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A dengue representa na atualidade a mais prevalente arbovirose, caracterizando-se como
um grave problema de saude publica, tanto no Brasil como em todo o0 mundo. No entanto, o
paciente que desenvolve a febre da dengue e/ou dengue com complicacdes recebe apenas
tratamento de suporte, uma vez que nao existem medicamentos ou vacinas especificas
contra o virus. Adicionalmente, pouco se sabe sobre 0os mecanismos imunopatoldgicos que
desencadeiam os sintomas graves. Um dos aspectos que parece ser chave na patogenia €
a resposta funcional dos linfocitos ao virus da dengue (DV). Embora, a susceptibilidade
destas células a infeccéo pelo DV ainda nao fora bem caracterizada. Deste modo, os alvos
principais deste trabalho foram a determinacdo da susceptibilidade e a caracterizacdo da
resposta funcional de linfécitos humanos de doadores saudaveis, analisadas na infeccao por
cepas dos quatro sorotipos do DV. Foi demonstrado que trés diferentes populagbes de
linfocitos (LT CD4", LT CD8" e LB CD19") séo susceptiveis ao DV, especialmente o LT
CD8", sendo o heparam sulfato um receptor de entrada para a infeccdo destas células pelo
DV. Esta infeccédo foi produtiva, com replicacéo ativa e liberacao de particulas virais viaveis
no sobrenadante das culturas, além da producdo da proteina nado-estrutural 1 (NS1).
Contudo, foram observados apenas niveis discretos de ativagdo celular e producdo de
citocinas. Adicionalmente, ndo foram observadas respostas funcionais como: apoptose de
linfocitos, degranulacdo de LT CD8", infeccado diferencial de LT CD8" “naive” ou LT CD8" de
memodria, resposta de polarizacdo Th1/Th17 de LT CD4" ou producéo de IgM anti-DENV por
LB CD19". Ademais, a infeccdo dos linfécitos nédo foi capaz de reduzir a proliferacdo celular
observada em ensaios de Ensaio Misto de Leucotcitos e Ensaio de “Prime” de Linfocitos,
sendo observada uma discreta elevagéo na proliferacdo quando as células foram infectadas
com o DV4 360. Do mesmo modo, as infec¢Bes de culturas de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) pelas cepas DV3 98 e DV4 360 foram capazes de induzir uma
polarizacdo de perfil Th2. Portanto, estes achados demonstram que, apesar das infec¢des
produtivas, os linfécitos sdo pouco responsivos aos DV, sendo que importantes funcdes
destas células ndo foram reguladas pela infeccdo. Desta forma, é possivel sugerir que os
linfécitos seriam uma fonte importante para a manutencao da viremia observada nos casos

de dengue.
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Dengue fever is the most prevalent arboviral disease, characterized as a serious public
health problem, both in Brazil and worldwide. The patient who develops dengue fever, which
could culminate in severe complications, receives only live-support therapy, since there are
no specific drugs or vaccines against the virus. Furthermore, little is known about the
immunopathogenic mechanisms that trigger the severe symptoms in dengue. One aspect
that seems to be key in the pathogenesis is the functional response of lymphocytes to the
dengue (DV) infection. The susceptibility of these cells to DV infection is not well
characterized. Therefore, the main targets of this study were the determination of ex vivo
susceptibility by DV infection and the characterization of functional response of human
lymphocytes. Cells from healthy donors were analyzed against four DV serotypes. It has
been shown that three populations of lymphocytes (LT CD4", LT CD8" and LB CD19") are
susceptible to DV, especially LT CD8", infection by DV which occurs through the participation
of heparan sulfate as the receptor. Infection was productive, with active replication and
release of viable viral particles and NS1 protein in the culture supernatants. Only discrete
levels of cellular activation and cytokine production were observed. In addition, lymphocyte
apoptosis, LT CD8" degranulation, differential infection of naive or memory LT CD8", LT
CD4" polarization (Th1/Th17) or production of IgM anti-DENV by LB CD19" were not
modulated. Furthermore, the infection of the lymphocytes was not able to reduce cell
proliferation induced in Mixed Leukocyte Reaction and Lymphocytes Prime Assay, showing a
slight increase in proliferation when the cells were infected with DV4 360. PBMC infection
with DV3 98 and DV4 360 strains was able to induce a Th2 polarized response. These
findings suggest that, despite the productive infection, lymphocytes are poor responders to
DV, and important functions of these cells were not modulated by DV infection. However, it is
possible that lymphocytes would be an important source for maintenance of viremia

observed in dengue fever.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da denque

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) considera a dengue a doenca viral
transmitida por mosquitos mais prevalente em circulagdo atualmente (WHO .,
2012b; Bhatt et al., 2013). Estima-se que quatro bilhdes de pessoas vivam em
paises sob o risco de contégio pelo virus da dengue (DV) (Bhatt et al., 2013; WHO
2013). Dados reportados sugerem que a dengue seja endémica em 128 paises, com
824 milhdes de residéncias urbanas e 763 milhdes peri-urbanas como potenciais
reservatorios para o vetor (Brady et al., 2012; Bhatt et al., 2013). Apesar de hoje ser
considerada uma enfermidade mundial, a regido do sul asiatico concentra 75% da
populacdo global exposta a dengue. As américas estdo em segundo lugar, onde
virtualmente todos os paises sofrem com a hiperendemicidade do DV (WHO
2012b). J& no continente europeu, apesar de pouco afetado, existe o risco real da
ocorréncia de um surto, tendo sido reportadas transmissdes locais do DV na Croacia
e na Franca em 2010 (WHO , 2012b; a).

A infeccdo pelo DV tem um importante impacto na economia dos paises
afetados. Estudos recentes demonstram que uma parcela significativa da
organizacdo financeira nos paises localizados em &reas tropicais é afetada
prioritariamente pela perda na capacidade produtiva dos individuos acometidos pela
infeccdo (Shepard et al., 2011; Shepard et al., 2013). Nos paises do sul asiatico, o
déficit anual chega a U$ 950 milhdes (Shepard et al., 2013), ja nas Américas este
valor pode chegar a U$ 2,1 bilh6es (Shepard et al., 2011), sendo que estes valores
nao levam em consideracdo os gastos com prevencao da doenca e controle do
mosquito vetor.

No Brasil, desde 1986, com a re-introducdo do virus ap6s um periodo de
auséncia, até 2012, mais de 7 milhdes de casos foram confirmados com mais de 2
mil 6bitos (Siqueira et al., 2005; S.V.S. e M.S., 2009). No periodo de 2000 a 2010, foi
observada uma variagéo significativa na incidéncia da doenga, com o pico ocorrendo
em 2010, onde mais de 1 milhdo de casos foram registrados (538/100.000
habitantes), e os menores indices em 2004, onde ocorreram aproximadamente 70
mil casos (62/100.000 habitantes). Um dos fatores que pode ter influenciado esta
variacdo € a substituicdo do sorotipo prevalente em circulagdo no Brasil (Siqueira et

al., 2010). No ano de 2010 ocorreu no pais a introducdo do DV sorotipo 4 levando a
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circulacdo simultdnea com os outros trés sorotipos do virus (Acosta et al., 2011). Ja
no periodo de 2010 a 2013, ocorreram mais de dois milhdes de notificacdes sendo
que destas, mais de sete mil casos foram considerados graves, com
aproximadamente 1.330 obitos registrados (PHO e WHO | 2013). Em 2013, a
regido Sudeste do Brasil foi responsavel por 63,4% dos casos registrados, seguida
pela regido Centro-Oeste (18,4%), Nordeste (10,1%), Sul (4,8%) e Norte (3,3%)
(PHO e WHO , 2013). No intuito de combater o avanco da epidemia no pais,
foram investidos aproximadamente R$ 1,5 bilhdes no periodo de 2000 a 2013, em
medidas prioritariamente de vigilancia sanitaria (PHO e WHO | 2013). Contudo,
devido a ineficiéncia da vigilancia epidemiolégica, com o baixo nivel na elaboragéo
de relatérios de acompanhamento, as dificuldades de diagnéstico e as analises
comparativas inconsistentes, a verdadeira incidéncia e o impacto mundial da
epidemia da dengue, provavelmente, sdo subestimados (Beatty et al., 2011; Gubler,
2011; 2012).

1.2 Ovirus da dengue

O agente etioldgico da dengue é um virus pertencente a familia Flaviviridae,
género flavivirus sendo dividido em quatro sorotipos distintos (DV1, 2, 3 e 4) (Casals
e Brown, 1953; 1954; Henchal et al., 1982). Recentemente, foi apresentado em
congresso internacional a descricdo do DV sorotipo 5, isolado de um paciente na
Asia (Normile, 2013). A classificacado dos sorotipos de DV baseia-se em ensaios de
soro-neutralizacdo, onde anticorpos presentes no soro de pacientes infectados
reconhecem de forma distinta cada sorotipo do DV.

Assim como em outros flavivirus, os virions maduros de DV apresentam
simetria icosaédrica e medem aproximadamente 50 nm de didmetro. O genoma viral
€ composto por uma molécula de RNA de cadeia simples (ssRNA), e polaridade
positiva (Russell et al., 1970; Henchal e Putnak, 1990). O ssRNA viral de
aproximadamente 11Kb possui um CAP na extremidade 5 e uma unica fase de
leitura aberta que codifica uma poliproteina precursora que quando clivada co- e
pos-traducionalmente, gera trés proteinas estruturais (capsideo — C, precursora da
proteina de membrana — prM/M e a proteina de envelope — E) e sete proteinas ndo
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Chambers et al., 1990).
Cada uma das proteinas virais age de maneira distinta, participando da adsorcéo e

entrada do virus na célula hospedeira (funcdo da proteina — E), realizando a
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replicacdo e traducdo do genoma viral, e a montagem e liberacdo das novas
particulas virais para o0 meio extracelular (Perera e Kuhn, 2008; Rodenhuis-Zybert,
Van Der Schaar, et al., 2010; Rodenhuis-Zybert, Wilschut, et al., 2010). As funcdes
das proteinas virais, assim como das regifes nao traduzidas do ssRNA viral, estédo

resumidas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Descricdo das proteinas codificadas pelo genoma do virus da dengue e de suas
principais funcdes durante o ciclo viral. As fun¢des seguidas de sinal de interrogacdo (?) foram
demonstradas para algumas cepas.

UTR 3 Replicagéo e traducéo
C Formacdo da ribonucleoproteina.
prM Chaperona.
Estruturais = - =
E Interac@o com receptores, tropismo e fusdo com membranas
celulares.
NS1 Associacao a superficie celular e secre¢do no meio extracelular

Replicacéo e antigeno sollvel capaz de fixar complemento

NS2a Replicacdo e Ligagédo ao 3’ RNA, Inibicéo de IFN-I (?)

NS2b Cofator de protease

Néo-Estruturais NS3 Protease, helicase, NTPase, Inibicdo de IFN-I

NS4a | Replicagdo e Montagem. Inibicdo de IFN-I.

NS4b Replicagédo, Inibicdo de IFN-I (?)

NS5 RNA pol. Metiltransferase, Inibicdo de IFN-I

UTR 5’ Replicacéo e Tradugéo

Adaptado de: (Chambers et al., 1990; Perera e Kuhn, 2008; Rodenhuis-Zybert, Van Der Schaar, et
al., 2010; Rodenhuis-Zybert, Wilschut, et al., 2010)

1.3 Patogenia da dengue

A infeccdo pelo DV causa um amplo espectro de formas clinicas, que vao da
febre da dengue (FD) a dengue com complicacdes, a qual engloba a febre
hemorragica da dengue (FHD), podendo progredir para a sindrome de choque da
dengue (SCD) e o o6bito (Kuno et al., 1998; Rothman e Ennis, 1999; Who, 2013). A
FD é caracterizada por febre acompanhada por sintomas inespecificos como
cefaléia, artralgia, mialgia, nauseas, vomitos, dor retro-orbital e exantemas (W.H.O,
2009). Na FHD, além dos sintomas da FD, s&o observadas hemorragias,
trombocitopenia, extravasamento de plasma, que sdo ocasionados pelo aumento da
permeabilidade vascular (Malavige et al., 2004; W.H.O, 2009). Este quadro pode se

agravar rapidamente e o paciente entrar em choque hipovolémico (SCD), podendo



evoluir para o 6bito. Adicionalmente, algumas formas de dengue com complicacdes
menos frequentes, porém com importancia médica, como as manifestacdes
neurolégicas e viscerais, foram reconhecidas pela WHO (W.H.O, 2009).

Os mecanismos fisiopatolégicos precisos que desencadeiam as formas graves
de dengue ainda ndo foram totalmente descritos. Porém, alguns dados
epidemiologicos demonstram que determinadas cepas de DV2 seriam mais
prevalentes em casos de dengue com complicacdes (Sangkawibha et al., 1984;
Henchal e Putnak, 1990; Vaughn et al., 2000). Além disso, fatores intrinsecos aos
virus, como eficiéncia de replicacdo (“fitness” viral), imunogenicidade de proteinas
ndo estruturais e evasdo da resposta imune inata pela acdo de proteinas néo
estruturais parecem ser fatores importantes na patogenia da dengue (Pryor et al.,
2001). Algumas proteinas ndo estruturais sdo capazes de interagir com vias do
sistema imune inato, particularmente bloqueando a producédo de IFN do tipo | apds a
infeccdo. Esta inibicdo pode ocorrer, por exemplo, pelo bloqueio da fosforilacdo na
via JAK-STAT pela NS4b (Munoz-Jordan et al., 2003; Munoz-Jordan et al., 2005),
pela clivagem da proteina STING pelo complexo NS2B/3 (Rodriguez-Madoz et al.,
2010; Yu et al., 2012) e pela degradacdo da proteina fosforilada STAT2 (pSTAT?2)
pela proteina NS5, impedindo sua translocagéo para o nucleo celular (Ashour et al.,
2009; Rajsbaum et al., 2013).

Caracteristicas do hospedeiro também podem influenciar nas manifestacdes
clinicas da dengue. No sul da Asia, fortes indicios apontam para um maior nimero
de casos de dengue com complicagbes em criancas quando comparadas com as
populacdes adultas (Guzman et al., 2010). Fatores nutricionais como a desnutri¢ao,
ja foram apontados como um complicador na patogenia da dengue (Thisyakorn e
Nimmannitya, 1993; Kalayanarooj e Nimmannitya, 2005; Nguyen et al., 2005).
Doencas crénicas como diabetes (Limonta et al., 2008), hipertensdo (Pang et al.,
2012), asma atdpica (Guzman et al., 1992) e anemia falciforme (Moesker et al.,
2013), também podem ser fatores que contribuem para complicacdes na dengue.
Fatores genéticos do hospedeiro como polimorfismos de simples nucleotideo (SNP)
para genes como dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) (Sierra et al., 2007) e
DC-SIGN (do inglés “Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin”) (DC-SIGN) (Sakuntabhai et al., 2005), estdo presentes em
alguns pacientes tailandeses que manifestaram casos de dengue com
complicagbes. Contudo, de todos os aspectos da infeccdo pelos DV, um dos mais

relevantes na patogenia da dengue é a resposta adaptativa do hospedeiro a
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infeccéo (Halstead e O'rourke, 1977; Mongkolsapaya et al., 2003; Mongkolsapaya et
al., 2006; Simmons et al., 2007).

1.4 Imunopatogenia da dengue

Analisando aspectos imunopatolégicos que podem contribuir para a FHD/SCD,
€ possivel determinar que pacientes que desenvolvem dengue com complicacfes
apresentam niveis séricos reduzidos de proteinas do sistema complemento quando
comparados com pacientes que desenvolvem FD, indicando assim a possivel
participacdo desta via na lise de células endoteliais (Bokisch et al., 1973; Malasit,
1987). Porém, dos fatores imunopatolégicos que podem contribuir para as
manifestacbes graves da dengue, a resposta imune celular (Kurane et al., 1991,
Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003) e a resposta humoral (Halstead e
O'rourke, 1977; Simmons et al., 2007), apresentam-se como algumas das mais
estudadas. Neste aspecto, a literatura sugere que os mecanismos imunoldgicos da
resposta adaptativa desempenhariam um papel vital no desenvolvimento da
FHD/SCD (Kurane et al., 1991; Rothman e Ennis, 1999). Uma das condi¢cbes que
suportam esta hipotese é o fato de que os sinais e sintomas mais graves na dengue
sdo observados, em geral, apos a reducao da carga viral (Rothman e Ennis, 1999)
(Figura 1.1). Sendo assim, o conhecimento da resposta imune adaptativa ao DV

torna-se importante para o entendimento da imunopatogenia.
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Figura 1.1 — Cinética de infeccdo pelo DV e da resposta do hospedeiro. Representagéo grafica
da relacdo temporal entre a viremia e 0s sinais clinicos observados na infeccdo e a resposta
imunoldgica em pacientes infectados pelo DV. Figura adaptada do trabalho de (Rothman A. L. 2005).

Uma vez inoculado no homem através da picada de fémeas de mosquitos do
género Aedes (Clark et al.,, 1986), o DV tem como alvo primario as células de
Langerhans (LCs) e as células dendriticas dermais (DCs) (Navarro-Sanchez et al.,
2003). As DCs sao as mais eficientes células apresentadoras de antigenos (APC)
sendo essenciais na captura, processamento e posterior transporte de antigenos
aos linfonodos (Kelsall et al., 2002). Uma vez nos orgaos linfoides, as DCs ativadas
pela infeccdo pelos DV apresentam as células T CDS8, via HLA classe |, os
antigenos virais, induzindo assim estes linfécitos a ativacdo e proliferacdo
(Dejnirattisai et al., 2008). Adicionalmente, outro mecanismo de ativacao celular
pode ocorrer quando DCs que fagocitaram corpos apoptéticos contendo proteinas
virais provenientes de células infectadas, apresentam peptideos virais via HLA
classe Il as células T CD4", levando também estes linfocitos a ativacdo e
proliferacdo (Kutubuddin et al., 1991; Dejnirattisai et al., 2008). J& foi demonstrado
que peptideos de patdgenos virais como do virus da Encefalite Japonesa (JEV),
outro importante flavivirus, provenientes de fagocitose podem ser apresentados via
HLA classe | a linfocitos T CD8", processo que é chamado de apresentacdo cruzada
(do inglés “cross-presentation”) (Aleyas et al., 2012). Além disso, as DCs e os
linfocitos T CD4" efetores auxiliam na ativacdo dos linfocitos B CD19", produzindo
citocinas pré-inflamatérias como IL-2, IL-6, e IL-12, induzindo a ativagdo, maturacao
e proliferacédo dos linfocitos B CD19" (Ho et al., 2001; Ubol e Halstead, 2010). Apos
esta ativacdo, anticorpos produzidos pelas células B CD19" sdo secretados para a
corrente sanguinea. Ja os linfocitos T ativados, migram até o foco de infeccdo e
agem sobre o DV e sobre as células infectadas, determinando assim a resposta
adaptativa especifica contra o patégeno (Rizvi et al.,, 1991; Simmons et al., 2005;
Appanna et al., 2007; Weiskopf et al.,, 2013). Esta resposta pode resultar na
eliminacdo do DV ou, em determinadas situacdes, pode levar ao agravamento do
quadro.

