERREZ et al., 2013).

1.5. Patogénese e resposta imune

Durante mais de duas décadas, as pesquisas para identificar os
mecanismos subjacentes ao inicio subito da permeabilidade vascular e da
hemorragia concentraram-se no papel da resposta imune das células T. As

pesquisas tém sido centradas quase que exclusivamente em infecgbes
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secundarias de dengue, ignorando assim os importantes subgrupos
imunolégicos - casos de DH em lactentes - que acompanham infeccdes
primarias de dengue (HALSTEAD, 2007).

Durante infecgbes secundarias de dengue, altas concentragbes de
IFN-a séo registadas 1-2 dias ap6s o inicio da febre. No final do periodo febril e
coincidente com o inicio da permeabilidade vascular, sdo observadas altas
concentracdes de receptor de interleucina 2, células T CD4" | células T CD8"
interleucina 2 e IFN-y. Além disso, TNF, CD8, receptores de interleucina 2 (IL-
2), interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral a (TNF-a), circulante
detectavel e fator de inibicAio de migracdo de macréfagos estdo todos
correlacionados com a gravidade da doenga (HALSTEAD, 2007).

Uma tendéncia crescente tem sido atribuir a doenga grave da dengue
a imunopatologia das células T. Os chamados resultados patolégicos sao
postulados quando uma infeccdo por dengue gera respostas de células T a
sequéncias heterogéneas antigénicas de dengue (SIMMONS et al., 2005).

O acometimento de SNC pode acontecer durante a infeccdo aguda ou
como uma manifestacdo pos infecciosa, que parece ser a mais frequente. Na
vigéncia de um quadro agudo de dengue, devemos pensar em acometimento
do SNC diante de casos cursando com cefaléia intensa, vémitos, convulséo /
delirio, ins6nia, inquietacao, irritabilidade e depressédo, acompanhados ou néo
de meningismo discreto sem alteracdo da consciéncia ou deficiéncia
neurolégica focal, depressdo sensorial e desordens comportamentais
(ESTADO et al., 2013).

1.5.1. Receptores do tipo Toll e arespostaimune

A descoberta dos receptores tipo Toll (TLRs) em meados dos anos 90
mostraram que o reconhecimento pelo sistema imune inato é especifico
(KAWAI; AKIRA, 2010).

Os receptores do tipo Toll sdo sentinelas do sistema imune e atuam de
forma relevante na sinalizacdo de padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs), como DNA de cadeia dupla ndo metilado (CpG), RNA de
fita simples (ssRNA), lipoproteinas, lipopolissacarideos (LPS), e flagelinas
(AKIRA, 2003).
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Nos vertebrados, a familia dos TLRs incluem de 10 a 13 proteinas (TLR
1- TLR13). Recentemente, dois novos TLRs (TLR 12 e TLR13) foram
descobertos em células de murinos, mas ainda pouco se sabe sobre eles. Os
TLRs possuem uma porgéo extracelular contendo varias repeticées de leucina,
uma regido trans-membrana e uma cauda citoplasmatica chamada de TIR
(TOLL-IL-1R: receptor de interleucina 1) (ALERTS, 2014).

Nas células imunes mieldides inatas, os TLRs induzem a secrecgéo de
citocinas inflamatorias, acoplando assim os linfécitos para montar uma resposta
imune antigeno-especifica para, em ultima instancia, eliminar micoorganismos
invasores (AKIRA, 2003).

Diferentes tipos de TLRs servem de receptores para diferentes ligantes
incluindo componentes da parede celular bacteriana, virus de RNA de fita dupla
e de fita simples, pequenas moléculas anti-virais ou componentes
imunomoduladores (Tabela 2) (ALERTS, 2014).

Tabela 2: PAMPs e PRRs e seus respectivos TLRs (ALERTS, 2014) modificado.

PAMF PR PATOGENQ

Pam3C4, PGN, Zymosan TIR1,2e6 Bactéria Gram positiva (ex. S
aureus)

LPS lipideo A TLR4 Bactéria Gram negativa (ex.
E Coli)

Ragelinas TLR5 Bactérias flageladas

RNA fita dupla TLR3 Virus

RNA fita simples TLR7,8 Virus

DNA OpC TIRS Bactéria, DNA, parasitas
protozodrios

Os TLR3, 7, 8 e 9 sdo encontrados na membrana dos endossomos,
onde eles respondem principalmente a PAMPs de microrganismos.

O TLR3 ativa células em resposta a RNA viral de fita dupla. A
estimulagdo do TLR3 desencadeia a ativagdo de TRIF que, em dultima
instancia, ativa o fator de transcricdo IRF3 (interferon regulatério do fator 3)
através de TBK1 (serine/threonine-proteina quinase), independente de MyD88.
Isso leva a secregcdo de IFNB. O TRIF ( também ativa RIP1 (proteina 1
interacao/receptor) e TRAF6 (receptor de TNF associado ao fator 6), que pode
ainda ativar a via NF-kB (fator nuclear kappa B) (GREEN et al., 2015).
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Pequenos compostos anti-virais ativam as células pela via de
sinalizacdo TLR7/MyD88-dependente. O TLR7 se liga ao MyD88 (fator de
diferenciagao mieldide fator 88) e ativa IRAK (quinase associada ao receptor de
IL-1) e TRAF6. TRAF6 entado ativa TANK (também conhecido como I-TRAF —
fatores associados ao receptor de TNF). TANK interage com TBK1 e IKK-¢
(serina quinasequinase IKK epsilon) para activar IRF3. TLR7 ou TLR8 podem
também ativar IRF7 através da interacdo de MyD88, BTK ( tirosina kinas de
Bruton) e TRAF6, induzindo assim respostas anti-virais produzindo IFNa.
Outras células usam RIG1-like e RLHs (RIG like helicases) para reconhecer
PAMPs virais resultando principalmente em uma resposta de IFNs (GREEN et
al., 2015).

O fato das células dendriticas plasmacitéides utilizarem TLRs sugere
que a resposta dependente de TLR a infecgdo viral € importante para a
protecéo viral imediata, bem como a ativagdo da imunidade adaptativa através
das citocinas inflamatérias (GREEN et al., 2014).

O dengue virus infecta principalmente células imunes de linhagem
mieldide, incluindo mondcitos, macréfagos e células dendriticas, e
possivelmente hepatécitos e células endoteliais (GREEN et al., 2014).

Na Figura 7 podemos ver um exemplo simplificado da via de entrada
do DENV na célula hospedeira (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015b).
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Figura 8: Exemplo de via de entrada do DENV em suas células hospedeiras (CRUZ-
OLIVEIRA et al., 2015b) modificado.

O DENV se liga a superficie da célula hospedeira através de diferentes
receptores. A particula viral € internalizada através de vias distintas que
incluem endocitose mediada por clatrina, endocitose independente de clatrina
néo-classica ou macropinocitose, dependendo do hospedeiro e do sorotipo do
virus. Durante o trafico endocitico, o pH do meio endossomal é acidificado
provocando alteragbes conformacionais da proteina E, que induzem a
hemifusdo entre a membrana endossomal e a membrana do virus.
Dependendo do tipo de célula, a fusdo do virus ocorre em endossomas
precoces ou tardios. A TGN (trans-Golgi) protease furina também pode estar
localizada em endossomas precoces onde pode promover a maturagdo de
particulas virais imaturas pela clivagem da prM. Em alguns casos, a
despolimerizacédo de microtubulos inibe a liberacéo da fuséo e / ou do genoma
no citoplasma. Sugerindo que o trafico do virus em endossomos precoces para

tardios envolve o transporte através de vesiculas intraluminais (CRUZ-
OLIVEIRA et al.,, 2015b).
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1.5.2. ADE - Antibody-dependent enhancement (Facilitagcado dependente de
Anticorpos)

Este fendbmeno ocorre quando proteinas antivirais ndo neutralizantes
facilitam a entrada do virus nas células hospedeiras, levando a infectividade
aumentada nas células. Algumas células ndo tém os receptores habituais em
suas superficies que os virus usam para entrar na célula. As proteinas
antivirais (anticorpos) ligam-se a receptores Fc do anticorpo, que algumas
destas células tém na membrana plasmatica (DIMMOCK et al. 2014). O virus
da Dengue pode usar esse mecanismo para infectar macréfagos humanos,
causando uma infecgéo viral, que normalmente seria leve, tornar-se com risco
de vida (Figura 9) (PUCCIONI-SOHLER; ROSADAS, 2015).

Secondary dengue infection
(Same serotype)

2?] ¥ Dengue virus

: % = Protective Immunity
|

Neutralizing antibodies

(Different serotype)

Secondary dengue infection ’

& Dengue virus = Mononuclear
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non-neutralizing ™
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DENV:dengue virus; DHF: dengue severe hemorrhagic syndrome; DSS: dengue severe shock syndrome.

Figura 9: ADE na infeccdo por DENV. (PUCCIONI-SOHLER; ROSADAS, 2015) adaptado.

O fendbmeno do ADE pode ser observado quando uma pessoa que foi
previamente infectada com um sorotipo de DENV torna-se infectada muitos
meses ou anos mais tarde com um sorotipo diferente. Em tais casos, o curso

clinico da doenga é mais grave, e essas pessoas tém maior viremia em
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comparagado com aqueles em que ADE nao ocorreu (GUZMAN; VAZQUEZ,
2010).

A infeccdo com DENV induz a produgdo de anticorpos homotipicos
neutralizantes de imunoglobulina G (IgG) que proporcionam imunidade ao
longo da vida contra o sorotipo infectante. A infeccdo com DENV também
produz algum grau de imunidade de protecgéo cruzada contra os outros trés
sorotipos. Os anticorpos de IgG heterotipicos neutralizantes (reativos cruzados)
sdo responsaveis por esta imunidade de protecdo cruzada, que tipicamente
persiste durante um periodo de varios meses a alguns anos (GUZMAN et al.,
2007).

Enquanto os titulos de anticorpos IgG heterotipicos diminuem, os
titulos de anticorpos IgG homotipicos aumentam durante longos periodos de
tempo. Isto pode ser devido a sobrevivéncia preferencial de células B de
memoéria de longa duragéo que produzem anticorpos homotipicos (GUZMAN et
al., 2007).

Além de induzir anticorpos heterotipicos neutralizantes, a infecgdo com
DENV também pode induzir anticorpos heterotipicos que nado neutralizam o
virus. A produgcdo de tais anticorpos de reagdo cruzada, mas nao
neutralizantes, poderia ser a razdo para infecgbées secundarias mais graves
(GONCALVEZ et al., 2007).

1.6. Modelo animal para estudo de infeccao por DENV

O desenvolvimento de um modelo animal capaz de reproduzir de
forma fiel a patologia observada em seres humanos tem sido um grande
desafio, haja vista que somente os seres humanos desenvolvem as formas
graves da doenga, ndo havendo sequer uma espécie de primata ndo humano
que desenvolva os sinais clinicos da dengue observados em seres humanos.
Embora varios modelos murinos tenham sido descritos, nenhum foi capaz de
recriar, de maneira eficaz, todos os sintomas causados por infeccdo por DENV
(Tabela 3) (BENTE; RICO-HESSE, 2006).

A dificuldade em desenvolver um modelo murino eficiente para o

estudo da patogénese causada por DENV ocorre devido a incapacidade das
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amostras de DENV isoladas a partir de espécimes clinicos isolados se
multiplicarem de forma eficaz nos camundongos. Embora uma variedade de
modelos murinos tenham sido desenvolvidos, a maioria ndo é ideal para
investigar mecanismos da patogénese. Os modelos ja testados e utilizados
incluem infeccao intracraniana (IC), camundongos quiméricos transplantados
com células humanas e camundongos imunocomprometidos (YAUCH,;
SHRESTA, 2008).

A Tabela 3 (YAUCH; SHRESTA, 2008) cita alguns dos principais
modelos de inoculagdo por DENV ja estudados. Sobretudo, nenhum modelo

murino foi capaz de recriar todo o espectro da doencga (FD e DHF / DSS).



Tabela 3: Diferentes modelos murinos de infeccdo com DENV (YOUCH & SHRESTA, 2008

- modificado).
Camundongo DENV/Inoculacédo Caracteristicas/ Referéncia
Sintomas
Camundongos-humanos quimeras
SCID-hu-H7 DENV-4 107ufp i.t. | Virus no soro, cérebro, | Blaney et al.
(reconstituidos com figado 2002

células hu-H7- derivadas
de hepatécitos humanos)

NOD?/SCID-humanCD34
(reconstituidos com
células CD34- derivadas
de células progenitoras
hematopoiéticas

DENV-2 10"ufp
S.C.

Virus no soro, figado,
pele, febre e
trombocitopenia

Bente et al. 2005

humanas)
RAG2Tych- DENV-2 10"ufp Virus no soro,febre e Kuruvilla et al.
humanCD34 s.C. resposta de anticorpo 2007

(reconstituidos com
células CD34- derivadas
de células progenitoras
hematopoiéticas

humano

humanas)

Imunodeficientes
AG129 Sv/Ev (deficientes | DENV-2 (PL046) Extravasamento Shresta, 2006
em receptores de Ifna, b, 107ufp i.v. vascular e morte rapida

9)

mediada por TNF-a

AG129 Sv/Ev (deficientes
em receptores de Ifna, b,

9)

DENV-2 (D2510)
10’ufp i.v.

Virus no soro,
trombocitopenia e
paraplegia temporaria

Shresta, 2006

STAT/ (deficientes na
proteina sinalizadora
STAT)

DENV-2 10°ufp
i.p.fi.c.

SC hemorragia,
trombocitopenia
e hemorragia sistémica

Chen et al. 2008

Imunocompetentes
A/J (mutacéo natural no DENV-2 10%ufp Hematécrito elevado e Huang, 2000
gene que leva a distrofia | i.v. diminuicao
muscular progressiva) Leucocitaria

C57BL/6

DENV-2 1-
3x10°%ufp, i.d., i.p.

Dano ao figado

Chen et al. 2004

Al DENV-2 10°ufp SC hemorragia Shresta, 2004a
iv. intestinal,
extravasamento
vascular e paralisia
BALB/c DENV-2 Dano ao figado Paes et al. 2005
10*TCIDsy i.p.

C57BL/6 e BALB/c

DENV-3 1x10° ufp
i.p.

Anemia,
trombocitopenia,
paralisia e choque

Costa et al. 2012

*SCID-Camundongos com imunodeficiéncia combinada grave: ndo possuem linfécitos maduros
e funcionais. #Camundongos com diabetes autoimune. «Camundongos deficientes na
producéo de linfécitos T e B maduros e receptores de Ifnb. i.c:intracraniana; i.t.:intratumoral;
i.d.;intradérmica; i.v..intravenosa; i.p.:intraperitonial; s.c.:subcutanea. ufp:unidades formadoras
de placa.
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Conforme citado na tabela acima, varios modelos murinos, utilizando
camundongos imunocompetentes, camundongos nocautes e camundongos
humanizados ja foram descritos na literatura para o estudo da infecgéo por
DENV. De acordo com o objetivo do nosso trabalho, vamos nos ater aos
modelos que utilizaram camundongos imunocompetentes para o estudo da
dengue.

O uso de camundongos imunocompetentes € ideal para compreender
o perfil das respostas imunes do hospedeiro, bem como a imunopatogénese da
doenga. Embora os camundongos imunocompetentes sejam naturalmente
resistentes ao DENV, a infecgdo pode ser estabelecida com elevados indculos
de virus. Estes estudos (tabela 2) apoiam o uso de camundongos
imunocompetentes nos estudos para uma melhor compreenséo de patogénese
por DENV, e possivelmente auxiliam no melhor entendimento do papel das
respostas em manifestagcdes graves de dengue (CHAN et al., 2015).