Alguns autores sugerem que uma resposta imune adaptativa ineficaz pode
ocorrer em casos de infeccdo secundéaria por DV heter6logo (ou seja, infeccdo
secundéaria por sorotipo distinto da infecgcdo primaria), contribuindo para o
surgimento de casos graves de dengue (Halstead e O'rourke, 1977; Azeredo et al.,

2001; Mongkolsapaya et al.,, 2003). Contudo, ja foi relatado que infeccOes
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secundarias heter6logas podem nao acarretar em manifestacdes graves de dengue
(Gibbons et al., 2007). Além disso, quadros de dengue com complicacGes e 6bitos
sao também observados em infec¢des primarias (Barnes e Rosen, 1974; Martinez et
al., 1993; Kumar et al., 2012). Estes resultados sugerem que a ocorréncia da
FHD/SCD pode estar vinculada com alteracGes na resposta imunologica adaptativa
ao DV, independentemente do numero ou tipo (heteréloga ou autbéloga) das
exposi¢Oes prévias aos virus. Atualmente, duas teorias sdo as mais estudadas na
resposta imune adaptativa ao DV: a resposta de potencializacdo dependente de
anticorpos (ADE, do inglés “antibody-dependent enhancement”), (Halstead e
O'rourke, 1977; Malavige et al., 2004) que ocorre pela ligacdo subneutralizante de
anticorpos ao DV; e a chamada tempestade de citocinas induzida pelo fenémeno de
pecado antigénico original que é relacionada com a resposta de baixa avidez de
linfocitos T CD4" (Azeredo et al., 2001) e linfocitos T CD8" (Kurane et al., 1991;
Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003). Deste modo, os linfocitos T (CD4"
e CD8") bem como, os linfécitos B participam de forma relevante na patogenia da
dengue. No entanto, até o0 momento, pouco se sabe sobre a interacdo direta entre o

DV e essas células.

1.4.1 Resposta de linfocitos B CD19" — ADE

Os linfocitos B (CD19") s&o responsaveis pela producdo de anticorpos contra a
proteina E do envelope viral (Van et al., 1960). Com a producdo em niveis
adequados de anticorpos que possuam uma alta afinidade as proteinas virais, pode
ocorrer a neutralizacdo da particula viral (Van et al., 1960). A ligacdo neutralizante
acontece quando estes anticorpos sado direcionados a epitopos presentes no
dominio Il da proteina E do envelope viral, onde se encontra o peptideo de fuséo
virus-célula (Seligman, 2008). Com isso, a particula viral perde a condicdo de
entrada na célula alvo. J& os anticorpos anti-dengue que ndo séo direcionados ao
peptideo de fusdo ligam-se ao DV em condi¢bes nao-neutralizantes (Halstead et al.,
1980). Adicionalmente, anticorpos anti-dengue direcionado ao peptideo de fuséao,
porém com baixa avidez ou em concentracbes sub-Otimas, podem ligar-se a
particula viral em condi¢des sub-neutralizantes (Halstead e O'rourke, 1977).

Em ambas as situagbes, além de n&o impedir a ligagdo célula-virus, estes
anticorpos subneutralizantes ou ndo-neutralizantes podem levar ao fendbmeno de

ADE (Halstead e O'rourke, 1977; Halstead, 1988). Neste caso, os anticorpos ligados
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na superficie viral podem ser reconhecidos através de receptores de regidao Fcy na
superficie celular (Halstead et al., 1980). Esta ligacao, especialmente em células
mononucleares, induz a fagocitose do virus, levando ao aumento do numero de
células infectadas e consequentemente ao aumento na viremia (Halstead et al.,
1980). O aumento de viremia poderia contribuir para o desenvolvimento de sintomas
clinicos observados nos quadros mais graves na dengue.

A producdo de anticorpos de baixa avidez sub-neutralizantes parece estar
relacionada com a ocorréncia de infec¢des subsequentes com sorotipos heterélogos
do DV (Halstead e O'rourke, 1977). Apos a primeira infecgéo, células B CD19" de
memoéria sdo formadas, sendo que em uma segunda infec¢do, caso esta ocorra por
um DV heterélogo, estas células de memaria responderdo de forma mais rapida que
as células “naive” especificas para o novo sorotipo viral (Halstead e O'rourke, 1977).
Durante esta resposta ocorreria a producédo de anticorpos que ndo seriam capazes
de neutralizar as particulas virais circulantes, levando desta forma a condigédo de
exacerbagcdo da infeccdo por ADE (Halstead e O'rourke, 1977) (Figura 1.2).
Recentemente, foi demonstrado que criangas com niveis detectaveis de anticorpos
contra o JEV, teriam uma maior tendéncia ao desenvolvimento de dengue com

complicac@es, corroborando com a teoria do ADE (Anderson et al., 2011).
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Figura 1.2 — Fendbmeno de Potencializacdo Dependente de Anticorpos — ADE. Representagéo
gréfica da teoria do ADE em resposta as infec¢des por DV heterélogo. Figura adaptada de (Mole,
2013).

Portanto, o fenbmeno de ADE ou a neutralizacdo viral sugerem que 0s
linfécitos B CD19" possuem um papel chave na imunopatologia da dengue, através
da producdo de imunoglobulinas. Neste sentido, ja foi descrita a modulacdo da
producdo de imunoglobulinas (Ito et al., 2011), a regulagédo da morte celular (Florins
et al., 2012) e a acdo mutagénica (Tucci et al., 2013) em linfécitos B CD19" durante
infecgbes virais por Epstein-Barr, HTLV-1 e HBV, respectivamente. Porém, esta
modulacdo ndo € conhecida no caso de infeccbes destas células pelos DV. Além
disso, ha controvérsias na literatura quanto a susceptibilidade dos linfécitos B CD19"
a infeccdo pelos DV. King e colaboradores (1999) demonstraram que as células B
CD19" eram as principais células mononucleares circulantes infectadas por cepas
de DV1 e DV2. Para tanto, culturas de células B CD19", mondcitos, células NK e
células T foram obtidas de pacientes com FD, sendo possivel realizar o isolamento
viral apenas das culturas de células B CD19", comprovando assim sua infec¢éo
(King et al., 1999). Contudo, em trabalho mais recente, (Blackley et al., 2007) n&o foi
encontrado RNA viral apds inoculacao in vitro com a cepa DV2 16681 de culturas de
linfécitos T e B provenientes do baco de voluntarios saudaveis. Adicionalmente, em
trabalho posterior do mesmo grupo, (Kou et al., 2008) foram avaliadas por citometria
de fluxo as PBMC de doadores saudaveis infectadas in vitro pela cepa DV2 16681,

sendo demonstrada a susceptibilidade de monécitos, mas nao de linfécitos T ou B.

1.4.2 Resposta de linfocitos T CD8" — Pecado Antigénico Original

Na resposta imune celular ao DV, os linfécitos T citotdxicos (CD8") s&o um dos
responsaveis pela lise, via granzimas e perforinas, de células infectadas. Uma vez
nos orgaos linféides, células APC que tenham sido infectadas pelo DV, poderao

+ o«

apresentar estes antigenos aos linfécitos T CD8" “naives” especificos, induzindo
assim a ativacao, proliferacdo e migracdo destas células para o foco da infeccéo
(Kutubuddin et al., 1991). Os linfocitos T CD8" efetores reconhecem células
infectadas pelos DV, através da apresentacdo dos antigenos virais ligados ao HLA
de classe I. O devido reconhecimento das células infectadas ocorre com a interacéo
do complexo HLA-peptideo, presente na superficie destas células, com o complexo
do receptor de células T — CD3 (TCR-CD3) presente nos linfécitos efetores (Kurane

9



et al.,, 1984; Pang et al., 1988; Azeredo et al., 2006). Além deste reconhecimento,
para a correta acdo dos linfocitos T CD8" efetoras, faz-se necessaria a ligacéo de
moléculas de adesdo como a do antigeno associado a funcao de linfécitos 1 (LFA-1)
(no linfdcito) as moléculas de adesao intercelular 1 (ICAM-1) (na célula infectada)
(Kurane et al., 1984; Pang et al., 1988; Azeredo et al., 2006). O completo
reconhecimento das células infectadas pelos linfécitos induz a ativacdo de uma
cascata de modulacdo que culmina no processo de degranulacdo dos linfocitos
efetores, levando a liberacdo dos mediadores granzima e perforina ligados a
serglicina (Kurane et al., 1984; Pang et al., 1988; Azeredo et al., 2006). A proteina
citolitica perforina, uma vez ligada a superficie da célula infectada, permite a entrada
da enzima granzima nesta célula. As granzimas catalisam a clivagem de proteinas
pro-apoptéticas como a agonista de interagdo ao dominio BH3 de morte celular
(BID) e a pro-caspases 3. A clivagem da proteina BID induz a liberacdo do citocromo
C presente em mitocdndrias, o que inicia mecanismos intrinsecos de apoptose
celular (Kurane et al., 1984; Pang et al., 1988; Azeredo et al., 2006). J4 a caspase 3,
ativada pela clivagem da pro-caspase 3, pode induzir a ativacdo da sintetase de
carbamoil-fosfato 2 aspartato transcarbamilase dihidroorotase (CAD) (Kurane et al.,
1984; Pang et al., 1988; Azeredo et al., 2006). Neste caso, a proteina CAD migra
para 0 nucleo da célula infectada e inicia a degradacdo do DNA. Além da
degranulacdo, os linfocitos T CD8" efetores produzem citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y e TNF-a reforcando assim o carater inflamatorio local. A presenca do
TNF-a em niveis controlados pode induzir a morte de células endoteliais infectadas,
auxiliando assim na diminuicdo da infeccdo. Ja o IFN-y teria papel de induzir a
expressdo do HLA classe | nas células infectadas, o que pode auxiliar na
apresentacdo dos antigenos virais aos linfocitos T CD8" efetores (Kurane et al.,
1991, Cardier et al., 2005).

A regulacao desta resposta inflamatoria é influenciada pela reducdo no namero
de células infectadas. Com a reducgéo no sinal de apresentacdo de antigenos virais
ocorre a diminuicdo da ativacdo de linfocitos T CD8" e T CD4" efetores. Uma vez
cessado o estimulo, com a resolugcéo da infec¢cdo, a maioria das células entram em
apoptose, permanecendo ainda parte das células T CD8" efetoras, as quais faréo
parte do grupo de células de memoaria contra o DV (Sun et al., 2011). Com isso,
células T CD8" de memoria permanecem inativas até o0 momento de uma segunda
exposicdo ao DV. Neste momento, estas seriam as primeiras células citotoxicas

adaptativas a responderem aos antigenos virais (Azeredo et al.,, 2001;
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Mongkolsapaya et al., 2003). Mongkolsapaya e colaboradores em 2003 propuseram
que uma resposta adaptativa cruzada de células T CD8" de memodria de baixa
avidez contra DV heter6logos, poderia estar envolvida na patogenia das formas
graves da dengue (Mongkolsapaya et al., 2003) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Fendmeno do Pecado Antigénico Original. Representacdo grafica da teoria do
Pecado Antigénico Original (do inglés, “Original Antigenic Sin”) em resposta as infec¢des por DV
heterélogos. Figura adaptada do trabalho de (Rothman, 2004).

A ligacdo cruzada de baixa avidez com antigenos do DV heterdlogos
apresentados por células infectadas é capaz de ativar as células T CD8" de
memoéria. Com esta ativacdo, seria induzida a producdo de elevados niveis de
citocinas, porém a funcdo de degranulacéo dos linfécitos T CD8" ndo seria induzida
corretamente caracterizando-se, portanto, como uma resposta ineficiente na lise de
células infectadas (Azeredo et al, 2001; Mongkolsapaya et al., 2003;
Mongkolsapaya et al., 2006) (Figura 1.3). Os mecanismos pelos quais a regulacéo
destas células ndo ocorre corretamente ainda ndo foram bem esclarecidos, porém
0s niveis de moléculas inibitérias da familia B7-CD28, como a de morte celular
programada 1 (PD-1) nos linfocitos T e a PD-L1/2 nas APC, podem estar envolvidos
(Fuse et al., 2009). Adicionalmente, a apresentacdo de antigenos leva a fosforilagéo
dos residuos da proteina CD3¢, disparando uma cascata de ativagdo, culminando na
expressao diferencial de genes como o0 CD69 e CD25 (cadeia a do receptor de IL-2)
(Liu et al., 2000). Ja foi demonstrado que em ligacfes de baixa avidez este processo
de fosforilacdo pode nado ser eficaz, sugerindo assim um mecanismo para a

degranulacao celular ineficiente (Hofmann et al., 2004).
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Uma baixa eficiencia de eliminacdo de células infectadas, ocasionada pela
degranulacdo ineficiente, acarreta na manutencdo da apresentacdo de antigenos
virais para células T CD8" de memoria, elevando assim a producéo de citocinas pela
ativacdo celular (Avirutnan et al., 2006). O aumento nos niveis de citocinas pode
correlacionar-se com os casos graves de dengue, como a citocina TNF-a que esta
aumentada no soro de pacientes em alguns casos de FHD, e da citocina IL-10, que
foi vinculada ao decaimento do namero de plaquetas circulantes (Azeredo et al.,
2001). Adicionalmente, com a ligacdo de baixa avidez, € possivel ainda que as
células T CD8" entrem em processo de apoptose, dificultando ainda mais a resposta
efetiva e a eliminacdo do patdgeno (Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al.,
2003; Avirutnan et al., 2006; Mongkolsapaya et al., 2006; Dejnirattisai et al., 2008).
As células endoteliais podem também ser afetadas pelos elevados niveis de
citocinas inflamatérias secretadas pelos linfocitos T CD8" ativados pela ligacéo
cruzada (Mongkolsapaya et al., 2003). Os mediadores inflamatérios induziriam a
apoptose das células endoteliais o que pode culminar na elevacdo da
permeabilidade vascular, no extravasamento de plasma e na hemoconcentracéao,
gque sdo sinais evidentes em casos de dengue com complicacbes (FHD/SCD)
(Mongkolsapaya et al., 2003; Avirutnan et al., 2006; W.H.O, 2009; W.H.O., 2012a).

Desta forma, o processo inflamatoério induzido pela resposta das células T
CD8" tem papel central na patogenia da dengue. Porém, da mesma forma que em
células B CD19", ndo é conhecido o efeito da infeccdo dos linfécitos T CD8" pelo DV
sobre a resposta inflamatéria, sendo que ndo existe consenso quanto a
susceptibilidade dos linfocitos T CD8" para infecgéo por estes virus. Em estudo de
Kurane e colaboradores em 1990 foi demonstrado infec¢des in vitro de diferentes
linhagens (leucémicas ou de linfomas) de mondcitos, linfécitos B CD19" e linfocitos T
CD4" e CD8" pelo DV2. Destas culturas, todas as cinco linhagens de células T CD4"
ou CD8" testadas apresentaram positividade para a presenca do DV, através da
marcacao intracelular com anticorpo especifico e titulagdo do sobrenadante (Kurane
et al., 1990). Confirmando o dado anterior, 0 mesmo grupo demonstrou pela técnica
de imunofluorescéncia intracelular que a infeccdo de diferentes linhagens (nao
leucémicas ou de linfomas) de linfocitos T CD4" (JK44 e JK49), e linfocitos T CD8”
(CB2.8 e CB6.17) pela mesma cepa de DV2, em 20-60 horas apos a infeccdo. A
progénie viral foi quantificada por imunodeteccdo das unidades formadoras de foco
em C6/36 contidas no sobrenadante das culturas apés 40 horas de infeccdo (Mentor

e Kurane, 1997). Porém, como citado no item 1.4.1, trabalhos mais recentes afirmam
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gue linfcitos T ndo sao infectados pelos DV (Blackley et al., 2007; Kou et al., 2008).

1.4.3 Resposta de linfocitos T CD4"

Outra populacéo celular que pode contribuir para a imunopatologia da dengue
sdo os linfécitos T auxiliares (CD4"). As APC sdo capazes de fagocitar corpos
apoptoticos de células que foram infectadas pelos DV (Kurane et al.,, 1991). A
fagocitose destes antigenos leva a ativacdo das APCs, que por sua vez podem

+ o«

induzir a ativacdo de células T CD4" “naive”, através da apresentacdo de antigenos
virais pelo HLA classe Il ligado aos peptideos do patégeno (Dejnirattisai et al., 2008).
Com a ativacdo e polarizagéo, os linfocitos T CD4" efetores migram ao foco de
infeccdo. A acdo das células T CD4" efetoras é auxiliar a resposta de linfécitos T
CD8" e B CD19", modulando esta resposta através da producéo de citocinas pro- e
anti-inflamatérias o que, na maioria dos casos, podera culminar com a resolucéo da
infeccdo. Com a resolugdo, a maioria das células T CD4" efetoras entrard em
apoptose e serda eliminada, restando uma parcela de células de memoria, que
responderao de forma rapida no caso de uma segunda infeccdo (Kurane et al., 1991,
Dejnirattisai et al., 2008; Chase et al., 2011).

Nesta segunda infeccdo, a ligacdo de peptideos de DV com alta avidez a
linfocitos T CD4" de memoria podem induzir a maior producdo de IFN-y quando
comparada com a producao de TNF-a, o que resultaria em uma agéo antiviral efetiva
(Mangada e Rothman, 2005). Porém, caso esta segunda infec¢do seja por virus
heterélogo, linfécitos T CD4" de memoria de baixa avidez podem produzir o
fendmeno conhecido como tempestade de citocinas (Monath et al., 1986; Azeredo et
al., 2001; Nielsen, 2009). Nesta teoria, a presenca de ligantes de baixa avidez
levaria a exacerbacdo da producdo de TNF-a em detrimento da producdo de IFN-y
(Azeredo et al., 2001; Mangada e Rothman, 2005). Adicionalmente, foi demonstrado
que células T CD4" provenientes de individuos com relato de infecgdo por DV, ao
serem estimuladas por cepa viral homologa, produziram IFN-y e IL-2, porém, quando
o estimulo de baixa avidez foi realizado com cepa viral heteréloga, foram detectados
apenas niveis de TNF-a (Imrie et al., 2007). Os elevados niveis de producdo de
citocinas como o TNF-a podem acarretar na indugéo de apoptose, 0 que por sua vez
estaria correlacionado com a perda da permeabilidade vascular observada na
FHD/SCD (Mongkolsapaya et al., 2006).
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E interessante observar que a inducdo da ativacdo de linfocitos T CD4" de
memo©ria por ligacdo cruzada de baixa avidez pode ocorrer até mesmo por outros
virus que ndo o DV (Moran et al., 2008). Ja foi relatado que clones de linfocitos T
CD4" gerados em pacientes durante infeccbes agudas pelo DV, mostraram-se
reativos pela ligagdo cruzada com epitopos heterélogos de outros flavivirus (virus do
Oeste do Nilo, Encefalite Japonesa e Febre Amarela), resultando na producéo
exacerbada de citocinas (Moran et al., 2008). Portanto, de modo geral a ligacao
cruzada de baixa avidez induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias como o
TNF-a (Azeredo et al., 2001).

Adicionalmente, a polarizacdo de linfocitos T CD4" efetores ativados pode
também influenciar na imunopatogenia da dengue. Os perfis de polarizacdo séo
definidos de acordo com o conteudo e concentracdo das citocinas presentes no
microambiente, produzidas prioritariamente pelas APC, no momento da
apresentacdo do antigeno, definindo assim o modo de resposta efetora que estas
células irdo apresentar. No trabalho de Chaturvedi e colaboradores em 2001 foi
demonstrado que pacientes que direcionam a resposta de células T CD4" efetoras
com padrdo Thl no inicio da infeccdo, induzindo também a ativacdo de células T
CD8" através da producéo de IFN-y, e sustentam este padrao ao longo do processo
infeccioso, teriam uma menor tendéncia ao desenvolvimento de quadros graves da
doenca (Chaturvedi, 1999; Chaturvedi et al., 1999). Por outro lado, os pacientes que
desenvolvem uma resposta de padrdo Th2, ou que mudam de Thl para Th2 ao
longo da infecgéo, estimulando assim principalmente células B CD19" pela producéo
de IL-4 e IL-2, apresentariam maior risco de evoluirem para as formas graves
(FHD/SCD) (Chaturvedi et al., 1999). Além disso, o perfil Th17 também pode ser
vinculado aos casos de dengue com complicacBes. No trabalho de Jain e
colaboradores em 2013, foi demonstrado no soro de pacientes com FD um aumento
significativo nos niveis de IL-17 (marcador do perfil Th17), quando comparados com
o controle nao infectado, sendo que esta produc¢ao foi ainda maior em pacientes com
FHD (Jain et al., 2013). Adicionalmente, as células de perfil Th17 podem secretar a
citocina TNF-a, a qual ja foi implicada nos casos de dengue com complicagdes pelo
seu papel na lise de células endoteliais (Jovanovic et al., 1998).