Estudos de Chen e colaboradores (2007), demonstraram o
desenvolvimento de hemorragia localizada (uma caracteristica relevante da
DHF/DSS) nos tecidos subcutaneos de camundongos imunocompetentes
infectados com DENV2, acompanhados de trombocitopenia grave e carga viral
detectavel no soro, baco, figado, pele e cérebro, demonstrando assim a
eficacia do inoculo de DENV em camundongos imunocompetentes e gerando
resultados relevantes para o estudo da patologia utilizando estes animais. Este
estudo também demonstrou que macréfagos, apés a infeccdo por DENYV,
induzem a produgdo de TNF-a que correlaciona-se fortemente com a
hemorragia, uma vez que o camundongo nocaute para TNF-a apresentou uma
diminuicdo da incidéncia de hemorragia, indicando um potencial papel da
imunidade inata na imunopatologia da doenca grave (CHEN et al., 2007).

St John e colegas, em 2013, demonstraram a contribuicdo da ativacao
de mastécitos induzida por DENV e liberagdo de mediadores no
desencadeamento do extravasamento vascular também utilizando
camundongos imunocompetentes (ST JOHN et al., 2013).

Em conjunto, estudos utilizando camundongos imunocompetentes
apresentam um modelo promissor para investigar a contribuicdo do sistema
imune e a resposta a patogénese e, possivelmente, ser utilizado para avaliagéo

de vacinas pré-clinicas (CHAN et al., 2015).
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Assim, é possivel perceber que diferentes modelos murinos devem ser
usados para diferentes tipos de estudo sobre a patologia do dengue, sendo a
utilizagdo de camundongos imunocompetentes crucial para o melhor

entendimento da resposta imune frente a infecgdo por DENV.
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2. JUSTIFICATIVA

Varios aspectos na dengue sdo ainda desconhecidos, dentre os quais,
aqueles relacionados a patogénese e a resposta imune do hospedeiro. Neste
sentido, a utilizagdo do modelo experimental murino € de grande importancia
para a elucidacdo de mecanismos imunolégicos desencadeados durante a
infeccdo, compreendendo tanto a imunopatogénese da dengue, quanto o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.

Ha alguns anos, nosso grupo de pesquisa isolou um virus DENV-3
gendtipo | (FERREIRA et al., 2010; DE SOUZA et al., 2013; CAMPOS et al,,
2016) de um paciente que foi diagnosticado com dengue grave. Esse virus se
mostrou altamente virulento em camundongos quando inoculado pela via
intracraniana, sem que houvesse adaptagcdo prévia deste virus, nesses
animais. Desta forma, esse virus tem sido utilizado em diferentes estudos do
nosso grupo, visando a melhor caracterizagdo e compreensdo da
imunopatologia e neuroviruléncia durante a infecgéo pelo virus da dengue.

Nosso grupo ja demonstrou que esse isolado altamente virulento &
detectavel em diferentes 6rgaos de camundongos infectados, induzindo niveis
mais elevados de produgdo de citocinas e mediadores pré-inflamatoérios,
incluindo NOS2, que seria um dos fatores responsaveis pela imunopatologia
(DE SOUZA et al., 2013).

Desta forma, a infecgdo intracraniana em camundongos infectados
com DENV altamente virulento, conhecido por provocar doengas do SNC
humano, € um modelo para estudar a resposta imune, manifestacées
neurolégicas e imunopatolégicas (CAMPOS et al., 2016). No entanto &€ uma
forma agressiva e artificial de in6culo, uma vez que a infecgdo natural ndo
ocorre pela via intracraniana.

A associagdo entre duas vias de infeccdo é uma possibilidade de
estudo visando uma melhor compreensdo de mecanismos que possibilitam a
protecdo a uma segunda infeccdo do mesmo virus, sendo estudada no modelo
de infecgéo subcutaneo e intracraniano.

O modelo de infecgdo subcutanea é ainda pouco explorado para o
estudo do DENV, sendo um modelo promissor visando um maior entendimento

da resposta imune ao longo da infeccdo subcutanea em murinos, uma vez que
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este modelo de infecgdo se aproxima do que acontece na natureza (mosquito
picando pele do homem).

Em virtude do que foi citado acima, nosso estudo mostra-se relevante
para auxiliar a melhor compreensdo da resposta imune frente a infecgéo por
DENV, permitindo a melhor compreensdo do intrincado mecanismo
imunolégico desencadeado apés a infeccdo pelo virus da dengue e o seu
impacto na patogénese e mortalidade dos animais infectados. Finalmente, a
compreensdo desses mecanismos, pode contribuir para o racional do
desenvolvimento de novos farmacos e vacinas, capazes de tratar ou previnir a
infeccdo pelo virus da dengue. Sendo assim, gostariamos de avaliar a
efetividade do uso de um modelo murino para o estudo da dengue, em que
camundongos imunologicamente competentes s&o inoculados com um virus da

dengue altamente virulento, por via subcutanea.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar um modelo murino para o estudo da dengue, em que camundongos
imunologicamente competentes sédo inoculados com um virus da dengue

altamente virulento, por via subcutanea.

3.2. Objetivos especificos:

1. Avaliar e comparar a sobrevivéncia e possivel perda de peso de
camundongos C57BL/6 infectados com DENV3 genétipo |, altamente
virulento, comparando os resultados obtidos em inoculo intracraniano

com inoculo subcutaneo e inoculo subcutaneo seguido de intracraniano.

2. Caracterizar as alteracbes hematolégicas nos animais infectados com

DENYV por via subcutanea.

3. Avaliar a producdo de diferentes citocinas no baco e figado de
camundongos C57BL/6 infectados com DENV por via SC.

4. Avaliar um outro modelo de infecgdo subcutanea utilizando mosquitos A.

aegypti infectados com DENV.

5. Avaliar a produgéo de éxido nitrico por macréfagos murinos estimulados
com amostra de DENV altamente virulento.

6. Estudar o modelo de infecgdo subcutanea seguida de infecgdo
intracraniana, verificando o peso apds infecgdo IC, a expressdo de

moléculas e citocinas e verificando a produgéo de citocinas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estratégias de trabalho

As estratégias de trabalho citadas a seguir se basearam em cada etapa
de trabalho desenvolvida, visando alcancgar os objetivos especificos propostos
no trabalho, para que fosse possivel a conclusdo do mesmo. A ordem dos
grupos experimentais de trabalho segue a ordem explicitada nos objetivos e
resultados deste trabalho. Para todos os grupos trabalhados foram utilizados o
n de 6 animais por grupo.

41.1. Curva de sobrevivéncia e variacdo percentual de peso de

camundongos infectados com DENV por via intracraniana (IC),

subcutanea (SC) e subcutanea-intracraniana (SC-IC)

Grupo experimental 1:

Infecgao IC com 400 u.f.p. de cada Infecgéo SCcom 50.000 u f.p. de
amostra de DENV: DENV1 Mochizuki; DENV 3 gendtipo |
DENYV 3 genétipo I.
Animais C57BL/6
Animais C57BL/6
Verificagdo diaria peso e Verificagdo diaria peso e
observagao dos sinais classicos de observagao dos sinais classicos de
encefalite encefalite
Qurva de sobrevivéncia e Variacgo percentual de

variagdo percentual de peso peso
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Infecgdo SCcom 50.000 u.f.p. de
DBENV 3 genétipo | e apos 14 dias
infecgdo IC com 400 u.f.p. de DENV 3
genotipo |

Animais C57BL/6

l

Verificagdo diaria peso e
observacéo dos sinais classicos de
neuroencefalite

|

Variag&o percentual de
peso
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4.1.2. Produc&o de Oxido Nitrico

Grupo experimental 2:

Inéculo intraperitoneal
de 2 mLde tioglicolato
nos animais WT

inoculo com tioglicolato

i

Infeccdo com DENV
3 gendtipo |

Reacdo de Griess

Dosagem da producgéo
de 6xido nitrico

Coleta dos macréfagos
peritoneais 4 dias apds o
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4.1.3. Infeccdo subcutanea com DENV 3 genétipo I, em camundongos
C57BL/6

Grupo experimental 3:

Infeccdo SCcom 50.000 u.f.p. de
DENV 3 genétipo |

em animais C57BL/6

l

Coleta de sangue e eutanasia dos
animais para coleta de figado e baco 6
e 12 horas e 8 dias apo6s a infeccéo

/N

Andlise da produggo de citocinas
por cytometric beads array (cba)
no bago e figado

Contagem de células sanguineas e
dosagem de AST e ALT
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4.1.4. Infeccdo experimental de camundongos com mosquitos Aedes
aegypti infectados com DENV 3 genétipo |

Grupo experimental 4:

Infecco das fémeasde A.
aegypt com 400 u.f.p. de
DENV3 genétipo |

7 diasapds ainfeccdo dasA.
aegypt elas se alimentaram
nos camundongos C57BL/6

cérebro

Extracéo de RNA total,
tratamento com DNAse,

Andlise da expressdo
génica por PCRem tempo
real de nos2

Eutanasia dos animais 90
horas ap6s a picada do
mosquito e coleta do
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4.1.5. Infecgao subcutanea e posterior infeccéo IC com DENV 3 genétipo |,
em camundongos C57BL/6

Grupo experimental 5:

Infecgdo SCcom 50.000 u.f.p. de DENV 3
gendtipo | e apds 14 dias infecgdo ICcom 400
u.f.p. de DENV 3 genétipo |, em animais
C57BL/6

l

Eutanasia animais com 11
dias apdsinfeccdo ICe
coleta do cérebro e bago

/N

Anélise da producgo de citocinas

Extracéo de RNA total-tratamento

com DNAse, RT por cytometric beads array
@N
Andlise da expressdo IFN-y
génica por PCRem tempo TNFa
real (nos2)

IL12 p70




4.2. Cultivo celular
4.2.1. Células C6/36

As células C6/36 de linhagem continua de larvas de mosquito Aedes
albopictus, foram utilizadas para a preparagdo dos estoques Vvirais.
Resumidamente, essas células foram cultivadas em meio Leibovitz (L-15)
(Gibco, USA), contendo 10 pug/mL de ciprofloxacino e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Brasil), em estufa tipo B.O.D. (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 28°C. Para os repiques das culturas celulares, o meio de cultivo foi
desprezado e as células lavadas com PBS (tampéao fosfato salina - NaCl 137
mM; KCI 7 mM; Na;HPO4 1,4 mM; pH 7,2). Em seguida, as células foram
homogeneizadas em meio de cultivo celular Leibovitz (L-15) (Gibco, USA) e
distribuidas em garrafas de 25 ou 75 cm? (SARSTEDT- Alemanha).

4.2.2. Células BHK-21

Células BHK-21, as quais sdo derivadas de rim de hamster, foram
utilizadas para a realizagdo do protocolo de titulagdo viral. Elas foram
cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco, USA),
contendo 50 pg/mL de gentamicina, 100 Ul/mL de penicilina, 5 pg/mL de
anfotericina B e 5% de SFB e mantidas em estufa de CO, a 37°C.

4.3. Virus

As amostras de virus utilizadas no presente trabalho: DENV-3 gendtipo |
(MG20) altamente virulento, foram isoladas previamente de pacientes que
apresentaram manifestagdes clinicas da Dengue na regido metropolitana de
Belo Horizonte, em trabalho anterior (FIGUEIREDO et al., 2008). As amostras
de DENV-1 Mochizuki (virus adaptado) altamente virulento, foram isoladas
anteriormente de pacientes infectados com DENV e obtidos da Colecdo de

virus do Laboratério de virus da UFMG.
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4.4, Multiplicagao viral

Para a produgdo dos pools estoque e trabalho de DENV, utilizou-se o
protocolo adaptado segundo SAKOONWATANYOO; BOONSANAY; SMITH,
2006. Resumidamente, células C6/36 foram infectadas com DENV diluido em
meio L-15, utilizando-se uma multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) de 0,1. A
adsorgao das particulas virais a célula foi realizada durante 1 hora em estufa
de BOD (sem atmosfera de CO,) a 28°C, sendo realizada a homogeneizagéo a
cada 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 10 mL de meio de cultura L-
15 e as células infectadas foram incubadas nas condigées acima citadas por
cerca de seis dias, sendo que observagdes diarias das monocamadas
infectadas foram realizadas, a fim de monitoramento do aparecimento dos
sincicios. Quando houve formacdo de 60% de sincicios na superficie da
monocamada, o sobrenadante foi centrifugado a 200g por 15 min, a 4°C. O
sobrenadante clarificado foi distribuido em aliquotas de 0,2 mL, as quais foram

estocadas a menos 70°C para uso posterior.
4.5. Titulagéo (Determinagéo de Unidades Formadoras de Placa —u.f.p.)

As titulagbes dos estoques virais e dos 6rgdos dos camundongos
infectados com DENV foram realizadas em células BHK-21, segundo o
protocolo adaptado de DULBECCO; VOGT, 1953. Resumidamente, 5x10°
células BHK-21 foram adicionadas a cada pogo de placas de 6 cavidades e
cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% de SFB e antibiéticos e
incubadas durante 24 horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de COs,.

Em seguida, o meio de cultura foi desprezado e a monocamada celular
foi lavada uma vez com PBS e foram adicionados 400 uL das diluicbes
seriadas do virus a ser titulado (utilizando as diluicées de 10° a 10‘7) em cada
uma das placas. Um dos pogos foi reservado para ser utilizado como controle
de células, no qual foram adicionados 400 pL de meio de cultura. Durante o
periodo de adsorcdo (1 hora) a placa foi homogeneizada a cada quinze
minutos. Posteriormente, descartou-se a suspensao viral e foram adicionados 2
ml de meio DMEM contendo 2% de carboximetilcelulose (CMC, Sigma) e 2%

de soro fetal bovino (SFB, Gibco) em cada um dos pogos das placas de cultura.



56

Elas foram incubadas a 37°C por 6 dias em estufa com 5% de CO, e a cada dia
foi observada a evolugdo da formacgao dos efeitos citopaticos. As placas foram
entdo fixadas durante 1h com formaldeido a 3,7% em PBS para posterior
processo de coloragdo com solucéo de cristal violeta a 1% durante 20 minutos.
O numero de placas de lise foi contado para a determinagédo do titulo das
amostras. Este titulo foi expresso pela contagem de placas de lise (no pogo no
qual foi observado entre 30 e 300 placas de lise), multiplicado pelo inverso da
diluicdo e pelo fator de diluicdo (2,5 mL), dando o titulo final em unidades

formadoras de placas por mL (u.f.p. /mL).
4.6. Camundongos

Os camundongos machos da linhagem C57BL/6 com idades variando
entre 6 e 8 semanas de idade foram fornecidos pelo biotério do IRR. Os
animais foram mantidos em micro-isoladores e em estantes ventiladas no
Biotério de Experimentacio do IRR, em condicdes de temperatura (entre 23°C
+/- 2°C), umidade, ventilacdo, higienizagdo e iluminacdo controladas.
Alimentacédo e agua foram fornecidos ad libitum. Todas as gaiolas, maravalha,
racéo e agua colocados para os animais foram previamente autoclavados e os
animais foram transferidos em cabine de segurancga biolégica, dentro do proprio
biotério de experimentacao do IRR. Foram utilizados 6 animais por grupo em
cada experimento realizado.

Para o melhor cuidado dos animais (enriquecimento ambiental), todas as
gaiolas dos animais foram equipadas com iglus para diminuir o nivel de
estresse dos camundongos ao longo do experimento.

A eutanasia dos animais foi feita por deslocamento cervical nos dias de
coleta dos 6rgaos. Para o procedimento de coleta, apds a eutanasia, os 6rgédos
(figado, bago e cérebro) foram retirados e divididos em trés partes. A primeira
foi utilizada para a extracdo de RNA. A segunda foi utilizada para a titulacao
viral e a terceira, para os experimentos de CBA. A parte do 6rgédo destinada a
extragcdo de RNA foi armazenada em 0,25 mL de Trizol. A porgao destinada a
titulagdo foi conservada em 0,5mL de PBS e aquela a ser utlizada nos
experimentos de CBA foi armazenada em 0,5mL de solugdo contendo

inibidores de protease. Todas as amostras foram estocadas a 70°C negativos.
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4.7. Comité de Etica

As licencgas para o desenvolvimento deste projeto, 26/11 da UFMG (maio
de 2011 a maio de 2016), e a licenga LW-7/16 (fevereiro de 2016 a fevereiro de
2020), foram obtidas do CETEA/UFMG e do CEUA/ Fiocruz, respectivamente

(cépia dos documentos em anexo).
4.8. Anestesia

Os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100
mg/kg) + cloridrato de xilazina (10 mg /kg) (dose obtida no Manual de Normas
Técnicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, 2004), pela via

intraperitoneal, no quadrante lateral inferior direito, com volume maximo de 40

E1)

4.9. Infecgéo intracraniana murina (IC) com DENV

A infecgao IC foi feita com agulha 8,0 x 0,3 mm e seringa BD Ultra-fine Il
de 50 Ul ou 0,5 mL. O inéculo foi realizado no quadrante esquerdo e posterior
do cérebro do camundongo (Figura 10).

A infeccio IC nos animais C57BL/6 foi feita com 4x10? u.fp. de dois
diferentes sorotipos de DENV: DENV-3 gendtipo | (MG20) altamente virulento e
DENV-1 altamente virulento, (Mochizuki), em volume final de 10CL. Os animais
do grupo controle foram inoculados com o sobrenadante de células C6/36 nao

infectadas (mock).
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Infecgdo Intracraniana (IC)

Linhada orelha Linhado olho

Figura 10: |llustracdo da infeccdo intracraniana em camundongos. Adaptado:
http://www.clodrosome.com/routes-of-administration/intracerebral-injection/. Acesso em
16/06/2015.

4.10. Infecgdo subcutanea murina (SC) com DENV

Os animais C57BL/6 receberam o indculo de 5x10* u.f.p. de DENV 3
gendétipo | (MG 20) - 62 passagem em 100 [, pela via subcutanea. Os animais
do grupo controle receberam o mesmo volume de indculo, constituido do

sobrenadante de células C636 nao infectadas (mock).

A injecéo foi aplicada no dorso do animal, conforme Figura 11.

Figura 11: Imagem inéculo subcutaneo. http://www.petshoprj.com.br/blog/uso-de-animais-
para-ensino-e-pesquisa-em-questao/. Acesso em 20-08-2016.
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4.11. Infecgao experimental de camundongos com picadas de mosquitos
Aedes aegypti infectados com DENV 3 genétipo |

Fémeas de mosquitos Aedes aegypti com 4-7 dias de idade, cedidas
pelo doutor Eric Caragata (Laboratério do grupo de pesquisa Mosquitos
Vetores Endossimbiontes e Interagdo Mosquito Vetor do IRR) foram utilizadas
neste experimento juntamente com os camundongos C57BL/6.

Na semana anterior ao experimento foram realizadas as nanoinjegdes
de suspensdo viral nas fémeas de A. aegypti. Os insetos foram anestesiados
com CO; e mantidos em placas de Petri resfriadas com gelo. Para as
nanoinjegdes utilizou-se o Nanoject II™ Auto-Nanoliter Injector, sob um
microscépio  estereoscopico.  Primeiramente os  mosquitos  foram
individualmente injetados com 69 nL de meio de cultivo Leibovitz 15 (L-15)
proveniente do cultivo de células C6/36 grupo controle, ou injetados com 69 nL
do DENV3 gendtipo | na concentragéo de 5,3x10° u.f.p./mL, recebendo cada
mosquito 365 u.f.p. de virus. Apds a inoculagdo, as fémeas foram mantidas
alimentando-se apenas de solugdo de aglcar em agua a 10% por uma
semana, quando foram colocadas na presenca de camundongos, durante 30
minutos, a fim de realizarem o repasto sanguineo.

Para a realizagdo do experimento, os mosquitos foram removidos das
gaiolas das col6nias e transferidos para pequenos copos plasticos (500 mL)
com tampas e protegidos da luz, em grupos de 15 a 20 fémeas por recipiente.

As fémeas de Aedes foram divididas em grupos de 15 a 20 e colocadas
em um vasilhame circular adequado, fechado e com a tampa coberta por uma
malha vazada possibilitando o contato dos mosquitos com um camundongo
C57BL/6 previamente anestesiado (cerca de 5 animais por grupo). O ambiente
foi mantido na penumbra para facilitar a alimentagdo pelos mosquitos. A fim de
que fosse avaliado o numero de fémeas de Aedes que se alimentaram nos
camundongos, os mosquitos foram anestesiados com CO, e colocados sobre
uma placa de Petri sob o gelo. A identificagdo dos animais que realizaram o
repasto sanguineo foi realizada pela observacdo do volume do abdémen de
cada inseto.

Este experimento foi realizado no Insetario do Laboratério de Mosquitos

vetores: Endossimbiontes e Interacdo Parasito Vetor do IRR, o qual possui



60

certificacdo de laboratério de nivel 2 de biosseguranga. Os camundongos
foram eutanasiados 90h apods a infecgao.

4.12. Extragdo de RNA

Os 6rgaos previamente coletados e armazenados em Trizol® (250(L)
foram macerados com auxilio de pistilo € o volume de Trizol® foi completado
para 1,0 mL. Os 6rgdos processados foram armazenados em microtubos de
1,5mL a -70°C.

A extracéo do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante
do reagente de TRIzol® (Invitrogen), com adaptacdes feitas segundo Bitencourt
e colaboradores (BITENCOURT et al, 2011). Resumidamente, o tecido
previamente macerado com auxilio de pistilo, foi incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi feita uma centrifugacédo de 10 minutos a 12.000 g a
4°C para a separagdo do sedimento do restante da amostra. O sobrenadante
foi transferido para outro microtubo, onde foram adicionados 200 de
cloroférmio. A mistura foi homogeneizada, com auxilio do vortex, e incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos. A separagdo das fases foi feita por
centrifugacdo a 12.000 g por 15 min. a 4°C. A fase aquosa (superior,
transparente), onde o RNA esta presente, foi coletada e transferida para um
novo tubo. A precipitagdo do RNA foi feita com a adicdo de isopropanol,
seguida de centrifugagédo a 12.000 g por 10 min. a 4°C. O sobrenadante foi
entdo descartado e o RNA homogeneizado em 30 [flde agua livre de RNAse
(Ultra Pure Distilled Water — Invitrogen). O RNA extraido foi quantificado no
espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) a

260nm e armazenado a 70°C negativos.

4.13. Tratamento do RNA com DNase

A fim de evitar possiveis contaminagées com DNA gendmico, as
amostras foram tratadas com DNase livre de RNase (Promega, EUA). O
protocolo utilizado seguiu as orientagbes do fabricante (Promega).
Resumidamente, foram adicionados 1 [lde 10x Reaction Buffer e 2 unidades
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de DNase livre de RNase (2 LT.)I para cada amostra de RNA a ser tratada (1-7
[1); o volume da reagéo foi ajustado para 10[Lle elas foram incubadas a 37°C
por 30 minutos e, posteriormente, inativadas com a adicdo da DNase Stop
Solution (1 () e incubag&o de 10 minutos a 65°C.

4.14. Transcricao Reversa (RT)

O procedimento de transcrigdo reversa foi realizado imediatamente apds
a realizagdo do protocolo de inativagcdo do DNA e feito de acordo com o
protocolo do fabricante da enzima M-MLV RT (Promega Corporation, E.U.A.).
Para esse fim, 2,0 de RNA de cada amostra foram incubados com 0,5 de
iniciador aleatério (Invitrogen, EUA) em agua (volume final de 15,0 CL) por 5
min. a 70°C, seguido do imediato resfriamento em banho de gelo.
Simultaneamente, foi preparado um mix com 5,0 (D do tampéao 5X Reaction
buffer da enzima M-MLV (Tris-HCI 250mM pH 8,3; KCI 375mM; MgCl, 15mM e
DTT 50mM), fornecido pelo fabricante, e acrescido de 1,25 L:Ll de cada dNTP na
concentragdo de 10mM, 200U da enzima M-MLV RT e agua livre de RNase
para um volume final de 25 [l Essa mistura foi adicionada ao restante da
reacgado e incubada a 37°C por 60 min. As amostras foram armazenadas a 20°C

negativos até o uso.
4.15. PCR em Tempo Real (qPCR)

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se 2,5 [l
do cDNA obtido a partir da reacdo de transcricio reversa, 0,2 [l de cada
iniciador a 10 (Ml (Tabela 2); 5,0 (Ll do Power SYBR® Green PCR Master Mix
2X (Applied Biosystems) e 2,1 [] de agua livre de RNAse (Ultra Pure Distilled
Water — Invitrogen), obtendo-se o volume final de 10,0 (L. As reaces foram
realizadas em uma placa de 384 pogos contendo marcador SYBR Green |,
AmpliTaq Gold DNA Polimerase, dNTP, tampdo e corante de referéncia
passiva ROX, utilizando-se o equipamento Applied Biosytems ViiA™ 7. As
condicées de amplificacdo utilizadas foram de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos e 60°C por 1 min., precedidos por 95°C por 3 min. Apds a reacéo, a
especificidade dos amplificados foi observada, conferindo-se a temperatura de
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dissociagdo (Tm) dada pela curva de dissociagéo, especifica para o transcrito-
alvo.

A quantificagdo do RNA de DENV-3 nos cérebros dos camundongos foi
realizada utilizando-se os iniciadores da tabela 4.

Para a analise dos dados foi utilizado o0 método da curva padréo relativa.
A expressédo do gene alvo foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo
HPRT (Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase). Os resultados foram
plotados como unidade relativa. Todas as reagdes foram feitas em duplicata
para as amostras e em triplicata para a curva padrdo. Para a analise da curva

padrédo foram utilizados seis pontos da curva, a fim de permitir a quantificagéo

de todas as amostras selecionadas.

Tabela 4: Lista de iniciadores utilizados na qPCR.

Amplicon
GENE Oligonucleotideos Referéncia
HPRT F 5"~ GTT GGA TACAGG CCAGACTITGIT G- 3" 163 pb
Hipoxantina-guanina (DESOUZA et al., 2013;
fosforibosiltransferase R 5°- GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTTAGG- 3° ZOLINI et al., 2014)
F 5"—CAGCTGGGCTGTACAAACCIT- 3" 95 pb
Nos2 (DESOUZAet al., 2013;
Oxido nitrico sintase ZOLINI et al., 2014)
R 5’- CATTGGAAG TGAAGCGITTCG- 3°
IFNY F 5°- TCAAGT GGCATA GAT GTGGAA GAA - 3° 92 pb (DESOUZA et al., 2013)
R 5'- TGG CTCTGCAGGATT TTCATG- 3°
DENV - 5" URT DENV F5°- TOGGAA GCTTGCTTAACG TAG- 3°
Regiéo terminal nao 71pb (DESOUZA et al., 2013)
codificadora 5’ do DENV R5'- TOCGTT GGT TGT TCATCAGA -3’

4.16. Avaliagao da producao de 6xido nitrico (NO) por reagado de Griess

A avaliagéo da producédo de NO baseou-se no protocolo para Reagéo de
Griess (DRAPIER; WIETZERBIN; HIBBS, 1988;), adaptado por (ZOLINI et al.,
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2014), para verificar produgdo de NO em camundongos intraperitoneais de
C57BL/6.

4.16.1. Obtencdo de macroéfagos intraperitoneais de camundongos

Os animais infectados com DENV ou do grupo controle foram inoculados
pela via intraperitoneal com 2,0 mL de tioglicolato a 3% (v/v). Quatro dias apds
a inoculagdo, os camundongos foram eutanasiados e foi feita a lavagem
peritoneal para coleta das células, utilizando-se 5 mL de DMEM gelado
acrescido de ciprofloxacino (10[[@/ml). Apés este procedimento, foram
recuperados pelo menos 3 ml de lavado peritoneal de cada animal, onde foram
feitos “pools” das células por grupo de animais, as quais foram centrifugadas
por 10 minutos a 1200 rpm em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a
temperatura de 4°C. O sobrenadante de cada amostra foi descartado e as
amostras foram ressuspendidas em 5,0 mL (1,0 mL por animal) de DMEM
suplementado de 5% SFB e acrescido de ciprofloxacino (10(g/ml).

A contagem do numero de células viaveis foi realizada com auxilio do
azul de tripan em camara de Neubauer. O volume das amostras foi ajustado
para 2x10° células por 100 (L. Os macréfagos foram distribuidos em uma placa
de 96 pocos (Nunc Thermo Scientific), colocando-se 100 [l de suspens&o de
macréfagos em cada pogo, seguido da incubagéo por 3h em estufa a 37°C com
5% de CO,. O sobrenadante foi em seguida descartado e os pogos foram
lavados com 100 de DMEM sem SFB e sem antibiético. Posteriormente,
foram acrescentados 150 [f] de DMEM 5% SFB em cada pogo e a placa foi
incubada por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Como estimulo
(virus aos quais os macréfagos foram expostos) foi utilizado o virus DENV 3
gendtipo | (MOI = 1) no volume de 100 por pogo (cinco pogos por grupo), €
incubado por 24 h em estufa a 37°C com 5% de CO.. Os pogos utilizados como
controle (4 pogos por grupo) receberam somente meio de cultura, enquanto os
pocos correspondentes ao controle positivo foram estimulados com S. aureus
(3,0 [l por poco na concentracdo de 6 X 10? bactérias/poco; amostras em
duplicata), diluido em meio DMEM 5% SFB. Depois do periodo de incubagéo
em estufa a 37°C com 5% de CO., o sobrenadante foi coletado e utilizado para

a reacao de Griess.



4.16.2. Quantificagédo da producgao de 6xido nitrico pela Reagéo de Griess

A avaliagdo da produgéo de éxido nitrico (NO) baseou-se no protocolo
para Reagédo de Griess descrito por Zolini e colaboradores (ZOLINI et al.,
2014), adaptado para verificar producdo de NO em macréfagos intraperitoneais
de camundongos.

Para a dosagem de NO, foram utilizados 50 [l dos sobrenadantes
coletados na placa de cultivo dos macréfagos peritoneais (item 5.9.1) e
pipetados em placa de 96 pocos juntamente com 50 (] da solugéo C (solugio
A + solucédo B). Nesta placa também foi montada a curva padrao de referéncia
para a leitura. A solugéo C foi aplicada tanto nas amostras controle e infectadas
como na curva padrdo. A curva padrao foi elaborada com o primeiro pogo
contendo 500 [Nl e diluindo 1:2 seriadamente: (500 (M — 250 (M — 125 [t -
62,5 [\ — 31,25 M1 — 15 [ — 7 (), utilizando o nitrito de sddio (NaNO,)
diluido seriadamente em meio DMEM 5% SFB (soro fetal bovino), como
referéncia para avaliar a concentracéo de NO nas amostras.