Porém, apesar das varias hipoteses de resposta dos linfocitos T CD4" aos DV,
nao se conhece a capacidade dos DV em infectar estas células, como citado
anteriormente nos itens 1.4.1 e 1.4.2 (Kurane et al., 1986; Mentor e Kurane, 1997,

Blackley et al., 2007; Kou et al., 2008). A importancia de se determinar a
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suscetibilidade destas células a infeccdo pelo DV é sugerida por trabalhos com
outras viroses, como o Epstein-Barr (Kanegane et al.,, 1998) ou o HIV (Gutierrez-
Sanmartin et al., 2008), que demonstram que estas infeccdes podem modificar a

resposta funcional dos linfocitos T CD4" efetores, acarretando em uma perda da

eficiéncia no combate ao patdgeno.

15



2 OBJETIVOS
O objetivo geral do presente trabalho € determinar a susceptibilidade e a
resposta funcional in vitro de linfécitos T e B humanos frente a infecgdo por cepas

dos quatro sorotipos do DV.

2.1 Obijetivos especificos

— Determinar a susceptibilidade in vitro de linfécitos T e B humanos de doadores

saudaveis a infeccdo com cepas dos quatro sorotipos do DV;

— Caracterizar o possivel receptor para a ligacdo do DV aos linfocitos T e B

humanos;

— Determinar os niveis de citocinas de perfil Th1/Th2/Th17 no sobrenadante de

cultura de linfocitos T e B infectados pelo DV,

— Analisar a ativacao de linfécitos T e B infectados pelo DV, assim como determinar

o efeito da ativagao celular para a infecgao pelo DV;

— Caracterizar os niveis de morte celular nas culturas de linfécitos T e B humanos

apos infeccdo pelo DV;
— Examinar a capacidade de proliferacdo celular dos linfécitos T e B humanos
infectados pelo DV, induzida por ensaio misto de leucécitos alogénico com células

dendriticas;

— Determinar a capacidade de expansao clonal dos linfécitos T e B humanos

infectados pelo DV, apds estimulagdo por antigenos virais heterdlogos;

— Analisar a resposta de degranulacéo celular e determinar os niveis de granzima e

perforina no sobrenadante das culturas de linfécitos T humanos infectados pelo DV;
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— Caracterizar a infeccéo e a producédo de granzima pelas culturas enriquecidas de

linfécitos T CD8™ “naive” e memoria, apos a infecgéo pelo DV,

— Analisar a polarizacdo de células T CD4" para os perfis Th1/Th2/Th17 apés
infeccéo pelo DV;

— Examinar a presenca da imunoglobulina da classe M contra o DV em culturas de

células enriguecidas com linfocitos B CD19" ap6s a infeccéo pelo DV;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das PBMCs

Foram utilizadas células priméarias coletadas de doadores saudaveis por
puncdo venosa de superficie (CEP - 514/09/Fiocruz, Anexo Ill), utilizando-se
sistema de vacuo e tubos com heparina sddica (Vacuplast, cat - 12-2012). Uma lista
completa das culturas realizadas pode ser obtida no Anexo Il deste trabalho. Do
sangue total foram obtidas inicialmente as células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), por técnica de separacdo por densidade. Para tanto, o sangue
total foi diluido nas proporcdes de 1:1 até 1:4 v/v com solucdo de 0,9% de Cloreto de
Saodio (Anexo 1) estéril. Esta mistura foi entdo colocada sobre a solucdo de
separacao “‘Lymphocyte Separation Medium” (LONZA, cat - 17829E) em uma
proporcéo de 3:1 v/v, em tubos conicos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados a
750 x g por 20 min a T.A., com freio e aceleragdo minimas. Apos a centrifugacao,
foram coletadas as células presentes na nuvem de separacdo entre o plasma e o
separador, obtendo-se assim as PBMC. Estas células foram entdo lavadas em
solucéo P.B.E. (Anexo 1), e centrifugando-se a 350 x g por 10 min a 4°C. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e as células foram recuperadas com 5
mL de Solucéo de Lise (Anexo 1), sendo incubadas em gelo por 5 min. Apés a lise
das hemaécias as células foram novamente lavadas com 30 mL de P.B.E. e os tubos
foram novamente centrifugados, agora a 160 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e as células foram recuperadas com 35 mL de P.B.E. sendo os tubos
centrifugados a 300 x g por 10 min a 4°C. Novamente o sobrenadante foi
desprezado e a concentracdo de células foi recuperada de diferentes maneiras, de
acordo com o procedimento experimental subsequente, PBMC, linfocitos totais ou

“cell-sorting”.

3.1.1 Culturas de PBMC

As PBMC foram recuperadas com meio RPMI completo sem SFB (Anexo I;
Lonza, cat - 12702Q), em diferentes volumes, respeitando a concentragéo final de
5,0 x 10° PBMC/mL. Esta suspensdo foi utilizada de acordo com os protocolos

abaixo citados.
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3.1.2 Linfécitos totais

Para este trabalho, foram chamadas de culturas de linfocitos totais as
populacdes celulares componentes do PBMC e que sejam negativas para 0
marcador de superficie CD14, ou que ndo sejam capazes de aderir ao plastico.
Foram utilizados dois diferentes protocolos para a obtencdo dos linfécitos totais:
‘immunosorting” magnético com “beads” (Miltenyi Biotec — cat 130-090-879)
recobertas por anticorpos contra a proteina de superficie CD14; ou técnica de
separagao por aderéncia ao plastico. Para a separagao por “beads” as PBMC foram
recuperadas em 5 mL de P.B.E., contendo 120 uL de “beads”, e incubadas em gelo
por 20 mim. ApGs a incubagéo, o volume foi completado para 35 mL com P.B.E. e 0s
tubos foram centrifugados a 300 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e as células foram recuperadas em 5 mL de P.B.E.. Esta suspensao
celular foi entdo adicionada a Coluna de Separacédo (Miltenyi Biotec — cat 130-042-
401) j& devidamente conectada ao suporte magnético e com cargas elétricas
equilibradas, aguardando-se a eluicdo por gravidade. Apos a primeira eluicdo foi
adicionado a coluna 5 mL de P.B.E., permitindo-se novamente a eluicdo por
gravidade. A parcela negativa da primeira eluicdo foi considerada uma suspensao
enriquecida em linfocitos totais, designada como CD14". Para a obtencdo das
células CD14", as quais foram consideradas como uma populagdo enriquecida em
monaocitos, a Coluna de Separacao foi retirada do magnético e a suspensdo de
células foi eluida com 5 mL de P.B.E.. A ambas as suspensfes celulares foi
adicionado volume de P.B.E. suficiente para 35 mL e os tubos foram centrifugados a
300 x g por 10 min a 4°C. As células foram recuperadas com meio RPMI completo
sem SFB, em diferentes volumes, respeitando a concentracéo de 5,0 x 10° cél/mL.

J& para a técnica de separacdo por aderéncia ao plastico, as PBMC foram
recuperadas em 10 mL de meio de cultura RPMI completo sem SFB. Estas foram
contadas e foi adicionado meio de cultivo suficiente para que as células ficassem em
uma concentracdo final de 1,0 x 10° PBMC/mL. A suspensdo de células foi
transferida para uma garrafa de cultivo de 300 cm?, e incubada por 1h30min a 37°C
sob 5% CO,. ApoOs esta incubacgéo, o meio foi transferido para tubos conicos, e esta
suspensao celular foi considerada enriquecida em linfécitos totais. Ja a garrafa foi
lavada duas vezes com PBS resfriado, sendo agitada entre as lavagens. O PBS
restante das lavagens foi desprezado. A estas garrafas foi adicionado RPMI

completo e estas culturas foram consideradas enriquecidas em monacitos.
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3.1.3 Populacdes enriquecidas por “cell-sorting”

Para a realizacdo dos procedimentos de separacéao celular por “cell-sorting”, as
PBMC foram recuperadas com 5 mL de tampédo de blogueio - TB (Anexo 1) e
incubadas por 20 min em T.A.. Apés a incubacao, foi adicionado a suspenséao celular
anticorpos que reconhecem proteinas na superficie das células. Os anticorpos
utilizados foram: anti-CD3 PE, anti-CD14 FITC, anti-CD8 PercP, anti-CD19 PE-Cy7,
anti-CD4 APC (BD, cat — 555340, 557700, 347314, 557835 e 555349), bem como,
seus respectivos controles isotipicos. Esta suspensao celular foi entdo incubada por
20min a 37°C. Com o término da incubacéo, os tubos foram centrifugados a 1000 x
g por 5 min a T.A., o sobrenadante foi desprezado e as células foram recuperadas
com 15 mL de PBS. Esta suspenséo celular foi entdo utilizada para o procedimento
de “cell-sorting”, realizada no equipamento FACSAria Il (Becton and Dickinson)
utilizando-se durante os procedimentos o “nozzle” de 85 um com pressio de 45 psi
sendo as demais configuracdes ajustadas segundo recomendacdes do fabricante.
As estratégias de “gate” foram demonstradas em cada um dos experimentos onde
se utilizou este tipo de procedimento. De modo geral, foi obtida uma pureza acima
de 91% para todos os experimentos de “cell-sorting”, sendo que todas as culturas
foram consideradas enriquecidas para as populagdes alvo. As células foram
recuperadas com meio RPMI completo sem SFB, em diferentes volumes,
respeitando a concentracdo de 5,0 x 10° cél/mL. Estas suspensdes foram utilizadas
de acordo com os protocolos abaixo citados.

3.2 Estoques virais e Infeccdes

Para os experimentos de infeccdo com o virus da dengue foram utilizadas duas
cepas que sao modelos laboratoriais do DV com elevado nimero de passagens em
cultura de células, a DENV-1/BR/90 sorotipo 1 primeiramente descrito por (Despres
et al.,, 1993) e a DENV-4/TVP360 do sorotipo 4 gentilmente cedido ao nosso
laboratorio pelo Dr. Ricardo Galler da Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.
Adicionalmente, foram utilizadas duas outras cepas que, diferente das anteriores,
foram isoladas e mantidas por 3 e 4 passagens em nosso laboratério. A cepa do
sorotipo 2 é a DENV-2/ICC265 que foi isolada de um caso de febre da dengue

ocorrido no estado do Parand, Brasil, no ano de 2009 e a cepa do sorotipo 3, a BR
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DEN3/98-04 que primeiramente foi descrita por (Nogueira et al., 2008), foi isolada de
um caso FD, na cidade Rio Branco estado do Acré, Brasil, no ano 2004. Neste
trabalho iremos nos referir as cepas de forma resumida como DV1 BR90, DV2 265,
DV3 98 e DV4 360.

Todos os estoques de suspensdes virais foram obtidos de sobrenadante
clarificado por centrifugacédo a 1500 x g por 5 min, de culturas de células de estagio
larval de mosquito Aedes albopictus [C6/36, (Igarashi, 1978)], infectados com
multiplicidade de infeccdo (MOI) entre 0.1 e 1 das diferentes cepas de DV. As
amostras de virus foram aliquotadas e armazendas a -80°C. As concentracdes virais
contidas em cada estoque foram obtidas pela técnica de imunodeteccdo de foco
(Gould e Clegg, 1985). Brevemente, 0,4 mL de diferentes diluicbes dos estoques
virais foram utilizados para infectar células C6/36 por 1h30min. Apds esta incubacéo
o inoculo foi retirado e foi substituido por 0,5 mL de meio L15 2x completo (Anexo )
diluido 1:1 v/v com CMC 3% (Sigma- Aldrich, cat — C4888) e incubado em B.O.D. a
27°C. ApoOs 7 dias de cultivo as células foram lavadas com PBS 1x (3x), fixadas com
paraformolaldeido 3% (Sigma, cat — P6148) por 20 min e permeabilizadas com
Triton 4% (Sigma, cat — P5927) por 4 min. Posteriormente, as células foram
imunomarcadas para a determinacéo intracelular dos DV com anticorpo monoclonal
(mAb) anti-proteina E de Flavivirus, 4G2, por 1 hora a 37°C, seguido de lavagem
com PBS 1x (3x) e marcacdo com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado
com fosfatase alcalina em diluicdo de 1:10.000 (Promega, cat — 29840902) por mais
1 hora a 37°C. Apos lavagem com PBS 1x (3x), a revelacao foi realizada com 200
pL/poco de tampéo AP (Anexo I) contendo 1,32 pL de BCIP (Promega, cat — S381C)
e 0,66 uL de NBT (Promega, cat — S380C), sendo as placas mantidas em agitador
horizontal por até 30 min. O sobrenadante foi entdo desprezado e a placa lavada
com &gua desmineralizada. Os focos formados foram entdo usados para a
determinacdo das concentragfes dos estoques virais e expressos como unidades
formadoras de foco em C6/36 por mL (ffucess/mL). Para a obtencdo do controle
negativo de infecgdo, “Mock”, foram realizados em paralelo a imunodetecc¢éo de foco
com uma suspensdo de meio de culturas de C6/36 que ndo continha particulas
virais. A auséncia de unidades formadoras de foco no “Mock” foi utilizada como
comprovacéo da negatividade para a infec¢ao por dengue.

Para a infeccdo das células humanas com as cepas de DV, as células obtidas
como descrito no item 3.1 foram inoculadas com os estoques virais ou “Mock”

(Diagrama 3.1). Utilizou-se uma MOI de 10. Para tanto, 5,0 x 10° células foram
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incubadas com 5,0 x 10° ffuce/ss em um volume final de 2 mL de RPMI sem SFB, por
2 horas a 37°C, homogeneizando-se as células por inversdo a cada 15 min. Apos
este periodo, os tubos foram centrifugados a 5000 x g por 30 seg, 0 sobrenadante
foi desprezado e as células foram recuperadas com 0,5 mL de meio RPMI completo.
A suspenséo celular foi entdo incubada por 5 dias a 37°C sob 5% de CO,, em placas
de 24 pocos. Apos este periodo, as células foram recuperadas e diferencialmente

tratadas de acordo com cada experimento.

Coleta de
Sangue
Periférico

Obtencdo de PBMCs
por diferenga de densidade

|

Obtengdo de Mondcitos (CD14+) e Linfocitos
(CD14-) por “cell-sorting” ou aderéncia.

v
Obtencdo de Linfocitos T auxiliares (CD3+/
CD4+), Linfdcitos T citotdxicos (CD3+/CD8+) e
Linfécitos B (CD3-/CD19+) por “cell-sorting”

A 4

v

Infecgdo por 2h a 37°C e 5% de CO,, utilizando-se MOI 10 de
cepas dos 4 sorotipos de DV em RPMI suplementado, sem SFB

ﬁl

Incubacdo por 5 dias em placa

de 24 pogos contendo 5,0 x 10°

células/pg com 500 pL de RPMI
completo

Anadlises

A 4

Diagrama 3.1 — Desenho experimental para a determinacdo da susceptibilidade de células
humanas pelos DV. Representacdo esquematica do desenho experimental adotado para as
infec¢des de células humanas com os quatro sorotipos de DV.

3.3 Imunofenotipagem, marcacao intracelular para DV

Para marcacgao imunofenotipica e/ou de antigenos virais no interior das células,
as mesmas foram recuperadas das placas por centrifugacéo a 5000 x g por 30 seg o

sobrenadante das culturas foi armazenado a -80°C para analises posteriores, sendo
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as células recuperadas em 100 pL de TB (Anexo |). Para os experimentos de
determinacdo da replicagdo viral, 50 yL da suspensdo celular foi novamente
centrifugada como descrito acima, o sobrenadante foi desprezado, e as células
foram armazenadas a -80°C para posterior analise. Ja os 50 uL restantes da
suspensao celular, foram incubados por pelo menos 20 min a T.A.. Apés a
incubacéo, as suspensodes foram transferidas para placa de 96 pocos com fundo em
U, centrifugadas a 1500 x g por 2 min. O sobrenadante foi desprezado e as células
foram recuperadas com 100 uL de “Cytofix/Cytoperm” (BD, cat — 554714), e
incubadas por 20 min a T.A., protegido da luz. ApGs a incubacéao, foi adicionado 100
ML de “PermWash Solution 1X” (BD, cat — 554714), a placa foi centrifugada a 1500 x
g por 2 min e o sobrenadante foi desprezado. As células foram recuperadas com
100 uL de 4G2 (10ug/mL) em diluicao de 1:100 v/v em “PermWash”, incubadas por
pelo menos 20 min a 37°C. Apds a incubacdo, foi adicionado 100 uL de
“‘PermWash”, a placa foi centrifugada a 1500 x g por 2 min e o sobrenadante foi
desprezado. As células foram recuperadas com 100 yL de mAb anti-IgG de
camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen, cat — 11001) em diluicdo
de 1:100 v/v em “PermWash”, incubadas por pelo menos 20 min a 37°C. Apds a
incubacéo, foi adicionado 100 pL de “PermWash”, a placa foi centrifugada a 1500 x
g por 2 min e o sobrenadante foi desprezado. As células foram recuperadas com 50
ML de uma mistura de anticorpos diluidos 1:25 v/v em TB, sendo: anti-CD14 PE, anti-
CD8 PercP, anti-CD19 PE-Cy7, anti-CD4 APC (BD, cat — 555398, 557700, 347314,
557835 e 555349). Células controle foram marcadas com 0s respectivos controles
isotipicos. As células foram entdo incubadas por pelo menos 20 min a 37°C. Apés a
incubacao, foi adicionado 100 pL de “PermWash”, a placa foi centrifugada a 1500 x
g por 2 min e o sobrenadante foi desprezado. As células foram recuperadas com
200 pyL de PBS. Esta suspensdo de células foi entdo analisada por citometria de
fluxo em FACSCanto Il (Becton and Dickinson). Todos os dados provenientes de
ensaios de citometria de fluxo e “cell-sorting” realizados neste trabalho foram
analisados no programa DIVA v 6.0 da Becton Dickinson e/ou FlowJo v7.1, da
TreeStar Inc..

Exclusivamente para o experimento demonstrado na Figura 4.2, uma aliquota
das PBMC foi retirada dos pocos apos a determinacdo da porcentagem de infecgéo
via citometria de fluxo. Os tubos contendo estas aliquotas foram centrifugados a
1500 x g por 2 min, o sobrenadante foi desprezado e as células foram recuperadas

em 5 uL de PBS contendo DAPI 1x. Esta solucéo foi adicionada a uma lamina de
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vidro para microscopia, previamente preparada com poli-L-lisina 10%, sendo
incubada por 5 mim a 37°C. Apos esta incubacado, o excesso de PBS foi retirado por
pipetagem e foi adicionado sobre a lamina de vidro uma laminula, selando-se as
bordas. Esta foi entdo examinada ao microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica

Microsystems).

3.4 Determinacao da proteina NS1

O sobrenadante das culturas enriquecidas por “cell-sorting” foi analisada para a
determinacdo da presenca da proteina ndo-estrutural do DV NS1. Para tanto, foi
utilizado o kit diagnostico “Panbio Dengue Early ELISA” (Panbio, cat — SDO1PEA40).
Brevemente, 100 pyL de sobrenadante das culturas e controles foram adicionados
aos pocos da placa de reacdo. A placa foi entdo incubada por 1 hora a 37°C, sendo
que posteriormente os pocos foram lavados seis vezes com 350 uL de “Wash
Buffer”. Foi adicionado aos pogos 100 uL de complexo “antigen-MADb” e a placa foi
entdo incubada por 1 hora a 37°C e foi posteriormente lavada seis vezes com 350
ML de “Wash Buffer”. Apds este passo, 100 uL de TMB foram adicionados aos
pocos. A placa foi incubada por 10 min a T.A, sendo que ap0s esta incubacao, foi
adicionado 100 pL de Solucdo de Parada. (“1M Phosphoric acid”). Com isso, a
absorbancia da reacdo pode ser determinada nos comprimentos de onda de 600 e
650 nm. Os valores de D.O. foram utilizados para o calculo do index segundo
indicacdo do fabricante. Os valores s&o expressos de acordo com a linha de corte
(“cutoff”) para determinar a presenga ou auséncia da proteina NS1 no sobrenadante

das culturas.

3.5 Replicacdo e progénie viral

Nas culturas enriquecidas por “cell-sorting”, as células infectadas e controles
gue foram congeladas a -80°C, foram descongeladas e o RNA total foi extraido
utilizando-se o kit “RNAesy Mini Kit” (QIAGEN, cat — 74104) de acordo com as
recomendacgOes do fabricante. Utilizando-se a técnica de PCR quantitativo (qQPCR),
foram analisados os niveis de RNA da proteina nao-estrutural do DV NS3 assim
como o da proteina “housekeeping” de eucariotos 18S. Para a realizagdo dos
gPCRs, o cDNA foi obtido utilizando-se iniciadores randdmicos (4 pmol/reacéo)

(Invitrogen, cat — 48190-011) e 1 puL da enzima transcriptase reversa (Promega, cat
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— A3802) por 2h a 42°C grau. As reagdes de PCR foram realizadas com “SYBR
Green Master Mix” (Applied Biosystem, cat — 4344463) e 4 pmol/reacdo de
iniciadores especificos (Tabela 3.1). A ciclagem utilizada foi: 50°C por 2 min, 96°C
por 10 min, seguida de 40 ciclos de 96°C por 15 seg., 59°C por 30 seg. e 72°C por 1
min. As curvas de dissociagdo foram utilizadas para a verificacdo da especificidade
relativa da reacdo. O gene constitutivo 18S foi utilizado para a realizagdo da
normalizacdo e da quantificacdo das reacdes de amplificacdo. A modulagdo dos

genes foi calculada pelo 224¢

adaptado do trabalho de Livak e colaboradores de
2001 (Livak e Schmittgen, 2001). ApGs a comprovacao da relacdo de eficiéncia de
cada iniciador, foi obtido o delta Ct | correspondente a variacdo do Ct entre o gene
de interesse e o normalizar na célula infectada. J4 o delta Ct Il foi obtido pela
variacdo do Ct maximo detectado na reacéo e o Ct do normalizar na célula “Mock”. A
variacdo da expressao génica foi entdo obtida pela poténcia na base dois da

subtracdo negativa dos valores de delta Ct | pelo delta Ct Il.

Tabela 3.1 — Caracteristicas dos iniciadores utilizados nos ensaios de replicacdo. Nome dos
Iniciadores, gene ID, sequéncias, temperatura de anelamento, tamanho do “amplicon” e
concentracdo de cDNA utilizada nos gPCRs.

Nome Gene ID Sequencia F Sequencia R ™ “Amplicon | [ ] cDNA

dos Inic. size”

18S 100008588 | CACGGCCGGT | CCCGTCGGCA | 59.0°C | 152bp 0.5ng/uL
ACAGTGAAAC | TGTATTAGCT

NS3 - GACATCTTTC | AGATACCAAA | 59.0°C | 160bp 0.5ng/uL
GAAAGAGAAG | CTCCAGCTAT

Os sobrenadantes das culturas foram utilizados ainda para a determinacao da
progénie viral, apos a infeccdo com o DV. Os ensaios foram realizados para a
obtencéo dos niveis de unidades formadoras de foco por mL (ffucgzs/mL) seguindo o

procedimento descrito no item 3.2.

3.6 Determinacdo do Receptor de Entrada do DV em Linfécitos Humanos

No intuito de determinar se moléculas de heparan sulfato poderiam ser o
receptor de entrada do virus da dengue nas populacdes linfocitarias, suspensoes
virais (contendo particulas infectivas do DV) dos quatro sorotipos foram incubadas
com heparina (molécula analoga do heparan sulfato). Para a realizacdo deste
ensaio, 5,0 x 10° ffucezs/mL em 0,1 mL de volume final de RPMI completo sem SFB
contendo as suspens0es virais foram incubadas com concentragdes de 0 (controle

positivo para infecgéo), 20, 50, 100 ou 200 pg/mL de heparina. Esta solucdo foi
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incubada a 37°C por 2 horas. ApoOs este periodo, a suspensao foi utilizada como
in6culo para a infeccdo de linfécitos totais, como descrito no item 3.2, e a
porcentagem de infeccao foi analisada conforme descrito no item 3.3.
Adicionalmente, no intuito de confirmar os resultados obtidos no ensaio de
heparina, suspensdes de linfocitos totais foram tratadas com a enzima heparinase, a
qual retira da superficie celular residuos de heparan sulfato. Para tanto, 5,0 x 10°
linfécitos totais foram tratados com concentracdes de O (controle positivo para
infeccdo), 0,5, 1,0 e 5,0 U/mL de heparinase em 0,1 mL de RPMI completo a 37°C
por 2 horas. Apos esta incubacao, estas células foram infectadas com cepas de DV
como descrito no item 3.2, sendo analisadas como no item 3.3. O diagrama 3.2
apresenta os dois experimentos para determinacdo do heparan sulfato como

possivel receptor para o virus da dengue em linfécitos humanos.

DV-1-2-3-4 PBMC
Incubagdo por 2h a 37°Ce 5% Incubagdo por 2h a37°Ce 5%
de CO, com 100 plL de RPMI de CO, com 100 pL de RPMI
suplementado, contendo suplementado, contendo
diferentes concentragdes de diferentes concentragées de
Heparina Heparinase
N v
PBMC Lavagem
A A 4
Infeccdo Infeccdo
A Y
Andlises Andlises

Diagrama 3.2 — Desenho experimental para a determinacédo dos receptores de entrada viral em
populacdes linfocitarias. Representacdo esquematica do desenho experimental adotado para as
andlises do possivel receptor de entrada nas populacdes linfocitarias utilizado pelo DV.

3.7 Determinacdo dos niveis de citocinas perfil Th1/Th2/Th17

No sobrenadante das culturas de PBMC, linfécitos totais e culturas

enriquecidas para LT CD4", LT CD8" e LB CD19", foram determinados os niveis de
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citocinas de perfil Thl (IL-10, TNF-a, IFN-y), de perfil Th2 (IL-2, IL-4, IL-6) e de perfil
Thl7 (IL-17A). Para tanto foi utilizado kit “Cytometric Bead Array” (BD, cat —
560484). Brevemente, 50 pyL de sobrenadante das culturas ou dos pontos da curva
de controle foram transferidos para placas de 96 pocos com fundo em U. A estas
foram adicionados 50 uL de mistura de “beads” e detector, fornecidos pelo Kkit,
incubando-se por 3 horas a T.A. protegidos da luz. Apds a incubacdao, foi adicionado
aos pocgos 100 pyL de “Wash Buffer” e foi realizada uma centrifugagdo de 1500 x g
por 2 min sendo o sobrenadante descartado. As “beads” foram recuperadas com
200 uL de “Wash Buffer” e a determinagcdo das concentragbes das citocinas foi
obtida utilizando-se para tanto o citobmetro de fluxo FACSCanto Il da Becton
Dickinson. Os dados de citometria foram analisados no programa “FCAP Array,
v1.0.1, da Soft Flow Hungary Ltd.” e/ou no programa FlowJo v7.1, da TreeStar Inc.,

obtendo-se assim as concentracdes das citocinas em pg/mL.

PBMC PBMC
| '
CD14- CD14-

|

Incubacdo por 18h a37°Ce 5%
de CO, com 500 pL de RPMI
suplementado, contendo ConA
(0,5 pg) ou PHA (1%)

v v

Infec¢do Infecgdo

\/

Determinagdo da porcentagem de infecgdo (4G2)
e ativagdo celular (CD69)

Diagrama 3.3 — Desenho experimental para a determinacdo do efeito da ativacdo celular na
infeccado pelo DV. Representacdo esquematica do desenho experimental adotado para as analises
da ativacdo de linfécitos pela infeccdo com o DV (direita) e do efeito da ativagao celular prévia na
infeccdo pelo DV (esquerda).
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3.8 Ativacao celular

Visando determinar a porcentagem de ativacdo das populacdes linfocitarias
apos a infeccdo com o DV, foi determinada a expressao do marcador de superficie
celular CD69, uma selectina C do tipo Il, no quinto dia apos a infec¢do. Para tanto,
procedeu-se a infeccdo como descrito no item 3.2 e a marcagao celular como no
item 3.3, porém, substituindo-se o anticorpo anti-CD14 PE (BD, cat — 555398) pelo
anticorpo anti-CD69 PE (BD, cat — 555531) (Diagrama 3.3).

Adicionalmente, para avaliar se a pré-ativacao de linfocitos poderia impactar na
infeccdo pelo DV, linfécitos totais (CD14°) foram tratados com 5 pg/mL de
Concanavalina A (Reeke et al., 1975) ou com 1% de PHA (Nakao et al., 1975), dois
importante agentes mitogénicos, por 18 horas. Apds este periodo, as células foram
lavadas e infectadas como descrito no item 3.2, sendo determinada a infeccdo e a

ativacdo como descrito no paragrafo anterior.

3.9 Morte Celular

Além da susceptibilidade a infeccéo, foi determinada a porcentagem de morte
celular nas culturas de linfocitos totais induzida pelo DV. Para tanto, apds a infeccao
das PBMC, como descrito no item 3.2, dividiu-se a cultura em duas populacées,
sendo que a primeira foi analisada para a porcentagem de infeccdo como descrito
em 3.3. Ja a segunda foi imunomarcada com os kits “Annexin V: PE Apoptosis
Detection Kit I’ (BD, cat — 559763) ou “Image-iT® LIVE Red Poly Caspases
Detection Kit” (Life, cat — 135101), como descrito pelos fabricantes. Brevemente, para
o kit contendo Anexina V, 5,0 x 10° PBMC foram lavadas e recuperadas com 100 pL
de ”binding buffer” contendo 5 pL de Anexina V e mais 5 pL de 7-AAD (7-
Aminoactinomycin D), sendo incubadas por 15 min a 37°C sob 5% de CO,
protegidas da luz. Apds a incubacéo, foi adicionado 100 uL de “binding buffer” e foi
procedido a analise no citbmetro de fluxo FACSCanto Il. J4 para 0s ensaios com 0
kit contendo o marcador de poli Caspases ativadas, 5,0 x 10° PBMC foram lavadas e
recuperadas com 100 uL de solugao de trabalho contendo FLICA 1x, proveniente do
kit, sendo incubadas por 60 min a 37°C sob 5% de CO, protegidas da luz. Apés a
incubacao, foi adicionado 100 pL de “binding buffer” e foi procedido a analise no
citbmetro de fluxo FACSCanto Il. Ambos os resultados de morte celular foram

comparados com as porcentagens de infeccao.
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3.10 Ensaio Misto de Leucbécitos (EML)

Para analisar a influéncia da infeccdo pelo DV na proliferacdo de linfocitos,
sangue total foi coletado de doadores distintos. As culturas de linfécitos totais foram
obtidas, como descrito em 3.1, e posteriormente estas células foram infectadas
como descrito em 3.2. Ap6s os 5 dias de infec¢cdo com o DV, uma aliquota de cada
cultura foi retirada e marcada para a determinacdo da infeccéo, utilizando-se para
tanto o procedimento descrito no item 3.3, porém, sem a etapa de marcacdo de
superficie. A porcentagem de infeccao foi determinada por citometria de fluxo em
FACSCanto Il. Para as proximas etapas do EML foram utilizadas apenas as culturas
positivas para a infeccdo pelo DV. As culturas infectadas foram marcadas com a
molécula fluorescente CFSE por 10 min a 37°C. Ap0s a incubacéo, foi adicionado 5
mL de SFB, sendo os tubos centrifugados a 1500 x g por 5 min, o sobrenadante foi
desprezado e as células foram recuperadas com RPMI completo em volume
suficiente para manter a concentracao celular em 5,0 x 10° cél/mL.

Da amostra de doador distinto foram obtidos os mondcitos (CD14%), como
descrito em 3.1, e estes foram induzidos a diferenciagdo em células dendriticas
imaturas (imdDCs), segundo protocolo de Sallusto e Lanzavecchia de 1994 (Sallusto
e Lanzavecchia, 1994). Brevemente, os mondcitos foram incubados com RPMI
completo contendo 100 ng/mL de IL-4 e 50 ng/mL de fator estimulante de colbénias
de mondcitos e granulécitos (GM-CSF) por 7 dias a 37°C sob 5% de CO,,
realizando-se uma troca completa de meio no 3° ou 4° dias de cultivo. Apés este
periodo, as células foram recuperadas, sendo retirada uma aliquota destas para a
determinacdo da porcentagem de diferenciacdo obtida. A aliquota foi entéo
centrifugada a 5000 x g por 30 seg, recuperada com 50 uL de TB e incubada por 20
min a temperatura ambiente. ApGs a incubacéo, foi adicionado a suspenséo celular,
50 uL de anticorpos que reconhecem proteinas de superficie, diluidos 1:25 em TB.
Os anticorpos foram: anti-CD11c PE, anti-CD40 FITC e anti-HLA-ABC PE-Cy7 (BD,
cat — 555392, 555588 e 561349), bem como, células foram incubados com os
controles isotipicos. A suspenséo celular foi entdo incubada por pelo menos 20 min
a 37°C. Com o término da incubacéo, os tubos foram centrifugados a 5000 x g por
30 seg, o sobrenadante foi desprezado e as células foram recuperadas com 200 pL
de PBS e foram analisadas por citometria de fluxo em um FACSCanto Il. Foram

aceitas como imdDCs para o EML as culturas que apresentassem os marcadores
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CD11c e HLA-ABC superior a 90% e CD40 inferior a 5%. As culturas adequadas
guanto aos marcadores de superficie foram entdo recuperadas com RPMI completo
em uma concentracao final de 5,0 x 10° cél/mL.

Com os linfocitos totais infectados e marcados com CFSE, e as imdDCs com
os fenotipos desejados, foi realizado um ensaio de co-cultivo entre células
alogénicas, observando-se a proporcao de 1 imdDCs para cada 10 linfGcitos totais.
Como controle de proliferacdo, 1% de PHA foi adicionado a uma aliquota dos
linfocitos totais “Mock” de cada doador separadamente. Adicionalmente, culturas de
linfocitos totais foram incubadas na presenca de imdDCs autdlogas, obtendo-se
assim um controle negativo de proliferagdo. Estas culturas foram entdo incubadas
em placas de 24 pogos, com 500 yL de RPMI completo a 37°C sob 5% de CO; por 5
dias. Apés o periodo de incubacdo as células foram recuperadas e analisadas em
um citdmetro de fluxo FACSCanto Il para a determinacédo da intensidade média de

fluorescéncia (MFI) relativa ao sinal de CFSE (Diagrama 3.4).

Dia 0 Dia 2 Dia 7 Dia 12 )
|
CD14+: CD14-: Infecgdo Co-Cultura
Derivagao por DV1-4 Alogénica Andlise
mdDCs
A | A
PBMCI
PBMC I

Diagrama 3.4 — Desenho experimental para a determinacéo do efeito do DV na proliferacéo de
linfécitos durante o EML. Representacdo esqueméatica do desenho experimental adotado para as
analises da influencia dos DV na proliferacdo induzida pelo Ensaio Misto de Leucdcitos.

3.11 Ensaio de “Prime” de Linfécitos (EPL)

No EPL, as células de doadores vacinados contra o virus da Febre Amarela
(YF), um virus da familia Flaviviridae, foram desafiadas utilizando-se particulas virais
da cepa YF 17DD, a cepa vacinal do YF. Para tanto, linfécitos totais e mondcitos de

doadores vacinados foram obtidos segundo protocolo descrito em 3.1. Os mondocitos
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foram utilizados para a derivagdo em imdDCs, como descrito no item 3.10. J& os
linfécitos totais foram infectados com o DV como descrito no item 3.2. Apés os 5 dias
de cultivo, foi determinada a porcentagem de infeccado dos linfécitos totais, como
descrito em 3.3. Para as culturas positivas para o DV, foi adicionado, em MOI de 10,
cepa de YF 17DD sendo os estoques virais obtidos em nosso laboratério, como
protocolo descrito em 3.2, porém utilizando-se a linhagem celular Huh7.5. Apos 2
dias de cultivo, utilizando-se os linfocitos totais marcados com CFSE como protocolo
descrito no item 3.10 e as imdDCs que possuiam fenoétipo satisfatorio, foi realizado
um ensaio de co-cultivo entre células autélogas, observando-se a proporcédo de 1
imdDCs para cada 10 linfocitos totais. A este co-cultivo, foi adicionado cepa do virus
YF 17DD, em MOI de 10. Apo6s 5 dias de cultivo, foi determinado o MFI referente ao
marcador de proliferacdo celular, CFSE, utilizando-se para tanto FACSCanto Il

(Diagrama 3.5).
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Diagrama 3.5 — Desenho experimental para a determinacéo do efeito do DV na proliferacéo de
linfécitos durante o EPL. Representacao esqueméatica do desenho experimental adotado para as
analises da influencia dos DV na proliferagao induzida pelo Ensaio de “Prime” de Linfécitos (EPL).

3.12 Degranulacdo Celular

No intuito de determinar se a infeccdo pelo DV seria capaz de induzir células
CD8" a secretar seus granulos, linfocitos totais foram obtidos como descrito em 3.1 e
infectadas como em 3.2. ApGs 5 dias de cultivo, estas células foram analisadas para
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a determinacdo de marcadores de superficie, utilizando-se os anticorpos anti-CD8
PercP e anti-CD107a APC-H7 (BD, cat — 347314, 561343), bem como, células
controle com os controles isotipicos, analisando-se as células em um citbmetro de
fluxo FACSCanto Il. Adicionalmente, como controle, uma aliquota das culturas,
antes do procedimento de marcacédo, foi tratada com 1% de PHA e novamente
incubadas por 18 horas. Posteriormente & incubacdo, foi realizado o mesmo

procedimento de marcacgao para analise por citometria de fluxo.

Dia 0 Dia 5 Dia 6
i -~ PHA 1% Determinagao
CD14-: Infecgdo CD8/CD107a
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Diagrama 3.6 — Desenho experimental para a determinacéo do efeito do DV na degranulacéo
de linfocitos T CD8" e secrecdo de perforina e granzima. Representacdo esquemaética do
desenho experimental adotado para as analises da resposta de degranulacdo de linfécitos T
citotoxicos (CD8'/CD107a’) e da secrecéo de perforinas e granzimas no sobrenadante de culturas
de linfocitos infectada pelo DV.

O sobrenadante dos linfocitos totais infectados com os DV tratados ou nao
tratados com PHA, foram avaliados para os niveis de granzima e perforina. As
dosagens de granzima foram realizadas como descrito no item 3.7, porém utilizando-
se o kit “Cytometric Bead Array Human Granzyme A Flex Set” (BD, cat — 560299). Ja
para a determinacdo da perforina, foi utilizando o kit “Perforin Human ELISA Kit”
(Abcan, cat — ab46115), segundo recomendacdes do fabricante. Brevemente, foi
adicionado 100 pyL de sobrenadante de culturas ou curvas controle nos pogos da
placa de reagdo. Apos incubacédo por 1 hora a T.A. protegido da luz, os pogos foram
lavados com 300 pL de solugdo de lavagem, por 3 vezes. Aos pogos foi entdo
adicionado 50 pL do reagente “biotinylated anti-Perforin”, sendo incubado por 1 hora
a T.A. protegido da luz. ApoOs esta incubacgdo, os pocos foram lavados como
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anteriormente e foi adicionado 100 uyL de solugdo HRP, sendo incubado por 20
minutos a T.A. protegido da luz. Apos a incubacgdo, os pogos foram lavados como
anteriormente e foi adicionado 100 uL de solugdo TMB, sendo incubado por 10
minutos a T.A. protegido da luz. Aos pogos foram adicionados 100 pL de solucao de
1M de H,SO,4 sendo procedida com a determinacdo da D.O. da absorbancia
utilizando-se os filtros de 450 nm e 620 nm. Os célculos para a determinacao das
concentracOes foram realizados utilizando-se a curva controle segundo indicagéo do

fabricante (Diagrama 3.6).