A solugéo C consiste na jungao da solugédo A (Sulfenilamida1% em 2.5%
de acido fosférico H;PO,) com a solugado B (N- (1 naftil ) etil edediamina 0.1%
em 2.5% de acido fosférico H;POy,).

A leitura foi feita em espectrofotometro (Molecular Devices, VersaMax™

Tunable Microplate Reader) a 490nm, e valores expressos em mili molar (mM).

4.17. Teste de Soroneutralizagdo (PRNT50) para DENV-3

Para o teste de soroneutralizagdo, utilizou-se o protocolo adaptado de
Russel e colaboradores (RUSSELL et al, 1967). Para a adesdo da
monocamada celular, foram implantadas 5 x 10* células BHK-21 em placas de
24 pocos (1 mL / poco) em meio de cultura DMEM suplementado com 5% de
SFB e antibiéticos. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C em
uma incubadora de células com 5% de CO, Os virus (DENV 3 genétipo I)
foram diluidos (em meio de cultura DMEN suplementado com 5% de SFB) 1:10

e foram adicionados 100 pL desta solugdo a 10 mL de DMEM a 5%. Em
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microtubos separados, o complemento do soro foi inativado a 56°C por 30
minutos. O soro foi diluido novamente (1:20, 1:40, 1:80) para ser acrescido da
solugdo contendo o virus (170 pL de soro + 170 uL de virus) e incubada no
agitador a temperatura ambiente durante 30 minutos. Foi utilizado 50 p.f.u de
virus por poco. O meio de cultura das células foi descartado e foram
adicionados 150 pL da mistura de virus + soro, sendo a adsorgdo realizada
durante 45 minutos em estufa com 5% de CO,. Ao pogo correspondente ao
controle de células, foi adicionado somente meio de cultura. O pogo do controle
de virus recebeu somente a suspensao viral e ao pogo de controle de soro foi
adicionado soro oriundo de animais nao infectados por DENV. Apés o periodo
de incubacgéo, a suspensao viral foi descartada e adicionou-se 1 mL/pogo de
meio DMEM contendo 1% de CMC (Sigma, Alemanha) e 2% de soro fetal
bovino inativado por calor (Gibco, EUA). As placas foram incubadas a 37°C
durante 7 dias em uma incubadora de células com 5% de QO,. Apos 7 dias de
incubacao, as placas foram fixadas durante 1 hora com 3,7% de formaldeido
diluido em PBS, seguido da coloracdo com solugdo de cristal violeta a 1%
durante 20 minutos. Foi realizada a contagem do numero de placas de lise
tanto nos pogos contendo soros dos animais infectados como nos pogos
contendo soro dos animais do grupo controle. O indice PRNT50 foi calculado

pela maior diluigdo do soro capaz de neutralizar 50% do virus.

4.18. Cytometry Beads Array - (CBA)

Os tecidos foram coletados, macerados e armazenados em uma solugéo
inibidora de protease (Complete, Mini, sem EDTA). Utilizou-se 25 uL/pogo do
macerado do érgdo em placa de 96 pogos de fundo em V. Em seguida, foram
adicionados a cada pogo 18 uL do mix de reagdo de CBA (mouse inflammation
kit BD Cytometric Bead Array - CBA (BD-BECTON, 2008). A preparagdo da
curva padrao, as lavagens e a incubagdo com o anticorpo secundario foram
realizados segundo preconizado no protocolo do kit. As amostras foram lidas
no aparelho FACSCan (BD Biosciences) e a andlise dos resultados foi feita no
software CellQuest (BD Biosciences), sendo os resultados representados em
pg/mL.
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4.19. Contagem de células sanguineas

O sangue dos animais infectados com DENV ou do grupo controle foi
coletado apds os animais serem anestesiados conforme previamente descrito
neste documento. As amostras de sangue foram coletadas pelo plexo braquial
e foram adicionadas a tubos contendo EDTA (Becton Dickinson Vacutainer
Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA). A contagem dos glébulos vermelhos
(diluidos em PBS 1: 200), plaquetas (diluidas em oxalato de aménio 1: 100) e
leucocitos (diluidos na solugdo azul de turks 1:20) foram realizadas
manualmente em uma camara de Neubauer. Os monécitos, os neutréfilos e os
linfécitos foram contados manualmente em uma ladmina de esfregaco de
sangue previamente fixada e corada. A coloragéo foi feita utilizando o kit de
coloragdo panético, onde cada lamina foi mergulhada 5 vezes no fixador
(solugéo de triariimetano 500 ml), 5 vezes no corante acido (solugdo de
xantenos 500 ml) e sete vezes no corante basico (solugéo de tiazinas 500 ml).

4.20. Atividade das transaminases aspartato aminotransferase e alanino
aminotransferase

A atividade das transaminases aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) foi quantificada em amostras de soro
individuais e foram utilizados marcadores associados ao dano hepatico, como
controle positivo. Para isso foi utilizado um kit colorimétrico comercial (Bioclin,
Brasil). Para leitura dos resultados, foi preparada uma curva de calibragdo e
posteriormente foi realizado teste de dosagem da atividade das transaminases.
Para a dosagem de AST aliquotou-se 125 Ll do reagente 1 e incubou-se por 3
minutos a 37°C. Foram adicionados 50 do soro, seguido da incubagao por
30 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionados 125 do reagente 2,
permanecendo a reagdo em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, foram adicionados 1250 mL de NaOH, permanecendo a reagéo
em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi
realizada em 505nm, sendo a cor estavel por 30 minutos. Para a dosagem de

ALT aliquotou-se 125 (] do reagente 1 e incubou-se por 3 minutos a 37°C.
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Foram adicionados 25 [l do soro e incubou-se por 30 minutos a 37°C. Em
seguida, foram adicionados 125 [ do reagente 2, permanecendo a reagdo em
repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados
1250 mL de NaOH, permanecendo a reagdo em repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada em 505nm, sendo

a cor estavel por 30 minutos. Os resultados foram expressos em U/ml de soro.

4.21. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas usando o programa estatistico
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Os grupos
amostrais foram avaliados e considerados ndo paramétricos ou paramétricos,
de acordo com teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Foram utilizados os
testes estatisticos Mann-Whitney (para grupos amostrais ndo paramétricos) ou
teste t (para grupos amostrais paramétricos). As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Modelo de infeccdo por via intracraniana de camundongos
imunocompetentes

5.1.1. Variagédo percentual de peso e curva de sobrevivéncia em
camundongos C57BL/6 infectados com DENV por via intracraniana

A infeccéo intracraniana realizada neste nosso trabalho atual (Figura 12
e 13) foi para comparar a perda de peso ocorrida com esse tipo de infeccéo
descrita anteriormente (DE SOUZA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010) com a
perda de peso obtida apds a infecgdo subcutanea, utilizando a mesma amostra
de camundongos € o mesmo virus altamente virulento. O objetivo destes
experimentos foi repetir os experimentos ja publicados (DE SOUZA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2010), demonstrando que este modelo (camundongos e
virus) esta funcionando em nossas maos, para em seguida introduzir outro
modelo de infeccéo por via subcutanea, utilizando os mesmos camundongos e
o mesmo virus DENV 3 genétipo I. Além disso, o objetivo foi também realizar
alguns experimentos que ainda nédo tinham sido realizados neste modelo de via
intracraniana. O DENV Mochizuki foi utilizado por ser referéncia em virus
neurovirulento mortal.

Apbs a infeccdo, os animais foram observados diariamente durante 20
dias para acompanhamento do peso e o surgimento dos sinais classicos de
encefalite. Conforme mostrado na figura 12, a inoculagédo com os isolados de
DENV altamente virulentos resultou em significativa perda de peso (Figura 12A
e 12B) e na morte dos animais C57BL/6 (Figura 12A e 12B), enquanto os
animais dos grupos controle (C57BL/6) ndo apresentaram perda de peso
(Figura 12A e 12B) nem mortalidade (Figura 13A e 13B).
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Figura 12: Variagcédo percentual de peso em camundongos C57BL/6 infectados com DENV
neurotrépicos. Os camundongos receberam inoculo de 400 u.f.p. de virus por via IC (10 ul) e
a variacéo de peso foi avaliada durante 20 dias. d.p.i. = dias ap6s a infecgdo. mock (receberam
inoculo de 10 ul de sobrenadante de células C6/36 por via IC). Este experimento foi realizado
trés vezes com resultados semelhantes. A) DENV1 Mochizuki; B) DENV3 genétipo |. n= 6
animais por grupo.
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Figura 13: Curva de sobrevivéncia em camundongos C57BL/6 infectados com DENV
neurotrépicos. Os camundongos receberam inoculo de 400 u.f.p. de virus por via IC e a
mortalidade foi avaliada durante 20 dias. mock (receberam inoculo de 10 ul de sobrenadante
de células C6/36 por via IC). d.p.i. = dias apds a infecgdo. Este experimento foi realizado trés
vezes com resultados semelhantes. A) DENV1 Mochizuki; B) DENV3 genétipo I. n= 6 animais
por grupo.



70

Como observado nas figuras 12 e 13, os animais vieram a 6bito entre o
nono e o décimo dia apds a infecg¢éo, tanto com a amostra de DENV3 genétipo
I, como com a amostra de DENV1 Mochizuki. Estes animais foram avaliados
diariamente e além da significativa perda de peso, todos os animais infectados
apresentaram o0s sinais classicos de encefalite (erigamento de pelo,
encurvamento de dorso e hemiparesia) visiveis a olho nu. Os animais do grupo
controle (mock), que receberam apenas sobrenadante de células C6/36,
permaneceram saudaveis e ganhando peso, ao longo de todo experimento.

Cada grupo de animais possuia entre 5 e 6 animais por gaiola.

5.1.2. Sinais clinicos de encefalite em camundongos C57BL/6 infectados

por viaintracraniana com DENV 3 genétipo |

E importante salientar o fato de que os camundongos infectados com
ambas amostras altamente virulentas de DENV, apresentaram os sinais
classicos de encefalite causada por DENV (Figura 14). Os principais sinais
clinicos foram o ericamento dos pelos, a hemiparesia de membros inferiores e

0 encurvamento do dorso.
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Figura 14: Camundongos C57BL/6 com sinais classicos de encefalite causada por DENV.
Camundongos apresentam encurvamento de dorso, ericamento de pelo e hemiparesia dos
membros traseiros, apos infeccdo com DENV.

Encurvamentodo dorsoe
ericamento de pelo

Como pode ser visto na figura 14, os animais infectados com as
amostras de DENV altamente virulentas, apresentaram além da significativa
perda de peso, os sinais classicos de encefalite causada por DENV. Estes
animais (infectados), apresentaram inicialmente o erigamento do pelo, seguido
da hemiparesia e encurvamento do dorso, e por fim, vinham a 6bito. Os
animais do grupo controle (mock), ndo apresentaram nenhum destes sinais e

mantiveram-se estaveis durante todo o experimento.
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5.2. Infeccdo subcutdnea em camundongos C57BL/6 infectados com
DENV 3 genétipo |

5.2.1. Variagdo percentual de peso em camundongos C57BL/6 infectados

por via subcutédnea com DENV 3 genétipo |

Apos inéculo subcutaneo, foi realizada uma nova curva com a variagéo
percentual de peso, onde os animais foram acompanhados durante 60 dias
para avaliar a susceptibilidade a infeccdo por DENV altamente virulento (Figura
15).

120

Variacao percentual de peso

-o- C57BL/6 mock
© C57BUG6 |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Dias apés infeccao

Figura 15: Variacdo percentual de peso em camundongos C57BL/6 infectados com
DENV3 genétipo | por via subcutanea (SC). Os camundongos receberam inéculo subcutaneo
de 50.000 p.f.u. e foram monitorados quanto a variacdo de peso por 60 dias. mock (receberam
inoculo de 10 ul de sobrenadante de células C6/36 por via IC). d.p.i. = dias ap6s a infeccéo.
Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. *** p<0.0001 quando
comparados nao infectados (NI) com infectados (l), nos dias 15, 23, 3, 39, 47, 55, 57 apés a
infeccdo, usando o teste t. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados
semelhantes. n= 6 animais por grupo.

Foi possivel perceber durante a infecgdo subcutanea, que os animais
infectados com DENV3 genétipo |, apresentaram uma perda significativa de
peso entre os dias 8 a 16 apés a infecgdo, mas ndo apresentaram mais
nenhum sintoma aparente de dengue ou de encefalite causada por dengue,
apesar do virus inoculado ser altamente virulento. Foi possivel perceber

também, que estes animais infectados, apesar de apresentarem uma
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significativa perda de peso inicialmente, eles conseguiram manter-se estaveis e
foram recuperando gradativamente o peso ao longo dos dias observados,
voltando a estarem préximos do peso dos animais do grupo controle (mock)
que receberam apenas sobrenadante de células C6/36 e mantiveram o ganho

natural de peso.

5.2.2. Alteragcdes hematolégicas em camundongos C57BL/6 infectados

por via subcutadnea com DENV 3 genétipo |

Camundongos C57BL/6 foram inoculados por via subcutinea com
50.000 u.f.p. de DENV3 genétipo | para que se pudesse avaliar a evolugdo da
infeccdo em diferentes tempos baseados nos tempos de resposta imune inata
(6 horas apo6s infecgdo) e adquirida (8 dias apos infecgdo). As contagens
hematolégicas foram realizadas antes e apds a infecgdo subcutanea (Figura
16). Como referéncia de valores hematoldgicos para camundongos utilizamos a
dissertacdo de mestrado de Fernanda Trindade Lima Aradjo (ARAUJO,
2012) e CONNELL et al. (2015).
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Figura 16: Contagem de leucécitos, glébulos vermelhos e plaquetas apés inoculagao
subcutanea de DENV. Os camundongos C57BL/6 receberam indculo subcutaneo de 5x10*
u.f.p. de DENV 3 genétipo | e foram eutanasiados 6 horas ou 8 d.p.i. € o sangue foi coletado
em tubos contendo EDTA para subsequentes contagem de leucécitos, hemécias e de
plaquetas. h.p.i. = horas apés a infeccdo; d.p.i. = dias apds a infeccdo. mock (in6culo
sobrenadante de células C6/36). As analises estatisticas foram feitas utilizando o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. * p <0,05; ** p <0,01. Este experimento foi realizado trés vezes
com resultados semelhantes. A) leucécitos de camundongos C57BL/6; B) Heméacias de
camundongos C57BL/6, C) Plaquetas de camundongos C57BL/6. n= 6 animais por grupo.
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Observou-se uma diminuicdo na contagem de leucécitos nos animais
C57BL/6 infectados por via subcutanea no oitavo dia apés a infecgédo, quando
comparado aos animais néo infectados (Figura 16 A); por outro lado, nédo
houve diferenga significativa na contagem de eritrocitos nos camundongos
C57BL/6 (Figura 16 B) em qualquer um dos tempos estudados quando
comparados aos animais ndo infectados. Houve significativa diminuicdo do
nimero de plaquetas nos camundongos C57BL/6 infectados em ambos os
tempos avaliados ap6s a infeccéo (Figura 16 C).