3.13 Polarizacdo Th1/Th2/Thl17

Para determinar se linfécitos T CD4" sdo induzidos & polarizagdo apos infecgéo
pelo DV, foi realizado procedimento de enriquecimento celular por “cell-sorting”,
como descrito no item 3.1, sendo estas culturas comparadas com culturas de PBMC.
As culturas enriquecidas em linfocitos T CD3"/CD4" e as culturas de PBMC foram
infectadas como descrito no item 3.2 e apds a incubacdo, uma aliquota foi retirada
para a determinacdo da porcentagem de infeccdo, utilizando-se para tanto o
protocolo descrito em 3.3. O restante das culturas foi tratado com o reagente “BD
GolgiStop”, proveniente do kit “Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit” (BD, cat —
560751). Apds 24 horas de incubacédo, as culturas foram recuperadas e tratadas
como recomenda o fabricante. Brevemente, as células foram lavadas com PBS por
centrifugacéo a 5000 x g por 30 seg, foram recuperadas com 100 uL de “BD Cytofix
Fixation Buffer”, e incubadas por 20 min a T.A. protegidas da luz. Apds a incubacéo,
foram adicionados 100 pL de “BD Perm/Wash”, e centrifugadas a 5000 x g por 30
seg. O sobrenadante foi desprezado e as células foram recuperadas em 100 yL de
“Buffer Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Cocktail”’, incubadas por 20 min a 37°C.
Apos este periodo, foram adicionados 100 pyL de “BD Perm/Wash”, e as culturas
foram centrifugadas a 5000 x g por 30 seg. O sobrenadante foi desprezado e as
células foram recuperadas em 200 pyL de PBS, sendo procedido a analise da
marcac¢ao em um citdbmetro de fluxo FACSCanto Il (Diagrama 3.7).
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Diagrama 3.7 — Desenho experimental para a determinac&o da polarizac¢&o de linfocitos T CD4"
ap6s infeccdo por DV. Representacdo esquemética do desenho experimental adotado para as
andlises da polarizagdo de linfécitos T auxiliares induzida pelos DV.

+ «

3.14 Infeccdes de populacdes de células CD8™ “naive” e de memodria

No intuito de determinar a susceptibilidade seletiva de linfocitos T CD8" “naive”
e de memdria frente ao DV, bem como, e a resposta funcional destas células, foi
realizado o enriquecimento das culturas por “cell-sorting”, como descrito no item 3.1,
porém substituindo-se o anticorpo anti-CD14 FITC (BD, cat — 557700) por anti-
CD45RA FITC (BD, cat — 555488) e adicionando-se o anticorpo anti-DC45R0O APC-
H7 (BD, cat — 561137), bem como, células com os controles isotipicos. As culturas
enriguecidas foram entéo infectadas como descrito no item 3.2, sendo determinado
apos 5 dias, a porcentagem de infeccdo utilizando-se protocolo descrito em 3.3. O
sobrenadante destas culturas enriquecidas foi ainda testado para os niveis de
granzima, sendo que este procedimento foi realizado de acordo com o protocolo
descrito no item 3.7, porém utilizando-se o kit “Cytometric Bead Array Human

Granzyme A Flex Set” (BD, cat — 560299).
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Diagrama 3.8 — Desenho experimental para a determinac&o da infec¢éo pelo DV e da secrecéo
de granzima em linfécitos T CD8" “naive” e memoria. Representacdo esquematica do desenho
experimental adotado para as analises de infec¢do e secrecéo de granzima por culturas enriquecidas
em linfécitos CD3"/CD8"/CD45RA" e CD3"/CD8"/CD45RO" frente aos DV.

3.15 Producéo de IgM contra DV por linfécitos B CD19"

Objetivando determinar se culturas enriquecidas em linfocitos B CD19" teriam a
capacidade de liberar IgM frente a infeccdo pelo DV, foram obtidas culturas
enrigquecidas de linfécitos B CD37/CD19", utilizando-se o protocolo de “cell-sorting”
descrito em 3.1. Juntamente com PBMC, as culturas enriquecidas foram infectadas,
como descrito no protocolo do item 3.2, e posteriormente foi determinada a
porcentagem de infeccdo como descrito em 3.3. Adicionalmente, foi determinado no
sobrenadante das culturas a presenca de IgM contra os DV, utilizando-se o kit
diagnostico “Dengue IgM Capture ELISA” (Panbio, cat — E-DENO1M). Para
realizacdo do procedimento foram seguidas as orientacdes do fabricante, como

descrito no item 3.4.
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de IgM em linfécitos B CD19". Representacdo esquematica do desenho experimental adotado para
as andlises de infeccéo e secrecdo de IgM em culturas enriquecidas em linfécitos CD37/CD19" frente
aos DV.

3.16 Anédlises Estatistica

Os resultados foram estatisticamente avaliados pelo método “two-way” ANOVA
seguido pela corregao de Bonferroni, e foram confirmados pelo teste “Student's t”
sendo considerada a hipétese nula de 5% (p < 0,05). Para tanto, foi utilizando o

programa Prism v5.1 (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS

4.1 Linfécitos humanos sdo susceptiveis a infeccdo pelo DV

N&o existe consenso na literatura quanto a susceptibilidade dos linfécitos frente
a infeccdo pelos DV, tendo sido publicado trabalhos que indicam que as células séo
infectadas (Kurane et al., 1986; Mentor e Kurane, 1997; King et al., 1999) e outros
mostrando que os linfocitos ndo sado infectados (Blackley et al., 2007; Kou et al.,
2008).

Deste modo, o primeiro ponto deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade de
linfécitos humanos a infec¢do por cepas dos quatro sorotipos de DV, ex vivo. Para
tanto, culturas de PBMC foram infectadas com DV e analisadas por citometria de
fluxo. Na Figura 4.1 é possivel observar a estratégia de “gate” utilizada para a
determinacdo da porcentagem relativa de células infectadas para cada populacao
celular em PBMC.

Com base nos dados de tamanho e granulosidade (FSC/SSC) das PBMC,
“gates” foram desenhados para selecionar as popula¢des linfocitarias e monociticas
(Figura 4.1A). Nos experimentos subsequentes as posi¢des destes “gates” foram
confirmadas pela presenca dos marcadores CD3" e CD14", respectivamente (Figura
4.4). Para determinar a presenca de DV em diferentes populacdes celulares, PBMC,
monaocitos ou linfocitos totais foram analisados utilizando-se o anticorpo monoclonal
4G2 (Figura 4.1B). A populacéo linfocitaria foi novamente segregada, agora para a
andlise da populagdo de linfocitos em: CD4", CD8" e CD19" (Figura 4.1C). As
células CD14" foram utilizadas como controle positivo de infec¢cdo, uma vez que a
susceptibilidade desta populacédo a infeccdo pelo DV ja é conhecida (O'sullivan e
Killen, 1994). Com esta estratégia foi possivel determinar as porcentagens relativas
de células infectadas em cada populacgéo celular (Figura 4.1D).

Quando foram analisadas as porcentagens de células infectadas, as diferentes
populacdes de CD14", CD4", CD8" e CD19" mostraram-se positivas para a
presenca do DV (4G2%), em diferentes niveis (Figura 4.2A e C). Com a determinaco
da média de porcentagem de infeccdo em todas as condicbes de infeccéo, foi
observado um perfil de 28,67% para CD14"; 4,21% para CD4"; 19,36% para CD8" e
7,74% para CD19" (Figura 4.2C). E interessante observar que a susceptibilidade a
infeccdo foi a mesma para as quatro cepas de DV testadas, mesmo em culturas de

populagdes celulares enriquecidas pos “cell-sorting” (CD14", CD4*, CD8" ou CD19%),
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nao havendo diferencas significativas dentro da mesma populacao celular. Isso pode
indicar que a susceptibilidade dos linfocitos (e mondcitos) é independente do
sorotipo da cepa testada (Figura 4.2C). Adicionalmente, os mondcitos (CD14") e os
LT CD8" sdo as células mais susceptiveis a infeccdo quando comparados aos LT
CD4" e LB CD19" (Figura 4.2C). Buscando confirmar o resultado obtido por
citometria de fluxo, as mesmas culturas foram analisadas por microscopia confocal
(Figura 4.2B). Neste caso observou-se novamente a positividade para a presenca do
DV (vermelho) em cada uma das populacbes analisadas (Figura 4.2B). Quando
foram determinadas as unidades formadoras de foco em C6/36 presentes no
sobrenadante das culturas, foi demonstrada uma infecgcdo produtiva, isto €, com a
producdo de particulas virais infectivas (Figura 4.2D). Este dado corrobora os
resultados de citometria de fluxo (Figura 4.2A e C) e microscopia confocal (Figura
4.2B).

A populacdo de PBMC é complexa, sendo formada por diferentes tipos
celulares, poderia ocorrer a influéncia da infeccdo das células CD14" sobre a
infeccdo das populagdes linfocitarias. Uma vez que os mondcitos (CD14%) séo
infectados, esta infeccdo poderia gerar particulas virais viaveis, modificando assim a
relagdo linfocitos-virus presente (Figura 4.2C). No intuito de eliminar a influéncia das
células CD14", culturas de linfdcitos totais de doadores saudaveis foram analisadas
objetivando determinar a suscetibilidade ao DV. Neste novo experimento, a
porcentagem de células positivas para a infeccéo foi em média 8,51% para CD4",
19,35% para CD8" e 11,29% para CD19" (Figura 4.3A e B), sendo semelhante ao
encontrado no experimento anterior (Figura 4.2). Adicionalmente, as infeccdes
apresentaram-se a mesma independente do sorotipo da cepa testada para cada
populacao celular isolada. Neste mesmo ensaio foi determinada em células C6/36 a
geracdo da progénie viral, onde foram observadas infec¢cbes produtivas, mesmo na
auséncia das células CD14" (Figura 4.3C). Cabe ainda salientar que, como
demonstrado anteriormente (Figura 4.2), os LT CD8" sdo mais susceptiveis a
infeccdo que os LT CD4" e LB CD19" (Figura 4.3).
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Figura 4.1 — Estratégia de analise para a determinagao da infeccédo relativa em subpopulac6es
de PBMC. Exemplo representativo de analise em Mock para a determinacdo da porcentagem de
infeccdo nas subpopula¢gdes celulares que compdem o PBMC. (A) Determinacdo morfolégica
(FSC/SSC) das populacbes celulares monociticas e linfocitarias provenientes de PBMC. (B)
Obtencéo das porcentagens de infecgdo para o controle Mock em cada populagéo isolada em A. (C)
Na populacéo linfocitaria determinada morfologicamente em A, foram isoladas trés populagfes de
linfécitos: CD4", CD8" e CD19". (D) Determinacéo da infecgéio para o controle Mock nas populagdes

linfocitarias isoladas em C.
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Figura 4.2 — Diferentes popula¢cdes em PBMC sdao infectadas por cepas dos quatro sorotipos
do DV. Infecgdo ex vivo de PBMC de doadores saudaveis por cepas dos quatro sorotipos de DV. (A)
Exemplo representativo de zebra para a porcentagem de células infectadas por DV3 98 em
diferentes populacdes de células: monociticas (CD14") e linfocitarias (CD4", CD8" e CD19"%); que
compéem o PBMC. (B) Fotomicroscopia de fluorescéncia de diferentes populacdes celulares
apresentando marcag8es para DNA (DAPI - azul), DV (anti-proteina E — vermelho) e marcadores de
imunofenotipagem celular (anti-CD14, anti-CD4, anti-CD8 ou anti-CD19 — verde). (C) Média da
porcentagem de infeccdo pelos quatro sorotipos de DV em PBMCs (mondcitos e linfocitos) de seis
doadores distintos. (D) Numero de unidades formadoras de foco por mL em células C6/36 presentes
no sobrenadante das culturas de PBMCs infectadas pelo DV ou Mock. a = p < 0,05 contra Mock; B =
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Média da porcentagem de infecgdo por cepas dos quatro sorotipos de DV em PBMCs (mondcitos e
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Nas populacdes de linfécitos totais a relagdo célula-virus para cada linhagem
isolada € comparativamente diferente, devido a diferencas na proporcao entre LT
CD4", LT CD8" e LB CD19" presentes nas culturas. Esta condi¢do poderia
influenciar na taxa de infeccdo observada nos linfocitos. Para corrigir as diferengas
na relacdo célula-virus, foram obtidas culturas enriquecidas para as populacdes de
linfocitos (Figura 4.4) através da técnica de “cell-sorting”. Para o controle positivo das
infeccbes realizadas neste experimento foram obtidas culturas enriquecidas de
mondcitos CD14" (Figura 4.4). Todos os procedimentos de “cell-sorting” resultaram
em culturas com populacdes contendo acima de 91% de pureza (Figura 4.4). Com
este grau de enriquecimento, foi possivel normalizar a relagdo célula-virus para
todas as linhagens estudadas.

A analise das médias das porcentagens de infeccado para as quatro cepas em
seis culturas enriquecidas distintas demonstrou 8,56% em CD4", 25,91% em CD8" e
10,04% em CD19" de infeccéo (Figura 4.5). Estes dados concordam com os obtidos
nos experimentos anteriores, indicando que as popula¢cdes linfocitarias possuem
diferentes niveis de susceptibilidade a infecgdo pelos DV, sendo os LT CD8" mais
susceptiveis ao DV que os LT CD4" e LB CD19" (Figura 4.5).

Além da porcentagem de infec¢éo, foi determinada novamente a progénie viral
nos sobrenadantes das culturas. Os valores obtidos demonstram que para todas as
condigbes de cultivo foram detectadas particulas virais infectivas (Figura 4.6A).
Neste ensaio, ndo foram observadas diferencas significativas entre as culturas, o
gue pode ter relacdo com a sensibilidade do ensaio de focos. Foi observado, porém,
uma tendéncia de aumento do numero de unidades formadoras de foco nas culturas
de LT CD8" (Figura 4.6A), corroborando os dados de infecgéo (Figura 4.5).

Adicionalmente, visando confirmar a susceptibilidade dos linfécitos a infeccéo
por DV, a replicacdo viral foi analisada por RT-gPCR para o gene da proteina viral
NS3 nos diferentes grupos de culturas enriquecidas (Figura 4.6B). De maneira geral,
todas as culturas apresentaram niveis diferenciais de replicacéo viral, com média de
985,47 vezes de aumento em relacdo ao Mock para os LT CD8", 553,61 vezes para
LT CD4" e 578,16 vezes para LB CD19" (Figura 4.6B). Esta diferenca confirma os

dados de citometria de fluxo (Figura 4.5) e progénie viral (Figura 4.6A).
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linfécitos. a = p < 0,05 contra Mock e B = p < 0,05 contra CD4" e CD19".

44



Outro parametro analisado foi a presenca da proteina viral NS1 no
sobrenadante das culturas. Para todas as condicdes do ensaio foram obtidas
diferengas significativas entre os niveis desta proteina no sobrenadante das culturas
infectadas com DV, comparadas com o Mock, evidenciando a infeccdo (Figura
4.6C). Uma vez que este ensaio € qualitativo, ndo foi possivel observar diferencas
entre os niveis da proteina NS1 no sobrenadante das culturas das diferentes
populacées de linfocitos.

Analisando em conjunto os resultados de porcentagem de infeccdo (Figura
4.5), progénie viral (Figura 4.6A), replicacéo viral (Figura 4.6B) e presenca de NS1
(Figura 4.6C), ndo foram observadas diferencas entre as cepas virais testadas, 0
que confirma que a susceptibilidade dos linfocitos ao DV deva ser cepa-
independente. Esses dados também indicam que a infectividade viral e a
susceptibilidade das populacdes linfocitarias estudadas ndo sdo afetadas na

presenca de outras células mononucleares.
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Figura 4.6 — A infeccdo de diferentes populagdes de linfocitos pelo DV é produtiva, em
culturas enriquecidas apos “cell sorting”. Média das infeccfes de seis culturas de doadores
distintos. (A) Numero de unidades formadoras de foco por mL em células C6/36 presentes no
sobrenadante das culturas de linfocitos infectados pelo DV ou Mock. (B) Replicagédo viral
determinada pela variagdo no mRNA da proteina viral NS3 presente nas células infectadas, frente ao
Mock, normalizadas com gene “housekeeping” 18S. (C) Presenca de NS1 no sobrenadante das
culturas de populacdes de linfocitos infectadas pelo DV. a = p < 0,05 contra Mock e B = p < 0,05
contra CD4" e CD19".



4.2 O heparan sulfato € um receptor de entrada do DV em linfécitos humanos

Uma vez determinada a susceptibilidade de linfécitos humanos a infeccao pelo
DV ex vivo, foram realizados ensaios para investigar o potencial receptor de entrada
do DV nessas células. O heparan sulfato ja foi caracterizado como um receptor de
entrada do DV em células de ovario do hamster chinés [CHO (Chen et al., 1997)], de
epitélio renal de macaco [VERO (Germi et al.,, 2002)], em hepatomas humanos
[Huh7.5 (Hilgard e Stockert, 2000)] e em células priméarias endoteliais humanas
(Dalrymple e Mackow, 2011). Adicionalmente, j& foi demonstrada a presenca de
moléculas de heparan sulfato na superficie de linfocitos (Ibrahim et al., 1999; Bao et
al., 2010). Visando verificar se 0 heparan sulfato poderia ser um receptor para a
entrada do DV em linfécitos humanos, cepas dos quatro sorotipos de DV foram
incubadas com concentra¢des crescentes da molécula analoga ao heparan sulfato,
a heparina. Esta molécula poderia se ligar a proteina E dos DV, bloqueando assim a
interacdo célula-virus (Dalrymple e Mackow, 2011). A analise dos resultados
demonstrou que ocorreu uma diminuicdo na porcentagem de infecgdo de LT CD4"
(Figura 4.7B), LT CD8" (Figura 4.7A e C) e LB CD19" (Figura 4.7D), sendo esta
reducdo proporcional a concentracéo de heparina utilizada.

No intuito de comprovar estes dados, linfécitos totais foram tratados com
concentracfes crescentes de heparinase, enzima capaz de clivar o heparan sulfato
presente na superficie celular. Novamente, foi observada uma reducdo na
porcentagem de infeccéo, seja para LT CD4" (Figura 4.8B), LT CD8" (Figura 4.8A e
C) ou LB CD19" (Figura 4.8D), sendo esta reducdo novamente dose dependente.
Em ambos os ensaios, ndo foram detectadas diferencas entre as cepas de DV,
indicando um mecanismo de entrada dos DV nos linfécitos humanos independente

do sorotipo da cepa testada.
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Figura 4.7 — O tratamento das diferentes cepas de DV com heparina diminui a porcentagem de
infeccdo dos linfécitos humanos. (A) Exemplo representativo de zebra para a obtencdo da
porcentagem de células infectadas por DV3 98 apds incubagdo com heparina em diferentes
concentracdes. Médias das porcentagens de infeccdo em culturas de LT CD4" (B), LT CD8" (C) ou
LB CD19" (D) de seis doadores distintos infectadas com DV tratados com heparina em diferentes
concentragoes. a = p < 0,05 contra Mock.

A andlise do conjunto dos dados permite sugerir que a molécula de heparan

sulfato presente na superficie de linfécitos esta envolvida na susceptibilidade destas

células a infeccdo por DV. Os niveis de infeccédo foram reduzidos proporcionalmente

as concentracdes de heparina ou heparinase utilizados.
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Figura 4.8 — Linfécitos totais tratados com heparinase apresentam menor susceptibilidade a
infecgdo pelo DV. (A) Exemplo representativo de zebra para a obten¢éo da porcentagem de células
infectadas (DV3 98) ap0s tratamento com diferentes concentracdes de heparinase. Médias das
porcentagens de infecgéo de LT CD4" (B), LT CD8" (C) ou LB CD19" (D) de seis doadores distintos
apos tratamento com heparinase e infectadas por DV. a = p < 0,05 contra Mock.

Uma vez demonstrado que os linfocitos sdo infectados, foram realizados

ensaios para caracterizar quais seriam as respostas funcionais destas células.
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4.3 Resposta funcional de linfécitos T e B a infeccdo pelo DV

4.3.1 A producdo de citocinas pelas PBMC infectadas pelo DV ocorre em baixos

niveis

Ja foi demonstrado que a patogénese da dengue teria relagdo direta com a
producdo de citocinas. Segundo esta hipétese, a ligacdo de baixa avidez dos
linfécitos T aos antigenos virais levaria a ativacao celular, induzindo a producéo de
citocinas pro-inflamatérias, porém com uma baixa eficiéncia de eliminacdo das
células infectadas (Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003). Neste
contexto, para todas as condicdes de infec¢do testadas, sejam elas PBMC, linfécitos
totais, culturas enriquecidas em LT CD4", LT CD8" ou LB CD19%, os niveis das
citocinas IL-4, IL-2, IL-6 ou IL-17A detectados nado foram significativamente
diferentes comparando-se culturas infectadas pelo DV com o Mock (dados né&o
mostrados). Ja para as citocinas de perfil Thl, niveis de secrecao significativamente
diferenciais foram detectados no sobrenadante de culturas de PBMC, quando
comparados os niveis de secre¢cdo em culturas infectadas pelo DV com o Mock
(Figura 4.9). A citocina secretada em maior concentragdo pelas PBMCs infectadas
foi a IL-10, tendo uma média 93,17 pg/mL (Figura 4.9A), seguida das concentracdes
de IFN-y, 23,35 pg/mL (Figura 4.9B) e TNF-a, com 10,46 pg/mL (Figura 4.9C).

Apesar das diferencas significativas detectadas na producéo das citocinas em
culturas de PBMC infectadas pelo DV, os niveis secretados foram baixos. Desta
forma, pode-se sugerir que a infec¢do pelo DV ndo é capaz de ativar os linfécitos
humanos ex vivo. Para confirmar tal hipétese, niveis do marcador de ativacdo CD69

foram avaliados nas culturas de linfécitos totais infectados pelo DV.
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Figura 4.9 — A infeccdo pelo DV induz a producdo de citocinas em culturas de PBMC.
Concentragdes de citocinas no sobrenadante de diferentes culturas de células humanas (PBMC; Lc
— linfocitos totais; culturas enriquecidas para LT CD4", LT CD8" ou LB CD19") provenientes de seis
doadores diferentes, infectadas com cepas dos quatro sorotipos de DV. a = p < 0,05 contra Mock.
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4.3.2 A infeccao dos linfécitos pelo DV induz baixos niveis de ativacdo celular

O marcador de superficie CD69 esté presente em linfocitos ativados e participa
da saida destas células dos linfonodos, ap0s a apresentacdo de antigenos pelas
APC. Para determinar se os DV poderiam induzir a ativacdo celular, culturas de
linfécitos totais foram infectadas, e foram determinadas as porcentagens de infecgéo
(4G2") e de ativacdo celular (CD69") nestas culturas. A andlise dos resultados
demostrou um perfil de infeccdo semelhante aos obtidos nos experimentos
anteriores (Figura 4.10A e C). Quando foram determinadas as porcentagens de
células positivas para CD69", ndo foram observadas diferencas significativas entre
as células infectadas e o Mock (Figura 4.10B e D), sugerindo que estas células
teriam niveis baixos de ativacdo apds a infeccdo pelo DV. Adicionalmente, néo
foram observadas diferencas entre as cepas virais testadas.

Jéa foi anteriormente demonstrado que a ativacdo dos mondcitos pelos IFN do
tipo | poderia tornar essas células mais resistentes a infeccdo (Kurane e Ennis,
1987). Para determinar se a pré-ativacdo dos linfocitos poderia alterar a infeccao
dessas células pelo DV, culturas de linfécitos totais foram tratadas com ConA, e
posteriormente infectadas. A analise dos resultados demonstrou que, de forma geral,
o tratamento com ConA foi capaz de induzir a ativacdo celular (CD69") (Figura 4.11B
e D), especialmente nos LT CD4" e LT CD8".

Comparando-se as porcentagens de células infectadas na auséncia (Figura
4.10A e C) ou na presenca (Figura 4.11A e C) de ConA, demonstrou-se que ocorreu
reducdo significativa na capacidade de infeccdo pelo DV apdés a ativacdo dos
linfécitos. As andlises indicaram uma reducdo média na porcentagem de infeccao
para os LT CD4" de 4,4% para 1,4% (Figura 4.12A), ja para os LT CD8" a reducéo
foi de 21,7% para 7,4% (Figura 4.12B), e para os LB CD19" foi de 7,4% para 2,7%
(Figura 4.12C).
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Figura 4.10 — A infeccédo de linfocitos totais pelo DV induz a baixos niveis de ativacéo celular.
Determinacdo da ativagdo celular induzida pela infeccdo de linfécitos de doadores saudaveis por
cepas dos quatro sorotipos do DV. Exemplo representativo de zebra de andlise para a obtencédo da
porcentagem de células infectadas (A) e ativadas (B) em diferentes populagées linfocitarias (LT CD4",
LT CD8" e LB CD19") infectadas por DV3 98 ou Mock. Médias das porcentagens de infeccéo (C) e
ativacao (D) em culturas de células de seis doadores distintos, infectadas pelos quatro sorotipos do
DV. a = p 0,05 contra Mock e B = p < 0,05 contra CD4" e CD19".
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Figura 4.12 — Comparacao entre as infec¢des de linfécitos totais trados ou ndo com ConA para
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(quadrados) e infectadas pelos DV. a = p < 0,05 contra Tratadas com ConA.
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A andlise conjunta destes dados permite que seja tracada uma relacéo entre
ativacdo e infeccdo celular. A infeccdo pelos DV nédo induziu porcentagens
significativas de ativagdo celular. Por outro lado, a ativagdo prévia dos linfécitos
levou a uma reducao significativa na porcentagem de infeccdo. Porém, a condicao
de reducdo na infeccdo pela ativacdo celular poderia ser estritamente relacionada
com o tratamento com a ConA. Para testar esta hip6tese, outro agente de inducdo
da ativacdo celular, a fitohemaglutinina (PHA), foi utilizada, e o ensaio anterior foi
repetido (Figura 4.13). Uma vez que ndo ocorreram diferencas entre as cepas
testadas no ensaio utilizando-se a ConA, o ensaio com o PHA foi realizado apenas
com a cepa DV3 98. Nesta condicdo, a andlise das células ndo tratadas com PHA
apresentou 0 mesmo padrdo de infeccdo e ativacdo anteriormente observado
(Figura 4.13A e B). Quando as células foram tratadas com PHA e posteriormente
foram analisadas as porcentagens de células infectadas e ativadas, foi possivel
observar que ocorreu uma reducao significativa na porcentagem de infecgéo (Figura
4.13C) além de um aumento na ativacdo celular (Figura 4.13D). Estes dados
confirmam os anteriores, reforcando a hipotese de que a ativacdo dos linfocitos
poderia diminuir a susceptibilidade ao DV.
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CD4" e CD19" e & = p < 0,05 contra CD4".
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Portanto, a infeccdo dos linfocitos totais ndo foi capaz de induzir a ativagéo
celular de maneira significativa. No intuito de verificar se 0s baixos niveis de
ativacdo celular observada em linfocitos totais teria relacdo com a morte celular,
foram realizados ensaios para determinar a sobrevida destas células infectadas por
DV.

4.3.3 A infeccao pelo DV ndo induz linfécitos humanos a morte

Ja foi documentado que linfécitos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (Razvi e Welsh, 1993; Alfonzo et al., 2008), virus da encefalite
transmitida por carrapatos (TBEV), virus da hepatite B (HBV) ou C (HCV) (Zhukova
et al., 2007) sdo induzidos a morte celular. No intuito de determinar se a infeccdo
pelo DV poderia correlacionar-se a morte de linfécitos, PBMCs foram infectadas com
DV, sendo posteriormente analisados os marcadores de morte celular Anexina V, a
qual se liga a fosfatidilserina, o 7-AAD, intercalante de DNA, e o reagente FLICA,
marcador de caspases ativadas.

A andlise das marcacdes demonstrou que os mondcitos contidos no PBMC
apresentaram média de 15,95% de morte celular, mesmo na auséncia de infec¢éo
(Mock; Figura 4.14A e B superior). J& na presenca de DV, uma porcentagem maior
de células monociticas (média de 30,52%) foi positiva para os marcadores de morte
(DV3 98; Figura 4.14A e B superior). Quando os linfocitos totais presentes na
mesma cultura foram analisados para os trés marcadores de morte celular, foi
possivel observar que estas células possuiam menores porcentagens de marcacao,
seja na auséncia (Mock, média de 3,38%) ou na presenca do DV (DV3 98, média de
2,97%) (Figura 4.14A e B inferior). Os dados revelam ainda o mesmo padréo de
infeccdo anteriormente observado (Figura 4.14C).

No intuito de determinar se ocorreu uma relacdo estatistica entre morte celular
e infeccdo, os valores obtidos em ambas as dosagens foram normalizados pela
porcentagem de aumento em relacdo ao Mock, e foram comparados pela correlacao
de Pearson. Desta forma, para os monocitos humanos, nao foi encontrada diferenca
significativa entre morte celular e porcentagem de infec¢cdo (Figura 4.14D e E). Ja
para a populacdo de linfécitos na mesma cultura de PBMC, foram observadas

diferencas significativas entre as porcentagens de morte celular e infeccao,
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sugerindo que os linfécitos infectados néo foram induzidos a morte pela infeccéo por
DV (Figura 4.14D e E).
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Figura 4.14 — Ocorre a morte de monécitos mas nédo linfécitos apds infeccdo pelo DV.
Correlagao entre as porcentagens de morte celular e infeccdo em mondcitos e linfocitos humanos.
Exemplo representativo de zebra de analise para a obtencdo da porcentagem de mondcitos e
linfécitos positivos para Anexina V e 7-AAD (A) ou poli-Caspases ativadas (B) infectados por DV3 98
ou Mock. Graficos de comparacao entre a porcentagem de células infectadas pelos DV (“box”) e a
porcentagem de morte celular (“points”). Médias relativas ao aumento em Mock das determinagdes
da morte celular foram obtidas pela marcacdo com Anexina V' e 7-AAD" e poli-caspases” ativadas,
em mondcitos (D) ou linfécitos (E), infectados pelo DV dos quatro sorotipos. Correlacdo andlise
Perarson. (E) Exemplo representativo de zebra de analise para a obtencdo da porcentagem de
infeccdo em mondcitos e linfécitos. a = p < 0,05 contra Mock, € = p < 0,05 para a comparagao entre a
infecc@o e a morte celular.
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As analises dos resultados obtidos demonstraram que os linfécitos humanos
ndo sdo induzidos a niveis significativos de ativagdo (producdo de citocinas e
expressdo de CD69) ou a morte celular (Anexina V, 7-AAD e FLICA) apos infeccao
pelo DV. Em continuidade ao estudo de caracterizacdo da infec¢ao, foram realizados
ensaios para determinar se a presenca do DV poderia influenciar na inducdo de

proliferacéo de linfécitos pela apresentagcédo de antigenos.

4.3.4 A proliferacdo celular no EML nao é reduzida apo6s infeccdo pelo DV

No ensaio misto de leucdcitos (EML) € analisada a capacidade de proliferacao
de linfocitos, apds a apresentacdo de antigenos “non-self” via HLA, realizada por
APCs alogénicas (Steinman e Witmer, 1978). No intuito de determinar se o DV seria
capaz de influenciar a resposta proliferativa induzida no EML, linfdcitos totais foram
infectados por cepas dos quatro sorotipos de DV. Apds 5 dias de incubacao, estas
células foram co-cultivadas com imdDCs de doadores distintos (alogénicas), sendo a
proliferacéo celular avaliada pelo MFI de CFSE, apdés 5 dias de co-cultivo, (M&M —
Diagrama 3.4). A andlise dos dados demonstrou indices de proliferacdo, mesmo na
auséncia dos DV (Mock, média do MFI de 755), o que confirma a eficacia do EML
(Figura 4.15A e B — Mock). Valores de proliferacdo semelhantes foram também
obtidos nas culturas previamente infectadas pelos DV1 BR90, DV2 265 DV3 98
(Figura 4.15A e B — DV). Porém, quando a andlise foi realizada em células
infectadas pelo DV4 360 (média do MFI de 502), foi possivel detectar uma reducéo
discreta, porém significativa no MFI referente a proliferacdo celular (Figura 4.15B).
Adicionalmente, na presenca de imdDCs autblogas, a proliferacdo dos linfécitos
totais infectados pelo DV foi avaliada e ndo se observou proliferacédo celular (Figura
4.15C). Ja as infeccdes dos linfécitos totais seguiram 0S mesmos niveis
anteriormente obtidos (Figura 4.15E e F). O controle de diferenciacdo das imdDCs

também foi considerado satisfatério (Figura 4.15D).
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Figura 4.15 — A infeccdo pelo DV ndo modula negativamente a proliferagdo dos linfécitos no
EML. Ensaio misto de leucdcitos na presenca de cepas dos quatro sorotipos de DV. (A) Exemplo
representativo de histogramas de andlise para a obtencédo da intensidade média de fluorescéncia
(MFI) de linfécitos marcados com CFSE. Em azul histograma de células induzidas a proliferacdo por
PHA (controle positivo de proliferacao), em vermelho, proliferacdo induzida pelo EML (alogénicas),
na presenca ou auséncia (Mock) de DV, em preto controle de células ndo proliferativas. (B) Valores
de MFI em seis culturas distintas em diferentes condi¢bes de cultivo. (C) Controle de proliferacdo
induzida diretamente pelo DV, com a presenca de imdDCs autélogas. (D) Exemplo representativo de
imunofenotipagem das imdDCs utilizadas no EML. (E) Exemplo representativo (F) e média da
porcentagem de infec¢do dos linfdcitos totais pelo DV, previamente ao EML. a = p < 0,05 contra
Mock, B = p < 0,05 contra PHA.
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Buscando a continuidade da avaliagdo da influéncia do DV em ensaios de

proliferacéo celular, foi realizado o ensaio de “prime” de linfocitos.

4.3.5 A proliferacdo celular no EPL nao é reduzida ap6s infeccdo pelo DV

A capacidade de resposta de linfécitos de memoria dirigida a antigenos de
patdgenos € um dos fundamentos dos protocolos de vacinacdo (Ye et al., 2013). Os
linfécitos de memdria provenientes de doadores vacinados, e que tenham alta
afinidade por epitopos do YF 17DD (virus vacinal da febre amarela), podem ser
induzidos a expanséao clonal. Esta expansao pode ser induzida in vitro, com a acao
de uma APC como as DC, durante a apresentacdo de antigenos virais especificos
via HLA. Utilizando-se deste conceito, o EPL realizado neste trabalho objetiva
proporcionar a interacdo APC-linfocitos de memoéria para YF 17DD. Esta interacéo
foi realizada utilizando-se linfocitos totais infectados pelo DV, avaliando a
interferéncia do virus na proliferacéo celular (M&M — Diagrama 3.5).

No EPL realizado, o controle negativo de proliferacdo, nas culturas que nao
tiveram contato com o virus YF 17DD a proliferacdo celular foi bastante discreta,
com um MFI médio de 1334 (Figura 4.16A e B). Ja quando foram analisadas as
condicdes de infeccdo pelo DV, foi possivel observar valores médios para o MFI de
754 no Mock e 764 nas infeccbes por DV1 BR90, DV2 265 e DV3 98 (Figura 4.16A e
B). JA& a média do MFI nos linfocitos infectados pelo DV4 360 foi de 424,
significativamente menor em relagcdo ao Mock (Figura 4.16A e B). Como controle
deste experimento, foi determinada a porcentagem de infec¢cdo, onde foi possivel
demonstrar o mesmo padrao anteriormente observado (Figura 4.16C e D).

Com estes resultados demonstrou-se que o DV nao teria influéncia sobre a
proliferacédo de linfocitos totais apds o estimulo com EPL, com excecdo do DV4 360,

gque pareceu exacerbar a proliferacao celular.
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Figura 4.16 — A infecc@o dos linfocitos pelo DV ndo modula negativamente a proliferacdo
celular no ensaio de “prime” de linfécitos. Ensaio de “prime” de linfécitos (EPL) na presenca de
cepas dos quatro sorotipos do DV. (A) Exemplo representativo de histogramas para a analise e
obtengdo da intensidade meédia de fluorescéncia (MFI) de linfécitos marcados com CFSE. No
histograma superior, células ndo estimuladas com YF 17DD (controle negativo de proliferacéo), nos
histogramas inferiores, proliferacdo induzida pelo EPL, na presenca (DV) ou auséncia (Mock) dos
virus. (B) Valores de MFI de proliferacdo em seis culturas distintas em diferentes condi¢cbes de
cultivo. Exemplo representativo (C) e porcentagem média de infeccdo (D) dos linfécitos antes do
EPL. a = p < 0,05 contra Mock, B = p < 0,05 contra Nao tratado e T = p < 0,05 contra CD4" e CD19".

Prosseguindo o estudo de caracterizacdo da infeccédo, foram realizados
ensaios para determinar se os DV poderiam induzir a degranulacéo de LT CD8" e a
secrecdo de granzimas e perforinas.
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4.3.6 Degranulacdo de Linfocitos T CD8" e secrecdo de granzima e perforina em

culturas de linfocitos totais infectados pelo DV

Os mediadores granzima e perforina sdo marcadores da funcdo de
citotoxicidade em células T CD8", sendo secretados no momento da degranulagao.
Durante a secrecdo destes mediadores, LT CD8" expdem na superficie o marcador
CD107a (LAMP-1), o qual pode ser utilizado como marcador da funcao citotoxica de
degranulacdo. No intuito de determinar se as células infectadas pelo DV seriam
capazes de induzir a degranulagdo dos LT CD8", culturas de linfocitos totais foram
infectadas e a porcentagem para os marcadores CD8*/CD107a" foi determinada. A
analise deste parametro demonstrou que nao houve diferenca significativa entre as
células infectadas e o Mock (Figura 4.17A e B) sugerindo auséncia de degranulacdo
dos LT CD8". Porém, quando as concentracdes de perforina (Figura 4.17C
esquerda) e granzima (Figura 4.17D esquerda) foram determinadas no
sobrenadante das mesmas culturas, foi possivel observar que a infeccdo pelo DV
induziu a secrecdo destes mediadores. Estes resultados sugerem que outras células
presentes na cultura, como a NK, podem ser as responsaveis pela secre¢do de
mediadores de citotoxicidade.

Adicionalmente, buscando analisar se a infeccdo por DV seria capaz de
reduzir a funcdo de degranulacdo dos linfécitos, as culturas infectadas foram
tratadas com PHA. Ao determinar-se a porcentagem de LT CD8'/CD107a’,
demonstrou-se que o tratamento com PHA induziu um aumento significativo de
degranulacao (Figura 4.17A inferior e B direita), quando comparado com as células
nao tratadas (Figura 4.17A superior e B esquerda). Esta diferenca persistiu mesmo
nas culturas que foram infectadas pelos DV e posteriormente tratadas com PHA,
sugerindo que ndo ocorreu regulacédo desta funcdo pela presenca do virus (Figura
4.17A e B).

Foram também analisados os niveis de produgdo de granzima e perforina no
sobrenadante das culturas de células infectadas com os DV e tratadas com PHA.
Nesta condigcéo, foi novamente observado um aumento significativo nos niveis dos
mediadores, quando se comparou células tratadas com PHA (Figura 4.17C e D
direita) e ndo tratadas (Figura 4.17C e D esquerda). Esta condicdo foi mantida na

auséncia (Mock) ou na presenca do DV (infectadas), confirmando os dados
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anteriores onde a infeccéo pelo DV nao foi capaz de regular a resposta funcional de

degranulagao.
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Figura 4.17 — N&o ocorre degranulacio de linfocitos T CD8" na infecgéo de linfocitos totais
pelo DV. Ensaio de degranulacdo de LT CD8' e determinacdo de perforina e granzima no
sobrenadante de culturas de linfécitos totais. (A) Exemplo representativo de zebra de andlise para
porcentagem de células positivas para CD8 e CD107a, apés a infecgdo por Mock (esquerda) ou pelo
DV3 98 (direita), em células sem tratamento com PHA (superior) e com tratamento com PHA
(inferior). (B) Médias das porcentagens em seis culturas de células positivas para CD8*/CD107a", na
auséncia (Mock) ou presenca dos DV (infectadas), em células sem tratamento apds a infeccao
(direita) e com tratamento de PHA apo6s a infeccéo (esquerda). Niveis de perforina (C) e granzima
(D) secretados no sobrenadante de culturas de linfécitos apds infecgéo pelos quatro sorotipos de DV,
em células sem tratamento apés a infec¢do (direita) e com tratamento de PHA ap0s a infeccao
(esquerda). ¢ = p < 0,05 contra Mock, a = p < 0,05 contra ndo-tratadas na mesma condi¢cdo de
infeccao.
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As andlises destes resultados sugerem que nao ocorreu regulacao da resposta
funcional (proliferacdo e degranulagdo de LT DC8") em células infectadas por DV.
Buscando a continuidade da caracterizagdo funcional de linfécitos infectados pelo
DV, foram determinadas respostas especificas a cada populacdo celular

isoladamente.