Também foram avaliadas possiveis alteragbes na contagem dos
linfécitos, mondcitos e neutréfilos apés a infecgdo subcutdnea com DENV3
gendtipo I. O sangue foi coletado 6 horas e 8 dias apds a infeccéo (figura 17).
Nao houve diferenca significativa na contagem de linfécitos nos animais
C57BL/6 quando comparados aos animais ndo infectados (Figura 17 A).
Tampouco houve diferenca significativa na contagem de neutréfilos nos
animais C57BL/6 infectados em comparagdo com aquela mensurada nos
animais nao infectados (Figura 17 B). Por outro lado, foi detectada uma
diminuicdo na contagem de mondcitos observada 6 horas apds a infecgéo nos
animais C57BL/6, sendo que este valor voltou a ficar préximo ao dos
camundongos nao infectados, 8 dias apds a infeccdo (Figura 17 C). Esta
diminuicdo na contagem de mondcitos pode se dar ao fato dos mondcitos
migrarem para os tecidos logo apds a infeccdo para auxiliar no combate a
infeccéo, voltando a contagem normal no oitavo dia apés a infecgdo (YONG et
al., 2017).
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Figura 17: Contagem de linfécitos, monécitos e neutréfilos apés inoculagdo subcutanea
de DENV. Os camundongos C57BL/6 receberam indculo subcutaneo de 5x10* u.f.p. de DENV
3 gendtipo | e foram eutanasiadas 6 horas ou 8 dias apds a infecgdo e o sangue foi coletado
em tubos de EDTA para subsequentes contagem de linfécitos, monécitos e neutréfilos. h.p.i. =
horas ap6és a infeccéo; d.p.i. = dias apds a infeccdo. mock (inéculo sobrenadante de células
C6/36). As andlises estatisticas foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * p
<0,05; ** Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. A) linfcitos
C57BL/6; B) neutrofilos C57BL/6. C) monécitos C57BL/6. n= 6 animais por grupo.

5.2.3. Producéo de citocinas em camundongos C57BL/6 infectados por via
subcutanea com DENV 3 genétipo |

A producéo de citocinas no baco e no figado de animais C57BL/6 foi
avaliada por citometria de fluxo 6, 12 horas ou 8 dias ap6s a infeccédo (Figura
18).
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Figura 18: Citocinas s&o produzidas no baco e no figado de camundongos, apés o
inéculo de DENV via SC. Os camundongos C57BL/6 foram inoculados por via subcutanea,
com 5X10* u.f.p. de DENV 3 genétipo | e foram eutanasiados com 6 ou 12 horas ou 8 dias
apos a infeccao e figado e baco foram coletados e armazenados em uma solucéo de inibidor
de protease. A) niveis de TNF-[fho bago dos animais C57BL/6; B) niveis de TNF-[iho figado
dos animais C57BL/6; C) niveis de IFN y no figado de animais C57BL/6; D) Niveis de IL-12p70
no figado dos animais C57BL/6. Foi utilizado o mouse inflamation KIT, que detecta IL-6, IL-10,
MCP-1, IFN-y, TNF, IL-12p70. As citocinas que nao apresentaram valores superiores ao limite
deteccdo ndo foram apresentadas na figura. mock (os camundongos receberam o inoculo de
sobrenadante celular C6 / 36); h.p.i: horas apés infecgdo; d.p.i: dias apds a infecgdo. As
analises estatisticas foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * p <0,05; ** p
<0,01. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. n= 6 animais por

grupo.

Nos animais C57BL/6 infectados, foi observado o aumento da produgéo
de TNF-a no bago 6 horas apos a inoculagdo subcutanea de DENV (Figura 18
A). Além disso, houve aumento da produgcdo de TNF-a no figado dos
camundongos C57BL/6, 6 e 12 horas ap6s a infeccao (Figura 18 B). Houve
significativo aumento dos niveis de IFNy no figado dos animais C57BL/6, 6 e
12 horas apds a infeccdo com DENV (Figura 18 C). Por outro lado, ndo houve

aumento da produgdo de IL12-p70 e IFNy nos bagos dos camundongos
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C57BL/6 infectados (dados ndo mostrados). Nao houve qualquer alteragao da
produgéo da citocina IL-12p70 no figado dos camundongos C57BL/6 infectados
em todos os tempos avaliados apds a infecgao (Figura18 D).

5.2.4. Alteragbes hepaticas em camundongos C57BL/6 infectados por via

subcutanea com DENV 3 genétipo |

Dosagens de enzimas hepaticas foram realizadas apés infecgcdo com
5X104 uf.p. de DENV3 gendtipo | pela via subcutanea, em camundongos
C57BL/6. Os soros dos animais foram coletados em diferentes tempos apés a
infeccdo (3, 6 € 12 h.p.i. e 8 e 15 d.p.i.) e utilizados para a dosagem dos niveis
de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (Figura
19).
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Figura 19: Dosagem de transaminases no soro de camundongos C57BL/6 ap6s infeccéo
subcutanea. Os animais foram infectados com 50.000 u.f.p. de DENV3 gendtipo | por via
subcutanea e o soro foi coletado nos tempos indicados. A) AST em camundongos C57BL/6; B)
ALT em camundongos C57BL/6. As andlises estatisticas foram feitas com o teste néo
paramétrico de Mann-Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados
semelhantes. h.p.i. = horas ap6s a infecgéo; d.p.i. = dias apds a infecgdo. mock (inoculo com
sobrenadante de células C6/36). n= 6 animais por grupo.

Nao foi encontrada diferenga na dosagem das transaminases AST e ALT
nos animais C57BL/6 infectados quando comparados aos néo infectados, em
nenhum dos tempos estudados (3, 6 e 12 h.p.i. e 8 e 15 d.p.i.), conforme
mostra a Figura 19. Estes resultados j4 eram esperados uma vez que
alteragbes na dosagem das transaminases em casos de dengue, esta
relacionada a dengue grave (JOHN; LIN; PERNG, 2015), o que ndo aconteceu
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Nno nosso caso, uma vez que os animais infectados néo evoluiram para dengue

grave.

5.3. Infeccdo subcutanea experimental de camundongos com mosquitos

Aedes aegypti infectados com DENV 3 genétipo |

Sabendo que o DENV é transmitido pela picada de mosquitos do género

Aedes, decidimos avaliar o modelo de infecgdo de camundongos utilizando
picadas de fémeas de mosquitos infectadas por DENV.
Para esse fim, fémeas de mosquitos Aedes aegypti (A. aegypti) foram
infectadas através de nanoinjecdo com 400 u.f.p. do virus DENV3 genétipo |.
Sete dias ap6s a infeccdo, os insetos foram colocados na presenca de
camundongos C57BL/6 anestesiados para realizarem o repasto sanguineo
nesses animais (Figura 20). Os camundongos foram eutanasiados 90 horas
apo6s a infeccdo e o cérebro foi coletado para realizagdo de qPCR, a fim de
avaliarmos a expressdo de mRNA viral e da enzima nos2, importante na defesa
contra DENV.

Figura 20: Infeccdo de camundongos com Aedes aegypti. Fémeas de Aedes infectadas ja
alimentadas e ainda se alimentando no camundongo dentro dos potes.
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5.3.1. Detecgdo do mRNA do virus e de nos2, por gPCR, em camundongos
C57BL/6 picados por Aedes aegypti fémeas infectadas

Uma vez que a via de inoculagédo foi o0 mosquito infectado, sendo esta
via subcutanea, foi dosada a presenga do RNA gendmico no bago,
caracterizando assim, a eficacia da infeccdo. O RNA genémico de DENV foi
detectado no bago de animais C57BL/6 infectados (Figura 20) apds a picada do

mosquito A.aegypt,
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Figura 21: mRNA de DENV no bago de camundongos C57BL/6 infectados pela picada de
Aedes aegypti previamente infectados com 400 u.f.p. de DENV3 genétipo |. Fémeas de
Aedes foram infectadas através de nanoinjecdes e ap6s 7 dias foram colocadas para se
alimentar do sangue dos camundongos. Os camundongos foram eutanasiados apés 90 horas.
O RNA foi extraido do cérebro, foi feita a reagéo da transcriptase reversa e PCR quantitativa. A
analise foi feita pelo método da curva padréo relativa. * = p < 0,05. A analise estatistica foi feita
com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes com
resultados semelhantes. mock (expostos a picadas de insetos que receberam sobrenadante de
célula C6/36, sem virus) e C57BL/6 I= animais infectados. n= 6 animais por grupo.

Uma vez que o DENV3 genétipo | se mostrou altamente virulento
quando inoculado por via IC, e a presenca ou auséncia de nos2 no cérebro ja
foi comprovada como sendo um diferencial na sobrevivéncia ou ndo a este
virus, foi realizada a dosagem dos niveis de nos2 no cérebro dos animais

infectados por este virus, porém através da picada do mosquito infectado como
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via de infeccdo. Conforme mostrado na figura 22, niveis significativamente
aumentados do mRNA de nos2 foram detectados no cérebro dos animais
C57BL/6 infectados.
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Figura 22: mRNA de nos2 no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados pela picada
de Aedes aegypti previamente infectados com 400 u.f.p. de DENV3 genétipo |. Fémeas de
Aedes foram infectadas através de nanoinjecdes e apés 7 dias foram colocadas para se
alimentar do sangue dos camundongos. Os camundongos foram eutanasiados apds 90 horas.
O RNA foi extraido do cérebro, foi feita a reagdo da transcriptase reversa e PCR quantitativa. A
analise foi feita pelo método da curva padréo relativa. ** = p < 0,01. A andlise estatistica foi
feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes
com resultados semelhantes. mock (expostos a picadas de insetos que receberam
sobrenadante de célula C6/36, sem virus) e C57BL/6 |= animais infectados. n= 6 animais por
grupo.

5.4. Producéo de Oxido Nitrico em macréfagos intraperitoneais

Uma vez que publicagdes anteriores do nosso grupo (DE SOUZA et al,,
2013) mostraram que os camundongos nocautes para nos2 foram resistentes a
infeccdo com ambas as amostras neurovirulentas de DENV3 genétipo | e
DENV 1 Mochizuki, avaliamos a producdo de 6éxido nitrico em macréfagos
peritoneais oriundos de camundongos C57BL/6, expostos a DENV3 genétipo .
A titulo de controle positivo, avaliamos a produgdo de o6xido nitrico em
macréfagos estimulados com S. aureus (Figura 23).
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Figura 23: Producdo de o6xido nitrico (NO) em macréfagos peritoneais ex vivo de
camundongos selvagens C57BL/6. Os macrofagos peritoneais coletados foram expostos a
DENV 3 gendtipo | (MOI=1), S. aureus (6 X 10° bactérias/pogo) ou meio DMEM 5%
SFB+Ciprofloxacino10ug/ml (controle). A dosagem de éxido nitrico foi realizada empregando o
método de Griess. Mock- ndo expostos ** p < 0,01. A andlise estatistica foi feita com o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados
semelhantes. n= 6 animais por grupo.

Conforme mostrado na figura 23, nos macréfagos dos camundongos
C57BL/6 expostos a DENV 3 genétipo |, foi possivel observar um aumento
significativo na producéo de 6xido nitrico em relagdo aos aos macréfagos de

camundongos C57BL/6 ndo expostos a DENV3 genétipo I.

5.5. Infeccdo com DENV 3 genétipo |, via subcutanea seguida de via

intracraniana em camundongos C57BL/6

5.5.1. Variagdo percentual de peso em camundongos C57BL/6 infectados
por via SC-IC com DENV 3 genétipo |

Realizamos uma infecgéo inicial pela via subcutanea, com inéculo de
50.000 u.f.p. DENV3 gendtipo | e apds 14 dias foi realizada nova infecgéo por
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via IC, com 400 u.fp. de virus (Figura 24). Os animais, embora tenham
apresentado uma perda de peso significativa, recuperaram parte do peso e ndo
apresentaram sinais de encefalite, sobrevivendo ao desafio. Isto mostra que a
infeccéo por via subcutanea conferiu resisténcia do C57BL/6 ao virus altamente

virulento por via intracraniana.
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Figura 24: Variacdo percentual de peso em camundongos C57BL/6 infectados com
DENV3 genétipo | via IC 14 dias ap6s infecgdo subcutanea. Os camundongos receberam
inoculo subcutaneo de 50.000 p.f.u. e foram monitorados quanto a variagdo de peso por 14
dias, quando foram inoculados com 400 u.f.p. de virus por via IC. A variacdo de peso desses
animais foi monitorada durante 25 dias. Este experimento foi realizado trés vezes com
resultados semelhantes. *** p<0.0001 quando comparando camundongos nao infectados
(mock, receberam inoculo de sobrenadante de células C6/36 por via SC e 14 dias ap6s inoculo
intracraniano de sobrenadante de células C6/36) com infectados (l) nos dias 15 e 23 apds a
infeccdo usando o teste t. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados
semelhantes. n= 6 animais por grupo.
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5.5.2. Titulagdo viral e soro-neutralizagdo em camundongos C57BL/6
infectados com DENV 3 genétipo |

A fim de avaliarmos se a infecgdo por DENV pelas vias intracraniana e
subcutanea obtiveram sucesso e também para avaliarmos o impacto da
inoculacédo prévia pela via subcutanea, mensuramos a carga viral no cérebro
dos animais desafiados, por titulagdo em placa de lise, em células BHK-21 e
avaliamos a presencga de anticorpos séricos anti-DENV pela técnica de soro-
neutralizagdo nos animais infectados pela via subcutanea. Os resultados na
tabela 5 mostraram que houve crescimento de virus no cérebro (infeccéo IC)
com 5 dias ap6s a infecgdo e que no sétimo dia apds a infeccdo a quantidade
do virus aumentou em relagdo ao quinto dia. Os titulos de anticorpos
detectados nos soros dos animais infectados (infecgdo subcutanea) foram
maiores do que o dos animais nado infectados, mostrando que houve resposta

imune dos animais ao virus, apos a infecgao.