4.4 Respostas especificas dos linfécitos induzidas pelo DV

As analises das respostas especificas a cada uma das populacdes de
linfécitos estudadas visaram determinar as funcdes que teriam relacdo com as
hip6teses propostas para explicar os casos de dengue com complicacdes. O
procedimento de “cell-sorting” foi realizado visando a obtencdo de culturas
enriquecidas de linfécitos, onde LT CD3*/CD8*/CD45RA", LT CD3'/CD8*/CD45R0O",
LT CD3'/CD4" e LB CD3/CD19", foram isolados (pureza superior a 93%; Figura
4.18). Nestas culturas, ap6s a infeccéo pelo DV, foi determinada a susceptibilidade
dos LT CD8" de memoria ou “naive”, a polarizacdo Th dos LT CD4" e a producéo de

anticorpos por LB CD19".
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Figura 4.18 — Enriquecimento de diferentes populagdées linfocitarias por “cell-sorting”.
Exemplo representativo de zebra com estratégia de “sorting” para a obtencao culturas enriquecidas
em linfocitos T auxiliares (CD3"/CD4"), linfécitos T citotdxicos “naive” (CD3'/CD8'/CD45RA"),
linfécitos T citotdxicos de memoria (CD3*/CD8*/CD45R0O") e linfcitos B (CD3/CD19%).
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4.4.1 DV infecta linfécitos T CD8" de memodria ou “naive” de forma nio-seletiva, ndo

induzindo a producdo de granzima

Um aspecto envolvido na patogénese da dengue é a resposta de células
CD8" de memoria contra infecgdes com um sorotipo viral heterélogo, onde estas
células podem induzir um quadro de inflamacdo, porém com baixa eficacia na
eliminacao de células infectadas (Mongkolsapaya et al., 2003; Mongkolsapaya et al.,
2006). A fim de se examinar a resposta destas células as cepas dos quatro sorotipos
de DV, foi determinada inicialmente a susceptibilidade de linfocitos T
CD3"/CD8*/CD45RA" (“naive”), e de linfocitos T CD3*/CD8'/CD45R0O" (memodria).
Como controle deste experimento, foram usadas culturas enriquecidas para células
T CD3*/CD8" (totais).

As porcentagens de infeccdo média para as trés diferentes culturas (Figura
4.19) apresentaram diferengas significativas em relacdo ao Mock (1,07% de
infeccdo). A comparagdo das porcentagens de infeccbes dos LT CD8" totais
(14,52% de infecgdo) com os LT CD8" “naive” (15,78% de infecgdo) ou com os LT
CD8" de memoéria (14,01% de infeccdo), mostrou que estas células seriam
igualmente suscetiveis ao DV (Figura 4.19B, C e D - direita). Foram também
quantificados os niveis de granzima nos sobrenadantes das diferentes culturas, o
gue permitiu determinar que ndo ocorreu niveis significativos de secrecao deste
mediador em nenhuma das condi¢des de infeccao testadas (Figura 4.19B, C e D —

esquerda).
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Figura 4.19 — Os linfocitos T CD8" “naive” ou de memoria possuem a mesma susceptibilidade
ao DV. (A) Exemplo representativo de zebra de andlise para porcentagem de infeccdo em culturas
enriquecidas em linfécitos T citotoxicos “naive” (CD3'/CD8'/CD45RA’), de memodria
(CD3'/CD8'/CD45R0O") ou linfécitos T citotoxicos totais (CD3'/CD8Y), apds a infeccdo por Mock
(esquerda) ou pelo DV3 98 (direita). (B) Médias das porcentagens de infec¢céo (direita) e niveis de
granzima (esquerda) em culturas de linfocitos T CD8" “naive” (B), linfécitos T CD8" de memoéria (C) e
linfécitos T CD8" totais (D) de seis doadores distintos na presenca de cepas dos quatro sorotipos do
DV. a = p < 0,05 contra Mock.

4.4.2 A infeccdo pelo DV induz a polarizacao ao perfil Th2

Apbs a infeccdo do hospedeiro pelo DV, uma das populagbes de células que
modulam a resposta imunoldgica é a dos LT CD4". Uma das principais formas de
resposta aos patdgenos perpetrada por estas células pode ser caracterizada por
polarizar a resposta para um perfil Thl, Th2 ou Thl7. Adicionalmente, por razdes
ainda n&o totalmente esclarecidas, pacientes que desenvolvem um perfil de resposta
Th2 teriam maior propensdo ao desenvolvimento de quadros de dengue com

complicagbes (Chaturvedi et al., 1999; Azeredo et al., 2001).
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Neste panorama, a analise dos resultados demonstrou que as culturas
enriquecidas em LT CD4" infectadas pelo DV n&o induziram a polarizagdo Thl
(Figura 4.20A e B), Th2 (Figura 4.21) ou Th17 (Figura 4.22). Nas culturas de PBMC
infectadas pelos DV, ndo foram encontradas porcentagens significativas para a
polarizacdo Thl (Figura 4.20A e B) ou Thl7 (Figura 4.22). Ja as analises do perfil
Th2 em PBMC infectadas pelos DV3 98 (10,21%) e DV4 360 (19,56%) mostraram
diferencas significativas em relagdo ao Mock (7,66%) (Figura 4.21). Nesta mesma
analise, ndo foram observadas diferencas significativas entre Mock e as células
infectadas pelos DV1 BR90 (7,75%) ou DV2 265 (8,28%) (Figura 4.21). Foi também
interessante observar nas marcacdes para perfil Thl (Figura 4.20A e B) e Thl7
(Figura 4.22), das culturas de PBMC na presenca do DV, uma populacdo celular
CD4/IFN-y" e CD47/IL-17A" respectivamente, as quais podem estar relacionadas
com a presenca dos LT CD8" nestas culturas. As andlises das porcentagens de
infeccdo foram concordantes com os dados anteriormente obtidos (Figura 4.20C e
D).
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Figura 4.20 — Nao ocorre polarizacdo Thl apés a infeccdo de linfécitos humanos pelo DV.
Determinacdo da porcentagem de linfécitos T CD4" positivos para marcacdo intracelular de
interferon gama (IFN-y), na infeccao pelo DV. (A) Exemplo representativo de zebra de andlise para
porcentagem de células positivas para CD4"/IFN-y* (polarizacéo Th1), ap6s a infecgéio por Mock ou
DV, em culturas de enriquecidas por “cell-sorting” para linfécitos T CD4" (superior) ou em culturas de
PBMC (inferior). (B) Médias das porcentagens em culturas de células CD4"/IFN-y* de seis doadores
diferentes presentes nas culturas enriquecidas para linfocitos T CD4" (esquerda) ou em culturas de
PBMC (direita), infectadas pelos DV. a = p < 0,05 contra Mock.
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Figura 4.21 — Presenca de células Th2 em culturas de PBMC infectadas pelo DV. Determinacéo
da porcentagem de linfécitos T CD4" positivos para marcac&o intracelular de interleucina 4 (IL-4), na
infeccdo pelo DV. (A) Exemplo representativo de zebra de analise para porcentagem de células
positivas para CDA4"/IL-4" (polarizacdo Th2), apds a infeccdo por Mock ou DV, em culturas de
enriquecidas por “cell-sorting” para linfécitos T CD4" (superior) ou em culturas de PBMC (inferior). (B)
Médias das porcentagens em culturas de células CD4'/IL-4" de seis doadores diferentes presentes
nas culturas enriquecidas para linfocitos T CD4" (esquerda) ou em culturas de PBMC (direita),
infectadas pelos DV. a = p < 0,05 contra Mock.
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Figura 4.22 — Nao ocorre polarizagdo Th17 apds a infec¢ao de linfécitos pelo DV. Determinagéo
da porcentagem de linfécitos T CD4" positivos para marcacgéo intracelular de interleucina 17A (IL-
17A), na infec¢do pelo DV. (A) Exemplo representativo de zebra de andlise para porcentagem de
células positivas para CD4"/IL-17A" (polarizagéo Th17), ap6s a infecgéo por Mock ou DV, em culturas
de enriquecidas por “cell-sorting” para linfécitos T CD4" (superior) ou em culturas de PBMC (inferior).
(B) Médias das porcentagens em culturas de células CD4'/IL-17A" de seis doadores diferentes
presentes nas culturas enriquecidas para linfécitos T CD4" (esquerda) ou em culturas de PBMC
(direita), infectadas pelos DV. a = p < 0,05 contra Mock.

A analise destes resultados demonstrou que culturas enriquecidas de células
T CD3%/CD4", na presenca do DV, ndo sdo induzidas a polarizacdo Thl, Th2 ou
Thl7. J& em culturas de PBMC, apenas as infec¢fes pelo DV3 98 e o DV4 360,

induziram a uma polarizacdo Th2, detectada pela marcacéo de células CD4*/IL-4".
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4.4.3 A infeccdo pelo DV ndo induz a secrecdo de IgM por linfécitos B CD19"

A teoria do ADE correlaciona a imunopatologia da dengue com a secrecéo de
imunoglobulinas (Halstead e O'rourke, 1977). Ademais, foi descrito que linhagens de
linfécitos B (BCL-1) em cultura séo capazes de secretar IgM espontaneamente (Tutt
et al., 1985).

Neste contexto, foi testada a presenca de IgM anti-DV no sobrenadante de
culturas enriquecidas para os LB CD3/CD19" e também em culturas de PBMC,
infectadas com DV. Inicialmente, foi determinada a porcentagem de células
infectadas, onde a andlise dos dados demonstrou valores semelhantes aos
anteriores (Figura 4.23A e B). Ja quando a presenca de IgM anti-DV foi analisada,
tanto nas culturas enriquecidas para LB CD19" como nas PBMC, os valores ficaram
abaixo da linha de corte do teste, indicando auséncia de niveis detectaveis de IgM
no sobrenadante das culturas (Figura 4.23C). Os controles positivo e negativo dos
ensaios confirmaram a eficiéncia da reagao (Figura 4.23C).

A analise dos dados permitiu concluir que o DV ndo é capaz de induzir a
secrecio do IgM anti-DV, seja em culturas de LB CD19" seja em PBMC.

Mock DV3 98
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Figura 4.23 — A infeccdo pelo DV n&o induz a secrecéo de IgM em linfécitos B CD19". (A)
Exemplo representativo de zebra de andlise para porcentagem de infeccdo em culturas enriquecidas
em linfocitos B (CD37/CD19%) ou PBMC, apés a infeccdo por Mock (esquerda) ou pelo DV3 98
(direita). Médias das porcentagens de infeccao (B) e index de secrecdo de IgM (C) em culturas de
linfécitos B CD19" e PBMC de seis doadores diferentes. A = p < 0,05 contra Mock.
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5 DISCUSSAO

A dengue é considerada uma das mais prevalentes arboviroses atualmente,
com aproximadamente 4 bilhdes de pessoas vivendo em paises com risco de
contagio (WHO, 2012b; Bhatt et al., 2013). A infec¢do por DV pode causar quadros
clinicos bastante diversificados que vdo desde uma infeccdo assintomatica até a
morte de pacientes com quadros de choque hipovolémico (Rothman e Ennis, 1999;
WHO, 2013). Apesar do quadro epidemiologico alarmante, € importante salientar
gue aproximadamente 80% dos casos de infeccdo pelo DV séo assintomaticos, o
que faz com que o numero de casos seja subestimado (WHO, 2012a). Alguns
estudos indicam que a dengue é uma imunopatologia, na qual as células do sistema
imunologico, especialmente linfécitos, desempenham um papel crucial (Halstead e
O'rourke, 1977; Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003; Mongkolsapaya et
al., 2006). No entanto ndo ha um consenso sobre a susceptibilidade dos linfécitos a
infeccdo pelo DV, tendo sido publicado trabalhos que indicam que as células
linféides sé&o infectadas (Kurane et al.,, 1986; Mentor e Kurane, 1997; King et al.,
1999) e outros mostrando que os linfocitos ndo séo infectados (Blackley et al., 2007;
Kou et al., 2008).

Neste contexto, buscando determinar a susceptibilidade de linfécitos humanos
ao DV, foram realizadas andlises por citometria de fluxo, as quais demonstraram a
infeccdo de linfcitos, seja em culturas de PBMC, de linfécitos totais (populacdo
CD14 em PBMC) ou de culturas enriquecidas por “cell-sorting” para LT CD4", LT
CD8" e LB CD19". A porcentagem mais expressiva de células infectadas foi
observada nos LT CD8" (15% em média), para todas as condi¢cbes de cultivo
testadas. Em estudo de Kurane e colaboradores em 1990 foram demonstradas
porcentagens de infeccdo de até 70% em diferentes linhagens de LB CD19", LT
CD4" e LT CD8" por DV2 in vitro. No trabalho de Kou e colaboradores em 2008 foi
avaliada por citometria de fluxo a infeccao in vitro pela cepa DV2 16681de PBMC de
doadores saudaveis, onde foi possivel verificar a susceptibilidade de monécitos, mas
nao de LT ou LB.

Com o intuito de determinar se a infeccdo dos linfocitos foi produtiva, isto é,
capaz de gerar particulas virais viaveis, a progénie viral foi titulada a partir de
sobrenadantes de cultura, e valores em média superiores a 3Logio foram obtidos
para todos as cepas testadas. Estes resultados corroboram os de Lin e

colaboradores em 2002, no qual os autores demonstraram que culturas de linfocitos
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humanos primarios e linhagens de LB CD19", infectados por cepas de DV3 e DV2,
produziram titulos de mesma magnitude, porém em tempos mais precoces. Ja no
trabalho de Mentor e Kurane em 1997 a progénie viral foi detectada em niveis de
3Logio no sobrenadante de linhagens de LT CD4" (JK44 e JK49), e LT CD8" (CB2.8
e CB6.17), apo6s 40 horas de infeccao.

Adicionalmente, a replicagdo viral foi confirmada através dos niveis de mRNA
para a proteina NS3 em linfocitos infectados por cepas dos quatro sorotipos do DV.
No trabalho de Blackley e colaboradores em 2007, culturas de LT e LB provenientes
do baco de doadores saudaveis foram infectadas com a cepa DV2 16681. Contudo,
nestas infeccbes ndo foi possivel realizar o isolamento do RNA viral nestas
condigdes.

Visando confirmar a replicagdo do DV em linfécitos humanos ex vivo, a
proteina viral NS1 foi quantificada no sobrenadante das culturas enriquecidas. Este
dado corroborou os resultados da replicagéo viral, uma vez que a proteina NS1 é
apenas sintetizada quando a infec¢ao esta instalada na célula alvo (Chambers et al.,
1990). Adicionalmente, a producdo da proteina NS1 poderia estar envolvida na
patogenia da dengue, pois, anticorpos anti-proteina NS1 podem ligar-se de forma
cruzada a células endoteliais de pacientes infectados (Lin et al., 2003). Esta ligacao
estaria vinculada com a lise de células endoteliais pelo sistema complemento do
hospedeiro, o que pode aumentar a permeabilidade vascular, agravando o quadro
clinico do paciente (Lin et al., 2003).

Cabe salientar que as diferencas observadas entre os resultados deste estudo
e os da literatura podem ser devido a diferentes abordagens experimentais como as
caracteristicas intrinsecas das cepas utilizadas, a utilizacao de linhagens celulares e
nao culturas primarias, além de diferencas na susceptibilidade dos diferentes
doadores. Tomados em conjunto os resultados deste estudo demostraram que 0s
linfécitos humanos sao susceptiveis ao DV. A replicagdo viral ocorre com a producéo
de particulas virais infectivas e a sintese e secrecdo da proteina NS1 no
sobrenadante. Portanto, além dos monocitos e células dendriticas, considerados
como importantes células-alvo durante a infec¢cdo por DV (Wu et al.,, 2000), os
linfécitos poderiam contribuir de forma significativa para a viremia observada em
pacientes com dengue (Vaughn et al., 2000).

A etapa seguinte foi demonstrar que um receptor de entrada do DV nos
linfécitos humanos € o heparan sulfato. Este proteoglicano ja foi caracterizado como

um receptor de entrada do DV em células do ovario do hamster chinés [CHO (Chen
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et al.,, 1997)], de epitélio renal de macaco [VERO (Germi et al.,, 2002)], em
hepatomas humanos [Huh7.5, (Hilgard e Stockert, 2000)] e em células endoteliais
humanas (Dalrymple e Mackow, 2011). Porém, os resultados aqui apresentados nédo
descartam a possibilidade de que outros receptores estejam envolvidos na
permissividade dos linfocitos a infeccédo por DV. Moléculas como as Hsp90 e Hsp70
em U937 e macrofagos primarios foram descritos como receptores para a infeccéo
do DV2 cepa 16681 (Reyes-Del Valle et al., 2005). Adicionalmente, no trabalho de
Bielefeldt-Ohmann e colaboradores de 2001 foi demonstrada a infeccdo de
linhagens de macrofagos, LT e LB humanos por cepas de DV2 (Nova Guiné) e DV4
(isolado clinico recente). Sendo que, o tratamento com heparina ou heparinase nao
apresentou efeito significativo na porcentagem de infec¢cdo. Os autores sugerem que
vias alternativas a ligacdo com o dominio Il da proteina viral E poderiam estar
associadas a infeccdo das células humanas. Além disso, Bielefeldt-Ohmann e
colaboradores (2001) utilizaram linhagens e ndo culturas primérias o que poderia
justificar a diferenca observada. Porém, em trabalhos posteriores, grupos
independentes demonstraram que mutacées no dominio Il da proteina de envelope
de diferentes cepas do DV2 causavam efeito deletério nas infec¢cbes de mosquitos
Aedes adultos (Huang et al., 2010) e na infeccdo de células de mamifero (VERO)
(Roehrig et al.,, 2013). A analise da porcentagem de infeccdo aqui apresentada
demonstrou que o heparan sulfato é um receptor comum entre as cepas testadas. Ja
no trabalho de Acosta e colaboradores de 2012 foi demonstrado que a rota de
internalizacdo dos DV pode ser cepa-dependente. Em ensaios in vitro com as cepas
de DV2 - 16681, DV2 — NGC (cepa New Guinea) e DV1 — HW, foi demonstrado um
mecanismo de endocitose cepa-dependente para clatrina e Rab7, porém cepa-
independente para Rab5, nas infec¢des de células VERO (Acosta et al., 2012).

Uma vez evidenciada a susceptibilidade a infeccdo dos linfécitos pelo DV,
ensaios foram realizados a fim de determinar qual seria a resposta destes linfocitos
durante a infeccdo pelos DV. Neste sentido, foram determinados os niveis de
citocinas produzidos pelas células apos a infecgdo. Os resultados evidenciaram a
producdo de citocinas de perfil Thl, especialmente IL-10, com média de 93,17
pg/mL. Em trabalho recente, Malavige e colaboradores demonstraram que a IL-10
estaria presente no soro de criangas naturalmente infectadas pelo DV corroborando
nossos achados, porém o nivel médio encontrado em pacientes com quadros de FD
foi acima de 115,8 pg/mL, e no caso de pacientes com FHD este valor foi superior.