Tabela 5: Titulo viral e Soroneutralizagéao

Titulo viral p.f.u. x 10* Titulo viral p.f.u.x  Titulo viral p.f.u. x So_ro
(cérebro, IC) 10* (cérebro, SC- 10* (soro, SC) "e”tzg"cz)agw
IC)
odpi e e
3dpi - e e 0dpi <20
5dpi 1.2(+0.19) 1.4(x0.19) 1.3 (£0.19) 60 dpi =80
7 dpi 29 (+1.7) 30 (£1.7) 20 (£ 2.5)

Para a titulagcdo do virus no cérebro apés inoculagédo IC com 400 p.f.u. de DENV ou com o
sobrenadante de células C6/36 (controle), os camundongos C57BL/6 foram eutanizados para
remocgao do cérebro nos dias 3, 5 e 7 ap6s a infecgdo. Para a titulagdo do virus no cérebro
apos infeccdo por via SC-IC, os camundongos C57BL/6 foram inoculados via SC com 5x10*
p.f.u. de DENV ou com sobrenadante de células C6/36 (controle) e 14 dias apds esta infeccéo,
os camundongos foram novamente inoculados por via IC com 400 p.f.u. de DENV ou com
sobrenadante de células C6/36 (controle) e foram eutanizados para remogéo do cérebro nos
dias 3, 5 e 7 apds esta segunda inoculacéo. Para a titulacdo de virus no soro, apés inoculagéo
via SC com 5x10* p.f.u. de DENV ou com sobrenadante de células C6/36 (controle), o soro foi
recolhido 3, 5 e 7 dias apdés a infeccdo. Para o teste de seroneutralizagdo (PRNT50),
camundongos C57BL/6 foram inoculados via SC com 5X10* pfu. de virus ou com
sobrenadante de células C6/36 (controle) e amostras de soro foram recolhidas 60 dias apos a
infeccdo. d.p.i. = dias apds a infec¢éo.
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5.5.3. Detecgao do mRNA viral, IFN, e nos2, por gPCR, em camundongos
C57BL/6 infectados por via SC-IC com DENV 3 genétipo |

Foi avaliado o nivel de mRNA de DENV no cérebro (figura 25 A) dos
animais infectados tanto por via intracraniana (IC) como por via subcutanea
seguida de via intracraniana (SC-IC). Houve diferenca significativa na
expressdao de mRNA do virus nos animais infectados quando comparados aos
néo infectados, tanto nos animais inoculados apenas por via IC como nos
animais inoculados por via SC e posteriormente por via IC (Figura 25 A). Foi
avaliado o nivel de mRNA de DENV no figado dos animais infectados por via
SC (Figura 25 B) onde também foi possivel perceber uma diferenca
significativa na expressdo de mRNA do virus em todos os tempos estudados

quando comparados aos animais ndo infectados.
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Figura 25: mRNA de DENV no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com DENV3
genotipo | por diferentes vias e no figado por via SC. A) Os camundongos foram inoculados
por via IC com DENV 3 genétipo | por via IC com 400 u.f.p.(IC). Outros camundongos
receberam inoculo subcutaneo de 50.000 p.f.u. e foram monitorados quanto a variagdo de peso
por 14 dias, quando foram inoculados com 400 u.f.p. de virus por via IC (SC-IC), ou foram
inoculados com sobrenadante de células C6/36 por via SC e 14 dias ap6s inoculo intracraniano
com sobrenadante de células C6/36 (mock = ndo infectados). Os camundongos foram
eutanasiados 11 dias apds a segunda infeccdo. B) Os camundongos infectados apenas por via
SC, receberam inoculo subcutaneo de 50.000 p.f.u de DENV 3 genétipo | e foram eutanasiados
nos tempos 6 e 12 h.p.i (horas apo6s a infeccdo) e 8 e 15 d.p.i (dias ap6s a infeccéo), ou foram
inoculados com sobrenadante de células C6/36 por via SC (mock = ndo infectados). O RNA do
cérebro e do figado foi extraido e foi feita a reacéo da transcriptase reversa e gPCR. A andlise
foi feita pelo método da curva padréo relativa. * = p < 0,05. A andlise estatistica foi feita com o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Nimero de animais=5 por grupo. Este experimento foi
realizado trés vezes com resultados semelhantes. A) DENV cérebro via IC e via SC-IC; B)
DENV figado via SC. n= 6 animais por grupo.
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Sendo o IFNy uma importante citocina na resposta imune, que possui,
além de outras fungbes, a capacidade de inibir a replicacdo Vviral
(SCHOENBORN; WILSON, 2007; VAZQUEZ; CATALAN-DIBENE; ZLOTNIK,
2015), obtivemos a expresséo desta citocina no cérebro dos animais infectados
por via SC-IC, sendo possivel observar um aumento significativo na expresséao
de mRNA desta citocina nos animais infectados, quando comparados aos néao
infectados, diferentemente dos animais inoculados s6 por via IC, que néo

tiveram diferenga dos animais nao infectados (Figura 26).
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Figura 26: mRNA de IFNY no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados. Os
camundongos foram inoculados por via IC com DENV 3 genétipo | por via IC com 400 u.f.p.
(IC). Na barra SC-IC, os camundongos receberam inéculo com 50.000 u.f.p. por via
subcutanea e apds 14 dias foram novamente infectados com 400 u.f.p.de DENV3 genétipo |
por via IC. Os camundongos foram eutanasiados 26 dias apds a infeccdo. mock = animais nao
infectados, foram inoculados com sobrenadante de células C6/36 por via SC e 14 dias apos
inoculo intracraniano com sobrenadante de células C6/36. O RNA foi extraido do cérebro, foi
feita a reagdo da transcriptase reversa e PCR quantitativa. A analise foi feita pelo método da
curva padréo relativa. * p < 0,05. A analise estatistica foi feita com o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. n= 6
animais por grupo.

Conforme mostrado na figura 22, em infeccdo de camundongos por
picada de mosquitos infectados por DENV e também agora na figura 27, com

infeccdo  subcutanea seguida de infeccdo intracraniana, niveis
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significativamente aumentados do mRNA de nos2 foram detectados no cérebro
dos animais C57BL/6 infectados.
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Figura 27: mRNA de nos2 no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados por via SC-
IC. Os camundongos foram inoculados por via IC com 400 u.f.p. (IC) de DENV 3 genétipo |. Os
camundongos infectados (l) receberam inéculo com 50.000 u.f.p. por via subcuténea e ap6s 14
dias foram novamente infectados com 400 u.f.p.de DENV3 genétipo | por via IC. Mock =
animais ndo infectados, foram inoculados com sobrenadante de células C6/36 por via SC e 14
dias apds inoculo intracraniano com sobrenadante de células C6/36. Os camundongos foram
eutanasiados 26 dias apés a infeccdo. O RNA foi extraido do cérebro, foi feita a reacdo da
transcriptase reversa e PCR quantitativa. A andlise foi feita pelo método da curva padréo
relativa. * p < 0,05. A andlise estatistica foi feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. n= 6 animais
por grupo.

5.5.4. Producdo de TNF-a em camundongos C57BL/6 infectados por via

subcutanea e posteriormente por IC com DENV 3 genétipo |

A fim de avaliarmos a produgdo de TNF-a no bago dos animais
infectados por via SC-IC, foi realizada citometria de fluxo (CBA) onde foi
possivel observar um aumento significativo na producéo de TNF-a no bago dos

animais infectados por via SC-IC conforme mostra a Figura 28.
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Figura 28: Produgéo de TNF-a no bago, apds o inéculo de DENV via SC-IC. Primeiramente
os camundongos receberam inéculo com 50.000 u.f.p. por via subcutanea e ap6s 14 dias foram
novamente infectados com 400 u.f.p. de DENV3 gendtipo | por via IC. Os camundongos foram
eutanasiados 26 dias apos a infecgdo. Os niveis de TNF-[ilno bago foram avaliados por
citometria de fluxo (CBA). Os bacos foram coletados e armazenados em uma solugéo de
inibidor de protease. Mock: ndo infectados (os camundongos receberam o inoculo de
sobrenadante de células C6/36); |= infectado; d.p.ii dias ap6s a infeccdo. As analises
estatisticas foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * p <0,05. Foi utilizado
o mouse inflamation KIT (CBA), que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF, IL-12p70. As
citocinas que nao apresentaram valores superiores ao limite deteccdo nao foram apresentadas
nesta figura. Este experimento foi realizado trés vezes com resultados semelhantes. Foi
utilizado o mouse inflamation KIT, que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF, IL-12p70. As
citocinas que ndo apresentaram valores superiores ao limite deteccao nao foram apresentadas
na figura. n= 6 animais por grupo.
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6. DISCUSSAO

N&o ha um bom modelo animal para estudar Dengue. Assim, existem
varios modelos murinos (AKKINA, 2014; PLUMMER; SHRESTA, 2014;
SHRESTA et al., 2006; WATANABE; CHAN; VASUDEVAN, 2016; ZOMPI;
HARRIS, 2012), os quais se prestam para um determinado aspecto da doenga,
nédo existindo um modelo animal que mimetize o que ocorre no ser humano.
Assim, devemos utilizar varios modelos para estudar diferentes aspectos da
doenga. No caso da resposta imune do hospedeiro é importante ter um modelo
em que o virus ndo seja modificado em laboratério e que os animais também
nao sejam modificados e sejam imunocompetentes, para que possamos
conseguir dados consistentes de resposta imune contra a doenca.
Recentemente, nosso grupo apresentou um modelo experimental de infecgéo
intracraniano (IC) com um DENV altamente virulento (neurovirulento), para
estudar a doenca de dengue com complicagdes neurologicas (DE SOUZA et
al., 2013; FERREIRA et al., 2010).

A infeccdo subcutdnea é um modelo adicional que estamos
apresentando neste trabalho, utilizando camundongos imunologicamente
competentes infectados com virus altamente virulento, para estudar a resposta
imune contra a dengue, buscando um modelo menos agressivo quando
comparado ao modelo de infecgdo intracraniano. A infecgdo subcutanea
também €& mais préoxima de como as infecgbes ocorrem em seres humanos,
que séo infectados por picadas de mosquitos na pele. E uma vez que houve
perda de peso dos animais neste tipo de infec¢éo, embora ndo tenham ocorrido
outros sinais clinicos classicos, acreditamos que este modelo possa ser util
para o estudo da doenca da dengue, para uma melhor compreensédo da
patogénese da doenga.

Apbs a infecgdo subcutanea de camundongos com este DENV, foram
observadas alteragbes hematoldgicas e imunolégicas do hospedeiro, o que
representa uma maneira de estudar dengue experimental no camundongo. Em
nosso modelo de inéculo subcutaneo, ndo houve sinais clinicos de doencga de

dengue ou de encefalite, com excecdo de que os camundongos C57BL/6
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infectados apresentaram perda de peso do dia 10 ao 18° dia apés a infecgao,
mantendo seu peso apos este periodo (Figura 14). Na literatura ha relatos da
perda de peso em pacientes de dengue (HOTCHANDANI, 2014; VASSALLO,
2004).

Em nosso modelo de infeccdo subcutanea experimental em
camundongos, os animais sofreram trombocitopenia (Figura 16 C) e
monocitopenia (Figura 17 C) desde a sexta hora apés a infeccéo, além de uma
leucopenia (Figura 16 A) a partir do dia 8 ap6s a infeccédo. Na literatura podem
ser encontrados relatos de que a trombocitopenia ocorre em 80 a 100% de
pacientes com dengue (LYE et al., 2017, SAHU et al.,, 2014, WHO, 2012;
XAVIER et al., 2014). Varios autores relataram que a leucopenia é uma das
caracteristicas de dengue humana (KUTIYAL, 2017; SARATHY et al., 2015;
WHO, 2012; XAVIER et al., 2014).

Mostramos em nosso modelo que o TNF alfa no baco e IFN gama no
figado de camundongos imunologicamente competentes aumentaram poucas
horas apés a infeccdo (Figura 18 A e C, respectivamente), mostrando a
importancia dessas citocinas disparadas pela imunidade inata para a defesa do
hospedeiro contra um virus de dengue altamente virulento, inoculado por via
subcutanea. Foi relatado anteriormente que as citocinas IFN gama e TNF alfa
sao importantes na luta contra a dengue (NEELIKA et al., 2013; SOLOMON et
al., 2000).

Uma maior produgéo de éxido nitrico (NO) foi observada em macréfagos
peritoneais expostos a DENV, apds infeccdo, quando comparados a
macréfagos nao expostos aos virus (Figura 23). Como alternativa de inoculo
subcutaneo, testamos também a infeccdo com DENV altamente virulento
utilizando mosquitos A. aegypti infectados com este virus para picar
posteriormente os camundongos C57BL/6 (Figuras 20 a 22). Neste modelo foi
possivel observar um aumento significativo na deteccdo de mRNA de nos2
(gene que codifica a enzima responsavel pela posterior produgdo de 6xido
nitrico) no cérebro dos animais infectados quando comparados aos néo
infectados (Figura 22). Thein et al. (THEIN et al., 2017) relataram que existe
uma associagdo entre o aumento da produgdo de Oxido nitrico e o
desenvolvimento da febre hemorragica da dengue em adultos. Também foi

relatado que a infeccdo por dengue causa aumento da enzima NOS2 e
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aumento da producdo de TNF alfa in vitro em células Raw (CHENG et al.,
2015). Este aumento na detecgcdo de mMRNA de nos2 também foi observado na
infeccdo subcutanea seguida de infeccao intracraniana (Figura 27).

O IFNy desempenha um papel relevante na resposta imune a virus tanto
em humanos como em camundongos (VAZQUEZ; CATALAN-DIBENE;
ZLOTNIK, 2015), sendo assim uma importante citocina a ser avaliada na
resposta a infecgbes virais. Na infecgdo SC-IC foi possivel observar um
aumento significativo na deteccdo de mRNA de IFNy nos animais infectados
(Figura 25) quando comparados aos nao infectados.

Outra importante citocina pré-inflamatéria, TNF-a, foi dosada no bago
dos camundongos infectados por via SC-IC (Figura 28), onde foi observado um
aumento significativo na producdo desta citocina no bago dos animais
infectados, quando comparados aos néo infectados. Esta citocina pode estar
relacionada com um possivel aumento da permeabilidade endotelial em
infeccbes por DENV conforme relatado na literatura (INYOO;
SUTTITHEPTUMRONG; PATTANAKITSAKUL, 2017).

Surpreendentemente, a infeccdo prévia do camundongo por via
subcutanea conferiu resisténcia a uma infecgdo intracraniana subsequente
(Figura 24), diferentemente do que ocorreu com infecgdo sé intracraniana
(Figura 12 e13), onde todos os animais infectados por via intracraniana
morreram. A infecgdo subcutanea proporcionou uma resposta imunolédgica que
impediu a nova infecgéo por via intracraniana de levar o animal a morte. Outra
razdo para a sobrevivéncia também poderia ser a produgdo de anticorpos
neutralizantes apds a infecgdo por via subcutanea, tal como apresentada na
Tabela 5, que impediria a letalidade deste DENV na segunda infecgéo por via
intracraniana.

O modelo apresentado neste trabalho tem suas limitagées, como todos
os outros modelos ja mencionados na literatura, mas € um modelo adicional,
que utiliza camundongos imunologicamente competentes, sendo infectado pela
via subcutanea com um DENV altamente infeccioso. Este modelo € um modelo

adicional interessante para o estudo da resposta imune ao virus da dengue.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo utilizou camundongos imunologicamente
competentes infectados por via intracraniana, subcutdnea e subcutanea-
intracraniana com DENV altamente virulento, sendo que o modelo subcutaneo
se mostrou um modelo adequado adicional para estudo da dengue, além dos
que estdo descritos na literatura. Foi mostrado também que uma infeccéo
subcutanea pode proteger o animal de uma infecgdo intracraniana
subsequente.

A infecgdo subcutanea € um modelo adicional, utilizando camundongos
imunocompetentes infectados com virus altamente virulentos para estudar a
resposta imune contra a dengue, procurando um modelo menos agressivo,
quando comparado ao modelo de inoculagao intracraniana.

A infecgdo subcutanea também estd mais proxima de como as infecgdes
ocorrem em humanos, que séo infectados por picadas de mosquitos na pele.
Embora existam outros modelos murinos para o estudo da dengue, nenhum
deles mostra todas as caracteristicas da doenga humana, portanto, séo
necessarios mais de um modelo para cobrir varios aspectos da doenga. Com
isso, embora nosso modelo de infeccdo subcutanea nao seja necessariamente
melhor que o modelo de camundongos humanizados, € um modelo adicional,
que é menos agressivo que o modelo de camundongos humanizados.

O modelo subcutaneo poderia ser usado para estudar a resposta imune
dos vertebrados, drogas ou vacina contra o virus da dengue, sendo um modelo
menos invasivo e que reproduz alguns dos sintomas clinicos dos pacientes
com dengue.

O esquema abaixo mostra, de forma resumida os nossos resultados e

conclusdes acerca do presente trabalho:
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8. PERSPECTIVAS

Em virtude dos resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas
futuras para a continuidade dos estudos sugerem que mais estudos devam ser
realizados utlizando camundongos imunologicamente competentes com virus
nao adaptado, para possibilitar um maior entendimento da evolugéo da doenga
e da atuacao do sistema imune frente a infeccao por DENV.

A possibilidade de ampliacdo de experimentos utilzando mosquitos do
género Aedes, infectados com DENV altamente virulento, para a possivel
dosagem da producdo de diferentes citocinas, também seria de grande
relevancia para a continuidade deste estudo.

Teste com farmacos e/ou vacinas também podem ser utilizados para a
melhor compreenséo dos mecanismos de resposta immune frente a infecgéo

por DENV utilizando o modelo proposto neste trabalho.
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Abstract

Variow moust models o sudy dengoe bave been described by diffesent au-
Ehoies, some af them msing Imemnodefident or some usisg bomanized mice.
Our group reported previcosty o deadly morine model, which wsed the tnirs-
crantal tnocnlum of kighly virdlent Desgee virus {DENV) i tmmuze com-
petent mouse. Here we preseni 3 model of emnne competent momss
(C57RLs), infected subosamecmsly by the same highly vinles: DENV
(DENVE gemotype I3 In bl Imemnocospetent systemic mice modd, e
cytokine levels and hematdogical parameters much a0 total and differsniul
lmht[unﬁplﬂ.dmmm1wmﬁmm“=md
aliowing a Befter undertasding of the sy
mmmaummmmdmw
the percentage welght vartlion 2= wdl as the diztcel siges. Hematological
peramelers and cytoicines [evels were memsmred and virad tiration in brain
e or serum noutralimbos was performed o confrm mice nfection. The
suhoatanenusly DENY inooshited mice showed weight loss aftes infection, b
they did not show any other dinical siygms. The lmkocytes and plaidety de-
creased afier mbontaneous momlation. The oylokines THEF adipha and 174
pamma mcremed after tnfiction = mire The suhosassons modd provided
scope fior tmproved understandiog of the dengme pathogenesis, a5 wel 2
possihle mechaiem for protection io subsequent mowse infecizd by mira-
crantal moude in mice. This madsl conld be nsed to dmdy the vertehrate im-
mmne mespeas: and evalmabion of drugs or vaocine aginsl dengue vinm
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1, Infroduction

Dengne, ome of the most prevalent infectioes diseases in the 20 centory |1 la
mmguitc-home viml dissase Dengee i 3 febrile discase of acole evolubion
awmad by the dmgue virus (DENV) of the Rlrwstrdlae family, and 1 infecs
tramamm through the Wie of the female hremalephapom mosqeito deds e
|2]. Fatients often. develop 2 sudides bigh lever afier the tnoubation perod. This
acuie febeile phass wanlly lads 2 - 7 days and s ofies scoompanted by several
sympboms, such as headaches, chills, retrocorbital patn, md myzlgla Dengoe
was clamified by the Wiorld Health Organiration as ocrumrtng with or without
waming stgny or a8 severe denguee {37 (4]

One of the posible warning sigms & he fmpaining of cooscimsness {neurm
fogical diesase) cameed by DMENY, which may incinde sympioms sach as evers
headarhe, neck sttifness raduced constionsness and setrares. Althomgh not wvery
ommon bo dele, newrological disesse cansed by DEMNW s more frequently de-
scribed tn the st years and Is 2 severe dissase. However, the cse of this neu-
rovirlence i st mndear [5].06] 17) [2] [2], In snimal moded, the uses of hema-
tological paramisters such 2a dferenitation and connting of total Imkncybes, red
Hood ooy, pleieksts, lpmphocyis, peutrophils asd mosocpies [10] 11§ [17]
|13] 2=e tmportam disessr markers, allowing 2 better imdestanding of dengoe
divmase mil #s response mechantems n the body of the mimals stodied {5F [14]
{15} [t&} [17]. addtioaslly, cytnkmes snch ss IFN gamma, TWF alpha and
111 2p70 are used b evaluzbe the mmune response to DENY Infscton (18] [15]
|20].

Three diiErest approaches are found tn the Ieratare, focusng oo the mdnc-
tion of & bormas the disease In any of: 1) imeemommpetem mice (6L 21 mice
deficient m speciiic genes thal are tmportand for the Immame response aod are
matarally abeent ar bave been removed [17]21] [22], md 3) imzonndeficient
mice that had been tmplanted with boman cells (5] [21] [225,

Onir group repocted previcasly an Iotracrania] mooalim of @ highly virmlest
DENY In immuse competieni mouse, Quaing desth |6 Fowever, this modsl
was very aggresdye with the death of the mice in 9 days with oeurnlogical sigms:
Here we present a model of lmmurne competent mouse (CSTBLIE) Infiected sish-
cutaneously mimicking the naisral way of tnfieclion by the same highly virnlest
DENV {DENVE genotype 1) mead previousdy [] [21], This allowsd the mnder-
sasding of some addtivan] stepe of the pathogroess, and showesd that the mb-
cuianeoes nfecton oaferad protaction to s secoad infeciton by mirscrantal
wa
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2, Material and Methods
2.1, Virus

DENVE genolype 1 {MG23), which ts highly vimdent for mice, war obtained
from virus collection of Labomttrin de ¥inm of Universidade Federal de Minas
Ciemats | UFMGH, Do Horteunte, MG, Bral 1 was tsolated from 2 patient pre-
seniing neurulogical mantiettions of dengoe and death |35 The virus nsed In
this study was @ vins with caly & passages In C&'55 cells, thuy maintstning the
snilttal Mgy virulent chararteristics of the virne

1.2, Cells

€535 cells Is 3 oontinuous Bnege ohtalned from Asdes albopichn [ATOC,
mmber (RI-1680) hrae and were coltvated oo Leority {L-15) mediom
{Gthen, USA), conlzining ciproflozactn at 1¢ ppfmil and feal bovine seram
(785} at 10% {Colitleh, Bearil). Cells wers maintbiinad I BOD i 3°C Far the
passmge of czll monolayers, caltere mediem was discasded and cells wasked with
pesplate baffer mline {PBS) pif 7,2 and then hoamogeniaed in LIS mediom
{@tbon, UEAY and distributed Indn 25 or 75 cm” culbone Basks. CA36 oslls wene:
med to study viral repliction. BHE.21 cells derted from hamster kidney
{ATOC, nomber CCL- 10} were mitvated on Dulhecoo’s Modifled Eagle Me-
dmm {DMEM, Gibm, USA], motuning gestamics at 50 pyml, penicillin =t
100 TU'mL, smpholeridn B2t 5 pgml end FBS 3t 5%. Cells were mantamed m
200, el incubator at 37°C. BHE cells were used in viral Siration profocal and
seram nestralialion test

L35, Mice

T==emne competent CETRLS mice wene provided by animal Gl of naiton
Bene Rachon-Flocrue- MG (TER), The antmals, 2l males, wers £ weaks old.

2.4, Anlmal Research

This penfect was submitted 1o and spproved by the Ethical Committee of Anlmal
m{mﬂ}&r_ww Cru, Focmr, Braxi] [LW-7/18) me
annex |, This study was carrisd oot in stnid accordance with the recommenda-
tlons of the Braziian Mational Coundl for Contsol of Anlmal Beseanch
(OOMCEA]

2.5, Criveria Used to Determime Mice Euthonasia

In previous pubiication we demonstimisd thel mice inocuiated by Intracrantal
moais with highly vimlest virus presented ciinlcal signe of disease 23 bows of
weight, lethargy, mffled fur, banched posture and paralysts of paws, and since
then 11 bas been etabtished by our group that the mice with these chnlol sgns
should be tmmediately euthanbved [£]. These oiberta were described In bhe
project suhmitted and approved by the Ethtcal Commtiee of Antmal Hamdling
described above
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Addnezally the infected or meck mice were suthantzed at the exd of each
expariment, K0 astmad ied before mesting the mthanasts crilerh or before he
e ol the experizsent.

2.6 Animal Welfare

Animals wers mainiained = =icre tsolaory o vestllbed dhelves al [RR's ank-
mal Sactifies, where the tsmperture (23°C & 20, humldity, ventlaton, smit -
Han and Srmtzaiten were controllst. Food and water were provided o Mem
Mies recetved mubcataneous moculum {50 contatning 5 < 10" piw of BENY 3
pemotype 1 (MG20] m 2 il wolume of 103 gl The astmals were mirniored
Autly for evahution of dizicel sgns and sovtval conve and weighed daty. All
capes had igioos as eeviroamental enrichment for astmals. AY those trvolved in
the handling of the antmals were previously tmined by 1he 1ERS mimal facilt
i

2.7, Mmiels of Infectinn

Sphemamenns nfection (SC)—the ssice recetved troclien of 5 =00 pin of
DENV by 5C route {inocadom of 180 ul); Istracental infection {PCl—the méce
mecetved tnoomlem of 400 pfon of DENY by IC moate (oo of [0al); Sob-
calaneows infection followed by Intracanial mfection {50-P01—the mice re-
cetved 5 0 10 plu ofvins (mocokom of 100 ul) and afier 14 Gays recelved new
imirction By IC rome with @0 pfo of vims {inooskmm of [0 oll; Mock
mice—the mice recetved only moculum with the D836 o8 superzalanl S
mice were used tm each group.

28, Viral Titration

BHE-IF cells were osed to tber virl stocks and the organs of tnfecied mice. Cell
mannlzyer, 34 18° BHE-21 czlls were tmplanted iz 6 wells plates wiih DMEM
mpplemented with 5% of heat inactvaled FBS (Cultlab, Smetll and antthiotics,
and incohated (o 24 hoom &t 37'C 02 5% OO0y cell immbainr, Madiom was
dizcarded and ol moackver was washed once with PRE. Then 400 pl of serial
difiitions {using 10 * 1o 16" dimions) of vims io be trated wene added o oach
well, lmwing & well for cedl matral After one hour of adsorption: the: medinm
was removed and 2 mLiwell of DMEM, coalaining 1% of crbarymetindoslls
s (CMC) [Sigma, Germany) and 7% of FBS was added. Cells were Incohated
ol 37 for 6days al a call inawhabor with 2% of 00 Afler & days of chsenvation
andes a microscope, cells wese fxed for | bous with formaldehyds at 37% d-
fiect tn FRS for subsequent Aaming with orystad violet 21 1% solatien for 20
mimtes. The sarmber of dpsed plaques were commizd for Bier determimtion n
plagoe forming il per milfiliter (pfefmil

2.9. Flague Reduction Neutralization Test [PRNT ) for DENV-3
The adapled proloco] from Aussed] ef ol [24] was usad for s nestralivabon

B 104238 T 2OLR EEN1Y
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test BEHE-21 cells wers plated at the concentration of 5 = 10* cellrml = 24 well
plate (1 mLrwell) with DMEM sapplementad with 5% of FBS and antbiotics and
inmubated for 24 hoors &t 37'C in 2 5% OO0, cell incobator. Sera wese inacthvated
at 56'C for 30 mimudes and defised (100, 130, 540 1300 In DMEM sopple-
menfed with 1% FBS and Incobated with the same volume of dilofed vims (50
pLmtwell} for | hoor al reom tempemtare. The nestralized seca wers added tn
BEIK 21 cells In plates for nee hour for sdsoaption. The senum was removed and
| mi DMEM sopplemenied with 5% of F35 and 1% CMC was added n mch
well and was inmbated &t 37 for 7 days in a 5% OO, oo Inmbalne. Afler mey-
i days the cells were Bxed for oee hoor wigh 3.7% formaldebyde dituted (o PRS
anil suhesquently stained with orpstal viclel (1% for 20 minutes. Plagues wene
omanied to wells that seostved negaiive senem and, tn the wells, whilch recebved
the t=st gera. The PRN T, mder was cabonlated by the highest ==om dtiotion ca-
pahble of redcing the total aamber of plagoes by 50%, relattre bo the contral.

210 Cyinkdne Level Detection

To measure the oytokine leyels 1z braln Bsanes wese collected, macerated and
shored o=@ peolsase mbtttor sclobion (complets, Miml EDTA-Feed and 25
gL rwell of crgan macermie or 25 pi. of sach diutos of sanderd {incisding the
megattve contrel] were added tntc g 56 well V.botinm phite Following, 18
plowell of the CRA mix {Infammation’ BOTM Cytometric Baad Amay (CRA)
momse kit [25], UEAT wan pipetied. Then, 15 pi. of PE detection: reagent was
added and 1t was incubated for 2 boors protecisd Fom light. Afker the Incaba-
thon period, 100 pl. of wanh baffer was added to sach well and centrifoged = 700
g for & mimoles Sopernatzsd was dbcarded 2od 150 gliwell of wash huffer was
adiled o wad the beuls Samples were el o the FACSCan (BD Hinsdence)
and the smahysts of the CHA was doae tn the Cdlusst software (B1) Bloa-
dences), with the reslls represented In pprmil. The cyiakine kinetios was cho-
=0 hased on tnnate (& end 12 hpdt. hours post infection) and adsptive tmmuse
response (8 4.p.L days post infizchion) In the host [13] and on e dme ot which
the weaght o begrma

211, Real-Time PCR

Heal-Time PCR was. periommed to measare levels of vinm genomic ENA expres-
sna In brain and liver [25] [27]. RNA extracied with TRLzol* reapent wes treated
wiith I¥Ase prior i further revense taoscription. Frotoond of AMA reatmend
wilh DNAse was according to the BO)| BENAse-Free DNAse B mstroctions
{Promega). Procedars for reverss iomscription (RTH was pecformed according
o the protocel of the mannfacmrer (Promesn Corporatiun, USA) For the
PR 25 pL of the cOMA obtalned from the BT were msed. Each primes (3.2
L} was aliquotsd ot 10 phE; 5.0 pL of Power YRS Gresn PCR Master Mix 20
{Apphed Rinsystems) and 2.0 i, of B Ase- free water {Ulim-Pure Distified Wa-
ter-Imvitrogen) with a fizal volame of 1000 plrwell was osed ina 384 wells plate
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comininiag S¥YBH Grees | marker, Ampli Tag Gaold DA Polymerase (2 untts for
meaction), d¥TP, buffer and pascive reference dyesimff RO 1 Applied Hinsys-
e VILA™ 7 apparaius. Amplificstions were meed weith 40 cycles of 95°C for 30
weconds and 60°C for | minnte, preceded by 95°C foc 3 minutes. After the reac-
Hon, the amplifed spectficty was chserved, cunferring (he dissoctation lemper-
atuze { T} glven by the dissoctation curve, spectfic fior the rget ranscipt. The
ioflowing ohpoonciectides were mesd in the reactions HPAT—hypornthine

greamine phosphoresy transferase (Reverse: S“GAT TCA ACT TG GOT
CAT CTT AGG-35-Forwands 5.GTT GEA TAC ACE CCA GAC TTTGIT
G-37); DENV-5' DT DENV Mon-coding 5° terminal regiom of the DENV: (Ke-
werse 5-TCCGIT GOT TGT '.I.'CA.'.I.'Cll GA-3; Forwand: 5-TCG QAR GUT
TEC TTA AOE TAG-3). Reattve gmntificsinn methodalogy was ussf o am-
e the daba. Expeesing of the g FHA-was ltred bo the exp

Jeved of the constituttvely expresssd] HPRT gene

212, Mood Celly Count

Immedintely afier amegthests, blood samples were cbiateed throoph brachial
plerm and were added on miowtiner bobes coated with EDTA [Beclon Dick-
mson Vamtainer Sysiems, Frankin Lakes, N7, 754}, Red biood cells {difmed n
PES 1:200], platelets (diintsd 1o ammeatam oralie 1-100) and Suknoytes (di-
sl 0 Terk's blue solntion 1:20) counts were perfiormed maomlly ce 2 Ked-

baner chamier ond momocyis, pewrophils and mphoortss were comibsd ma-
mmally om 2 previoushy fusd and stained Blood smear dide

213 Statistical Amalysis

The mided grogps wens compared o the comtrol growp asng the Mann -Whitney
tesl for noe- pammetric mmples mid T-lest for paramettc samples. Stafstical
anafyres were periormed  nithring the statiidesl software GraphPad Priem 5
{GraphPad software, 1z<. L folla, CA) Edfferences were consdered dgnifcat
whem p o .05

3. Resnlts

31 Impact on Weight ater Inoculntion of DENVE Genotype I, By
Spbcataneots (3C) Route and Protection to a Second
Challenge by Intracranial [1C) Route of Infection
in Immine Competent Mice

‘The CETHLE mice were inpodated v intracrantal {353 route with 4« 10 piu
of DENY 3 gesotype 1 {Figure 10 Cimical stgns (wetght loex . pllo-srection,
trnched postame and hind lmb parabystsd were svalnzted detly, confirming the
msoeptthtify to newro. nfection of mice by via. intracramial {503 romte which de-
weloped peurn-snosphalitls and desth within # dayy afier miection, = reported
previoudy (5], In another mndel, the same highly viralent DENY and the sme
sraln of Sice wsed in previons stindies bt tooclated ssontanenusly (501

O 104 6 ffen 2 ERA5011
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Diays after inhection

Figure | fmpact e wetght of immums cespetent mice (C57EE) afler iubostassnos tnornliss of highly v
DENY. [Aour jFoups of mice wir s & his Crpertment mock i, subcatapmaty infeciad mics (CETALIE SO

£}, substEzroly

meded muce {CEFELYE SC-TC 11 mnd mece sefectad by 10 moule (CSTHLE 10 1),

ety

o compare the tepact 1 e servtval of b (fpes of inccshims *=p = L0001 when compeed C5THLE mndk 2
CETHLA SCT, (ST modk = CSPHLE 510 on days 15 - 23 afler indacSon and CETILS mock # CSTRLE 10
oo duyy & - B-afler infection uszg Liest. dpd = days posd Exfoc@en. Figune represexiative of (hree mxpercsenls with

Emilar resdis.

irstend 10 This subcutsmenusty (5C) imdacthin wan pesformed with 5« 10" p.fn
and the mice weee evalmied dally for the appesrance of dinical signs of the dis-
s during the nexd 25 days {Figeare |1

The mfecied mice peesented a pescentage varatbon of welght gin lower
than the uninfecied ones. In this mode of mfection, the antmals $id pot show
pilo-eraction, hunched posture or hind limb paralvets, and no mouse died, but
there was weight loss in nfected mice compared i nainfecied mice The in-
fected mice presented this wedght 1nss from day 10 post infection and regaized
weighl from day 13 afier mfection, mainiatning that gain il the end of the
experiment.

Firutly, a 5C Infectton ' was pedormed with 5 = 10° p.fw md ca dey 14 after
this miection, a second Indsctiom, now viz 1C, was performad with 4 = 107 p.En.
of highly virulent DENY. The vistation of welght gain between the infected and
the nos-miecied mice were similar i (hal 1o the 5C infecilon and mock 5C ondy.
The mock corve was performed with mean of the weights of the mice inocnfabed
separately with 06036 ool supernatants by the three pootes (50 160 and 8C-1C),
because the welghts were very stimilar.
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To confinm vins efiective infectton via 1, 5C and SC-1C, vinw bl tina-
ton, with toocnlum vz 3 or vz 50 or viz SC-1E of serum sentralitation via
ool 5C, of infarisl mice, were perinrmed (Tuhle 11 and also feal Time
PCRE was performed to confirm the presesce of geoomic AN i the brain (-
lected v IC or 5G-1C) or In Bie Iver o the antmals infecied by SC (Riguare 20

The resits combre thal the vims replicmied inalde the beatn i the IC or
SC-IC or I the serum ¥ia 5C miecdon with a tteraf 1.2 to 14 = 10" ple mthe
5% ilay post mfection and 29 = 10° pEo ot the seventh. day post mfection { Tahle
1. There was an anthody reponss agatnst DENY In the 50 nfeciion at g e
of 1:80 per mE 2t the 50* day post miection (Tahle 11,

Lo
L]

Leukopeaty was ohserved i mbootamenmly tnfected mice om the 8* day after
miecion when compared o mninfectad mimels (Figure 3{a]). Thers was oo
egmificmt difference |z erythrocytes connts tn mice (Figore 30b]1) = oy of the
times yhdted when compared to the untnfroied ones Figure o) shrvs a de-
crezse in the pumber of platelets af all dmes stdied tn the Infected mice when
compared 1o the mninfected mice.

cal I

3.2, Changi=s in H

‘Tahle . Vil 0ler od senes nosmiaeion.

vinnieple e e Viroerpla e @' Vinosoplo s 68 Alsscsinliaim
Iper g nfbrate, 11 (permgoibrm 5000 per mg e, 50 (=ch
ndu
BT odptem
Sdm L1fanr) [ETELRL] JRIELEL] 1 dpiy
Tdp  piend a0 a7 mlizs}

IBENV-UTR §
artdirany writ - Brain

mock & hpl 12 hpl 8dpi 1Sdp.l

[ S
fal =t

Flpere 1. Dvisdion of OENY mAMA evel produoed m CETRLE mie. {2) CSTELE meoe were infeciad by inin
ranis roele CHC), mmad euthancred al 3, 5and 7 daysafler SiacSon; or e C5FHLS mice wers iofeclad O via b
oulanesas and afler 14 dapy were infecied again vz Simraresl =g ouiihanied 7 daw afier the ssond Esfscion
(SC-15. Mod antmals recesved: tnorules of CA736 ol mipemalasi and afier 14 deys nne-=mme inoogles of
CEi3&orll mupernpiant. §b) C57EL% mice wine fnlocied Drosgh wa suboniznoom and authanteed af 65 ol or
[ howrs (02 Bplior® (8 dpidor 85 deys {15 dopl. ) afer Infection. Muick asimals receiverd e of C858
efl uperTmE Nl Sttt anahmes werr perihmmid wilh Mann “Whisey son-paramettic it g 005
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Foe vinn- Hitraiion i the bratn after 3 inoonlstion with 400 pin: ol DERY o
with C&/3 cdl mpermtant {mnck}, C37RLYS mice were suthanized for remaoval
of the beatn on days 3, 5 and 7 post-infection. For the Hirstion of the virus in he
brain after 5C-IC miection, CS5TRLS mice were izocuiated via 50 with 5 « 10
pin of DENY or with C&3€ cell sopernstant {meck) and 14 days after this tn-
fection, the mice were noculated again via 1C with 400 p.fu of DENV or with
C&'3s cell sypernatant (mock) and mice wers exhantred for removal of the
brain oo days 3, 5 and 7 afer this scond fnocolsiton. For virus Birabon in the
serm, afler mooulzbion via 5C with 5= 10° o of DEMVY or with CAr36 2l
srpernaiant {mock], the serum was oollected 3,5 and 7 days afier necnlstion.
For the ssroneztralimiion let (PRATS0], C37ELYE mice were Inncalated via 50
with 5 » i1* p.Ew of virus or with R385 cell supernatant {mock} asd =eram
smples were collecied 50 days after inomiatica. d.pl. = days afier imfection.

There w oo difierence in hmphocyies counts o infected mice, when com-
jpared to moninfeded mice (Flgure 4(2}) A decrease In the monocytes count was
ohserved & hoors afier infeciion t= mice, whes compared 1o noo-indfecisd mice
{Figere 4(h)). In the nfecied mice here was mo’ difference tn the omstrophils
el = comparison o the uninfeced mice, al e tmes studied {Figure #(ch).

———————
Ve
._E < I‘E LR j
E ey E v
L2 !7!": R =
l. L L1
mook Bhpl Bdpl mech BRpi Wdgl mocE Shpl Adgi
a1 (L =l

Fijure 3 Lracncyis. mrd bisod cefls and paisien ouni ster DENV subottasenmly inoctiaon: Mice mirtved sitcataseom
tnocutem of 54 (T plla of TN, Wt russasind & hoensor 3 days e facson ad biood were colected = BDTA wbas i
akncpe, red hioad cofisand plairiels anmd hpd = houms posi micson; 1.3, = day post infecline. Mock: mire receved D608
cefl sepernabani seocolam. Statisscal anialyses wore ade wei Mann Whitney non-pacametric lest. p < 005 *p < L. {2) mim
TezkocpEL §h) s Tod biood cels (] AT plaies

Meuskrophis (mnr'}

mock  dhpl Bdpd "ok &npl Bupl, mock  GBhpl  ddpl
(%] iwy L]

Figure 4. Lymptiocyies, mosncyies and essropsils mesd efer DERV infection. Mice secztved Subosameoms o of 5 |0

PLn of DENV amd wene esstanized & hoars or § days afler tnfectios @ hiood were (ilecied in BIFCA behes for fymphecyaes,

Monocyies and neutrophils coost. B = By post Infoctines dpd. = days poat (nfection. Mock: e micn received O5035 ool

wipereaiand inocutm. Stalistal anayars were =l with Mann. Whesey non-pesmeine st *p « 105 (3} mie mphocres.

[ e mosocytes. (o) mice neypia
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33, Cyvokine Levels Increase In the Liver and Spleen of Mice after
Subculaneous Infection

An Increase of TNF aphz level in mice splees, § Beary sfter neboataneouy
DENV inpoohbion was oheerved, when compared to the mminfiscted group
{Figare 52}, An tncrease of THE alpha loved 1n mice lover was obwerved 6 and
2 hours afler sobsoutanemes DENY tfetian, when compared o the mninfsctad
gronp (Fignre 5(h)). The cptoline [L-12p70 tn the lver of nfeced mice was
smilar i oytokize kvl found o ooinfecled mice at ol Gmes sindled {Plgure
5ichl. On the nther side, [FN gamma in the Bver of méce & and 12 hours after m-
lection with DENV was [ncreased, when compared 1o the uninfecied mice
\Pigare S(d)), 12 the splees mo IL1Z-p70 and IFN gamma were detected [data
moft shmwa).

4. Dismssion

Hecently, pur group presentsd an expestmental modsl of Intmoraztal (1C) infec-
tion with @ highly viraleat DENV, In stady dengue disesase with seumologic com-
picatirms [ 5] [6L Here, the mircrantal nocalation performet i this work was
n compare the welght Joss oheerved with this kind of Infaction prectoedy de-
soribed [5] [5] with the wedght loss chinined after the subcutaneouy moculation,

THF-& aploen
[P 1B0rmg)
£ 5 ¥

@
mook Bhopl 12hpl Sdpld
() ()

(1] 5

¥
maak  Bhipl 12 hpd Bdgd

w
mamsmm o g v

IFN gHver
\pgd100mg)

miack ihpl.lrfh'.l.ﬂﬁ.pj f mogk Eh&l'r.;g‘hnl- ._"FT
Fgure 5. Cyckinm levels on spieen sad Hr of mue, sl BENY Socsium by mbos-
Emoous ropie. Mice wese Inooulaled via subcabmemin, wiS 5 a0 K9 oo, of DENY, .
Sanized with £or 1T howrs or & dayy afer infocios mnil orpens were oofaciod and seed
m 3 proieme: inhisiior sfuzon. Cyickdnes wer exlmed by ow cyimsety boads. (a)
THF 2pha lovels on mice splren (b} THF aigha lrvels on mece e (< 1002 p70 on sice
tiver. {d} IPN grmma om mike Ewr. Mok e sice recetved T ol ssperaiasd &

ocutm) hpt howw post mfecioe; dp: deys-posd infecion. Slassiiol anslyss were
e will Manm-Whi ey mon - presesic sl “pao 005 p = 00L
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ming the mme mice mmple and the same highly virulest virus. The subemane-
ous inooelatios v an addittoml mode, msing immane competent mice nfacked
with highly viralent virus to siudy the tmmuze response agaiast dengue, locking
for a less agyressive model, when compared to Lhe infracrantal inoosdating mod-
& The sibotsneouily lmoculation 1s alse closer o how Infschions oocar i ho-
mazs, who are knfected by mosquite’s bites in the skin, Widle cur moded (s not
necessarily beiter than the hamantrsd mice model, it s an addifonal mmdd,
which 15 kzss aggresstve than the humantaed mice model, And soce 2 loss of
welght md mbsequent reawvery and stahiltration of the antmals were shserved
In the smhcutaneros nfection, @thoogh oo cassic dinlcal slgns conored, we be.
Beved that this medd coold be mefil for the study of dengme diseme, for a beiter
undersianding of the pathogenests of the disesse. Diffenently S clisical signs,
after 5C miectton of ‘mice with DENY, hematclegicl and tmmumecdogtcal
chunges ol the host were ohserved, what represents 2 way |o sindy expertmental
dengue tn mouse. Siprisagly, previous tefection of mouse by 50 confesred e
safance bo a mehsequent 16 Infectiom (Figure 1) 1L seems that the subontaneous
miEction prevents the mice from displaying 2o execerbaled mmmune response,
Tesulfing @ the animal survival. The memom also coald be Bt the antthody nes-
tralatton prodaciion, as peesented in Table I, could tmpatr the l=thaltty of this
Iighly vimient DEMNV m the sacond (alection by via IC In our mouse experd-
mental 5C modsl, the mice suffer a thrombocytopesta {Figare 3{c)) and mono-
cptopenta (Plgure 4(k)] since the stxib hour 2Ber the infection, Besides a louke-
penia {Figare 2{a)) fom day § afier infecton. Thrombocyirpents ocoars tn 20%
o 100% af the dengne pattents and leekopents are a biman dengae characteris-
e aleo 12 [39 1e] 4] {28 [29). Wee showed b= omr mndel, that TNF alpha o the
spleen and 1PN gamma = the Mver of Immune competent s=ice £ howrs after n-
lectinn with DENY have Inceassd {Figure S(ab and Fignre S{d), respactively),
showing the Impoctance of these cyickines to the host defense against 3 highiy
viruent dznpue viruw inoosilesd by vin sabontansoes 1L has heen reportad that
the cpwnkines 174 gamma and THF alpha are tmposiant in the fght ageima
dengae [7] [30]. The modd presenied in this work presented some but not ol of
the haman manifestations, as ol the other modds alteady menticaed in the lize.
maiure, b it 15 an addniosal modsl, which mses immanocoepetenl mice, belog
infecied by the stheotinscom via with a highly infactoee DENV. This modd s m
additiomal |nteresting moded fior the mody of tmmmne responses io dengue virs,

5. Conclosion

The shudy preseats an bmmuss comy mice model infzctad by w2 subouts-
n&ous with highly windenl DENY. [n this model, the cptokine level and hema-
tnlogtcal parameters sach as plobal and @ferenttal lmkocyte and plaisles
connts, iopeher with welght losx, wese constdersd tmporiant parametens, al-
lowing a better understanding of the disease, hecause thess changes ooour zor-
mmally In human betngs. Although there are other marine models for the study of
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dengue, gone of them shows all cheracteristios of human dissase. Therefore,
mare than one mods o cover several aspedts of the disease |5 necessary. Our
mndel proved in be o efective and les mvastve oplion & studying the efiecs
of highly virolent DENV on the Immune resposse. This moded could be used to
snidy the verichrate tmmime respomse, drugs or vaccine against dengoe vins as
n Inces someaf the clinbal symy uf pattent
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