Além da IL-10, outra citocina detectada nas infec¢cdes de PBMC foi TNF-a. Em
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trabalho anterior de Gagnon e colaboradores foi demonstrada a fungéo citotoxica de
LT CD4" especificos na lise de células HepG2 “bystander” ao DV, utilizando-se
mecanismos como a interacdo de Fas/FasL e a producdo de TNF-a (Gagnon et al.,
1999). Os niveis de TNF-a encontrados (220 pg/mL em média) foram superiores aos
dados aqui apresentados (10 pg/mL em média), sugerindo que niveis mais
expressivos de TNF-a sdo necessarios para a agao citotoxica mediada por esta
citocina (Gagnon et al., 1999).

Baixos niveis de IFN-y foram também encontrados em culturas de PBMC
infectadas com DV (30 pg/mL em média). Em 2011, Fagundes e colaboradores
demonstraram a producdo de 1 a 2 ng/mL de IFN-y no soro de camundongos
infectados com cepa de DV2 adaptada. Cabe salientar que diferentes trabalhos ja
demonstram que elevados niveis de TNF-a em detrimento de IFN-y produzidos por
linfécitos ativados teriam um papel no desenvolvimento de sintomas (diminuicdo da
permeabilidade vascular, apoptose de células endoteliais) presentes nos casos de
dengue com complicacdes (Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003;
Avirutnan et al., 2006; Mongkolsapaya et al., 2006; Myint et al., 2006; Dejnirattisai et
al., 2008). Porém, a analise dos dados sugere que a infeccdo dos linfocitos por DV
nao teria um papel importante na inducdo de producédo de citocinas, devido aos
baixos niveis de ativagdo destas células.

A fim de se avaliar a ativacdo de linfocitos apos a infec¢cdo por DV, foram
determinadas as porcentagens do marcador celular CD69. A andlise destes
resultados indicou que apesar da infeccdo, ndo ocorreram niveis significativos de
ativacdo, em concordancia com os baixos niveis de producdo de citocinas obtidos.
No trabalho de Mathew e colaboradores em 1999 foi observado que linfécitos
provenientes de pacientes com FD apresentaram menores indices de ativacao
celular, ap6s tratamento com PHA, anti-CD3, toxoide teténico ou antigenos de
dengue, qguando comparadas com as células controle (doadores saudaveis)(Mathew
et al., 1999).

A demonstracdo de que os linfocitos infectados por DV ndo foram ativados em
niveis significativos poderia sugerir que a infeccado ocorresse preferencialmente em
células “naive”. Em consonancia com esta hipétese, Kurane e Ennis em 1987
mostraram que o DV teria menor capacidade de replicagdo em mondcitos ativados,
onde as células induzidas por IFN do tipo | passam a expressar genes com funcdes
antivirais como MX1, Eif2ak2, PKR. Neste contexto, ensaios de infeccdo foram

realizados em células ativadas pela acdo de ConA ou PHA. Uma reducdo
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significativa na porcentagem de infeccdo foi observada. Esta diminuicdo esta de
acordo com a hipotese de que células “naive” sejam mais susceptiveis a infec¢ao
pelo DV. No entanto, ainda existem lacunas relacionadas ao mecanismo pelo qual
as células ndo sao significativamente ativadas apds a infeccdo pelo DV. Trés
possiveis hipéteses foram formuladas para explicar a relacdo entre linfécitos
infectados e o DV: a) as células infectadas seriam induzidas a morte, ndo podendo
desta forma responder ativamente; b) o DV teria algum mecanismo de regulacdo
ativa da resposta funcional dos linfocitos frente a infeccdo, impedindo assim que
estas células respondam; c) o DV teria a capacidade de infectar e replicar em
linfécitos humanos, porém de forma insuficiente para induzir a ativagédo celular.
Buscando avaliar a primeira hipétese, foram realizados ensaios para
determinar a porcentagem de morte celular nas culturas infectadas. Trabalhos
anteriores evidenciaram a morte celular de mondcitos e outras linhagens celulares
infectadas pelos DV (Duarte Dos Santos et al., 2000; Espina et al., 2003; Torrentes-
Carvalho et al., 2009; Klomporn et al., 2011). A anédlise de PBMC infectado pelos DV
demonstrou uma correlacdo positiva entre morte celular e infeccdo dos mondcitos,
porém nao foi observada esta correlacdo para os linfocitos. A resisténcia celular
poderia sugerir um mecanismo de escape viral. Em trabalho recente de Laskus e
colaboradores (2013) foi demonstrado que pacientes co-infectados por HCV/HIV
teriam menores indices de apoptose de LT CD4" e LT CD8"*. No mesmo trabalho
demonstrou-se que a infec¢édo de LT CD4" (linhagem Daudi) pelo HCV seria capaz
de reduzir a morte destas células mediada pelo HIV. Apesar do mesmo efeito ndo ter
ainda sido demonstrado para infec¢des pelo DV, cabe salientar que mecanismos de
escape sao conservados dentro da mesma familia viral (Diamond, 2003).
Mongkolsapaya e colaboradores em 2003 mostraram que a apoptose de
linfécitos € um mecanismo importante na patogénese da dengue. Os autores
sugerem uma correlacdo entre a apresentacdo de antigenos de baixa avidez e a
apoptose celular, e ndo a morte dos linfocitos pela replicacdo viral (Mongkolsapaya
et al., 2003). Em trabalho realizado por nosso grupo em 2011 foi possivel
demonstrar a apoptose de células dendriticas humanas induzida pela infec¢éo por
DV isolado de um caso fatal (Silveira et al., 2011). Além disso, foi relatado por
Limonta e colaboradores em 2007 sinais de apoptose celular em analises
histol6gicas de figado, cérebro, intestino e pulmdes provenientes de necropsias de
pacientes com SCD. Os dados aqui apresentados sugerem que este nao seja um

mecanismo importante na infec¢cdo de linfécitos pelo DV ex vivo. Além disso, a
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analise dos resultados sugere que o0s baixos niveis de ativacdo dos linfocitos
infectados nao seriam resultado da morte celular. Portanto, foram realizados ensaios
buscando avaliar a hipétese de que os DV poderiam regular ativamente a resposta
funcional dos linfécitos infectados, impedindo assim a producao de citocinas e/ou a
ativacao celular.

Algumas das teorias propostas para explicar os casos graves de dengue dizem
respeito a apresentacdo e ao reconhecimento de antigenos de baixa avidez
(Azeredo et al., 2001; Mongkolsapaya et al., 2003). Adicionalmente, em 2011
Hansen e colaboradores demonstraram utilizando o ensaio de EML, que células
dendriticas infectadas por cepas do virus da variola bovina teriam menor capacidade
de modular a proliferacdo de LT. Ja no trabalho classico de Konttinen e
colaboradores foi observada a inducdo a proliferacdo por EML de LB CD19"
infectados pelo virus Epstein-Barr, com a diminuicdo da proliferacdo pela acéo
citotoxica de LT CD8" (Konttinen et al., 1985). Decidimos entdo avaliar a capacidade
de proliferacédo de linfécitos infectados pelos DV apds a apresentacdo de antigenos
“non-self’ via HLA, promovida por imdDCs alogénicas. Nao foi observada diminuicdo
da proliferagcdo celular em resposta as infecgcbes por DV, sugerindo que os
mecanismos de regulagdo da proliferacdo de linfocitos envolvidos durante as
infecgbes pelos virus Epstein-Barr ou da variola bovina, ndo estdo presentes em
infeccdes pelos DV. Interessantemente, foi observado que as células infectadas pelo
DV4 360 sofreram um discreto aumento na proliferacdo promovida no EML. J& foi
demonstrado que cepas dos quatro sorotipos de DV teriam a capacidade de induzir
a expressdo do HLA em DC infectadas, mecanismo que pode estar envolvido na
facilitagdo da apresentacdo de antigenos “non-self” observado no EML realizado
com a cepa DV4 360 (Figura 4.14) (Othman et al., 2010).

Dando continuidade as avaliagcbes da proliferacdo celular de linfécitos
infectados pelos DV, foi realizado o ensaio de EPL, utilizando-se para tanto a cepa
do virus vacinal de febre amarela, YF 17DD. Protocolos semelhantes ja foram
anteriormente realizados e demonstraram a proliferacdo de linfocitos frente ao
‘prime” e “boost” com patdgenos completos ou peptideos derivados destes
patdgenos (Hirsch et al., 1981; Kong et al., 2004; Soo Hoo et al., 2006; Hung et al.,
2010). Os resultados demonstraram mais uma vez que nao ocorreu regulacéo pela
infeccdo de DV na proliferacao celular, e que na presenca da cepa DV4 360, a
proliferacdo celular foi facilitada, corroborando os dados observados no ensaio de

EML (Figura 4.15A e B). Como discutido anteriormente, a influéncia positiva na
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proliferacéo celular indicada pelos resultados de EML e EPL exercida pelo DV4 360
sobre os linfocitos necessita de maiores investigagcbes, mas podem estar
relacionadas a maior inducdo de expressdo do HLA pelas APC. Outra hipbtese
proposta para explicar a proliferacdo em EPL seria a ocorréncia de reacdes
cruzadas entre as proteinas de DV e da cepa vacinal YF 17DD, que poderiam ser
reconhecidas durante a apresentacdo de antigeno. E interessante observar que, a
exacerbacéo da proliferagdo observada nos ensaios de EML e EPL na presenca do
DV4 360, poderia apresentar alguma relacdo com a patogénese da dengue, onde LT
sao induzidos a expansao clonal por ligacdes de baixa avidez em exposi¢cdo durante
infeccdo com sorotipo viral heterdlogo (Azeredo et al., 2001).

Outro aspecto examinado nas culturas de linfocitos totais infectadas por DV foi
a degranulacdo de LT CD8" e a secrecido de granzimas e perforinas. Foi possivel
demonstrar que a infeccdo ndo foi capaz de induzir niveis significativos de
degranulacdo de LT CD8". Além disso, a presenca do virus nas células néo teve
influéncia sobre a degranulacdo induzida pelo estimulo com PHA. Porém, foi
demonstrado que o estimulo viral foi capaz de induzir a secrecdo de granzimas e
perforinas em culturas de linfocitos totais. Sendo assim, a liberacdo destes
mediadores pode ter ocorrido por outras células com fungéo de citotoxicidade, como
as células “Natural Killer’ (NK). Em 1988, Homchampa e colaboradores
demonstraram a importancia das células NK nos casos graves de dengue em
criancas na Tailandia. Em trabalho mais recente (2011), St John e colaboradores
descreveram que a imuno vigilancia de mastécitos nas infec¢des por dengue pode
promover o recrutamento de células NK e NKT o que levaria a resolucao da
infeccdo. Além disso, Bade e colaboradores em 2005 observaram niveis elevados
de granzimas no soro de pacientes infectados por DV.

A analise conjunta dos dados indica que a infeccdo de linf6citos totais por DV
nao seria capaz de regular as funcdes gerais de resposta destas células (producéo
de citocinas, ativacdo, morte celular, proliferacdo e degranulacdo de LT CDS8").
Buscando avaliar a ultima hipotese proposta sobre a interagédo de linfécitos humanos
com DV, foram realizados ensaios a fim de determinar a inducdo das respostas
funcionais especificas de cada populacdo celular. Foram avaliadas fun¢cdes com
potencial correlagdo com as teorias que buscam explicar os mecanismos envolvidos
na patogénese da dengue. Inicialmente, foram realizados experimentos a fim de
determinar a susceptibilidade de LT CD8" de memoria ou “naive” a infec¢éo por DV.

Para tanto, culturas enriquecidas de LT CD8" de memoria (CD45RA™), LT CD8"
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“naive” (CD45RO") ou LT CD8" totais foram infectadas com cepas dos quatro
sorotipos de DV e as porcentagens de infeccdo além da produgcdo de granzima
foram avaliadas. Os dados demonstraram que a susceptibilidade nas trés
subpopulacées de LT CD8" foi a mesma, indicando ndo haver seletividade na
infeccdo de LT CD8". Este resultado difere do observado na infecgdo de linfécitos
pelo HIV, onde o virus apresenta tropismo por células T CD8*/CD45RA™ (Robichaud,
2002).

Ja as dosagens de granzima revelaram que n&do foram secretados niveis
estatisticamente diferentes deste mediador no sobrenadante das culturas
enriquecidas para as trés subpopulacdes de LT CD8'. Nos experimentos
apresentados na Figura 4.16, foi sugerido que a secrecdo dos mediadores de
citotoxicidade tenha ocorrido pela acédo de células NK. Os resultados aqui obtidos
concordam com esta tese, uma vez que nas culturas enriquecidas para CD3*/CD8"
n&o esta presente a populacéo de células NK (CD3/CD8*/CD161*/CD56™Y).

Buscando a continuidade das analises das respostas especificas a infeccdo
pelo DV foi determinada a polarizacdo Th1/Th2/Th17 em culturas enriquecidas para
LT CD4" ou PBMC infectadas pelo DV. Os resultados mostraram que em culturas de
PBMC, apenas nas infec¢coes com as cepas DV3 98 e DV4 360 foi observada a
polarizacdo de perfil Th2 sugerindo, portanto, um mecanismo cepa-especifica. As
células Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-13 e induzem a ativacdo de mastdcitos e
eosinofilos, sendo esta uma resposta inflamatoria pouco eficiente no combate as
infecgbes virais. O perfil Th2 ja foi descrito como sendo vinculado aos casos de
dengue com complicacdes (Chaturvedi et al., 1999). Ademais, em trabalho recente
de Maneekan e colaboradores, foi determinado niveis ligeiramente aumentados de
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, GM-CSF, IFN-y e TNF-a (citocinas tanto do perfil Thl
quanto do Th2) em pacientes com FHD quando comparados com pacientes com FD
(Maneekan et al., 2013). Além disso, Mustafa e colaboradores em 2001 mostraram
niveis elevados de citocinas de perfil Th2 (IL-3 e IL-8) em soro de pacientes com
FHD em comparacdo a pacientes com FD. Cabe ainda salientar que apesar da
porcentagem de células positivas para o perfil Th2, ndo foram encontrados niveis
significativos de IL-4 (citocina diferencial do perfil Th2) no sobrenadante das culturas
de PBMC. Esta condi¢do concorda com o trabalho de Xu e colaboradores em 2008
onde foi descrito que em células HepG2 ocorre o envolvimento da proteina
reguladora do trafego de vesiculas Rab8 durante infec¢do por DV, mobilizando desta

forma as vesiculas secretdrias no citoplasma celular. Adicionalmente, nos mesmos
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ensaios de polarizacao de perfil Thl e Th17 foram observadas populacdes celulares
com marcacgdo CD4/IFN-y* e CD4/IL-17A", respectivamente. Esta marcacio pode
evidenciar a presenca de uma populacido de LT CD8" na cultura de PBMC, positiva
para as citocinas testadas. O LT CD8" é capaz de produzir IFN-y (Kurane et al.,
1989) ou IL-17A (Nigam et al., 2011) como resposta as infec¢des virais.
Subsequentemente a determinacdo das respostas especificas de cada
populacdo celular infectada, foram analisadas as culturas enriquecidas em LB
CD19". Foi anteriormente descrito que células BCL-1 (linhagem de LB CD19") s&o
capazes de secretar espontaneamente IgM (Tutt et al., 1985). Além disso, uma das
hip6teses propostas para os casos graves de dengue diz respeito a imunoglobulinas
de baixa especificidade em infec¢cBes secundéarias heterotipicas (Halstead e
O'rourke, 1977). Neste panorama, foram realizadas as determinac6es qualitativas de
IgM anti-DV no sobrenadante das culturas enriquecidas para LB CD19". Os
resultados demonstraram a auséncia desta imunoglobulina em niveis detectaveis,
apesar da positividade para a infeccao viral. King e colaboradores (1999)
demonstraram que as células B CD19" eram as principais células mononucleares
circulantes infectadas por cepas de DV1 e DV2. Culturas de células B CD19" foram
obtidas de pacientes com FD, sendo possivel realizar o isolamento viral destas
culturas, porém nao foram detectados niveis significativos de IgM no sobrenadante

das culturas.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel demonstrar que os linfocitos sé&o
susceptiveis a infeccdo pelos quatro sorotipos de DV, porém, com maiores indices
de infeccdo apresentados pelos LT CD8", comparativamente aos LT CD4" ou LB
CD19". Esta infeccdo ocorre com participacdo de moléculas de heparam sulfato
presentes na superficie celular como receptor de entrada dos DV. Apesar da
infeccdo dos linfocitos pelo DV ser produtiva, com replicacdo ativa, liberacdo de
particulas virais viaveis e secrecdo da proteina NS1 pelas células infectadas, parece
ndo haver niveis significativos de ativagdo celular ou de producdo de citocinas,
sendo demonstrado ainda que a ativacdo prévia das células com ConA ou PHA
diminui a sensibilidade dos linfocitos a infeccdo pelo DV. Adicionalmente, foi
analisada a morte celular, a degranulacdo de LT CD8", a infecgéo diferencial de LT
CD8" “naive” e de memoria, a polarizacdo Th1/Th1l7 de LT CD4" e a producdo
espontanea de IgM anti-DV de LB CD19", sendo que estes parametros ndo foram
modulados, de forma significativa, pelo DV. Porém, foram observadas populaces
de células CD4'/IL-4" em PBMC infectados pela cepa DV3 98, sugerindo uma
polarizacdo de resposta Th2. Além disso, a cepa DV3 360, além da presenca de
células CD4"/IL-4", induziu um discreto aumento na proliferagdo celular (Diagrama
6.1).

Linfdcitos Totais /R b, LT CD8* .

4.1 - Infecgdo produtiva
4.4.1 - A susceptibilidade de células “naive”
4.2 — Receptor de entrada Heparam Sulfato
) ou de memoria é nao-seletiva
4.3.1 - Baixos niveis de produgdo de citocinas
4.4.1 — Auséncia de secregdo de Granzima
4.3.2 — Baixa porcentagem de ativagao

4.3.2 — Diminuigdo da infecgdo apds ativagao LTCD4*

4.3.3 — Auséncia de morte celular )

4.3.4 - Proliferagdo facilitada em EML (DV4 360) 4.4.2 - Auséncia de CD4*/IFN-y* (Perfil Th1)

4.3.5 - Proliferagdo facilitada em EPL (DV4 360) 4.4.2 - Presenca de CD4*/IL-4* (Perfil Th2), em

4.3.6 — Auséncia de Degranulacdo T CD8* PBMC (DV3 98 e DV4 360)

4.3.6 — Granzimas e Perforinas (células NK?) 4.4.2 - Auséncia de CD4*/IL-17+ (Perfil Th17)
)TCD4  ,TCD8 ,BCD19 3DV LT CD19* "

4.4.3 — Auséncia de secregdo de IgM

Diagrama 6.1 — Sumario do estudo da susceptibilidade e resposta de linfécitos humanos
ao virus da dengue. Respostas obtidas em culturas de linfocitos totais, LT CD4", LT CD8" e LB
CD19".

82



Além do papel dos linfocitos nos fendmenos de ADE e pecado original de
células T, os dados aqui apresentados permitem sugerir que estas células podem
contribuir de forma significativa para a viremia na infec¢cao pelo dengue, o que ja foi
demonstrado, contribui para a génese das formas graves da dengue (Vaughn et al.,
2000). No entanto, apesar disso, a infec¢do dos linfocitos pelo DV parece ser bem
tolerada pelas células, sem inducdo de resposta inflamatoria importante em duas
das quatro cepas analisadas (DV1 BR90 e DV2 265), concordando com a hipotese
de que a infeccdo seria insuficiente para induzir respostas funcionais nos linfocitos.
Porém, a polarizacdo para o perfil Th2 (DV3 98 e DV4 360), a proliferacdo
exacerbada (DV4 360), bem como a secrecdo de mediadores de citotoxicidade

como a granzima, poderia ser vinculada a casos graves de dengue (Diagrama 6.2).
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Linfonodo

* DV
CD4 “natve”
® CD4 efetora
CD8 “natve”
@ (D8 efetora
CcD19 “natve”
®) CD19 efetora
* DC
% Anticorpos
= Cél. Endoteliais

Diagrama 6.2 — Hipdtese do efeito da infecgdo de linfécitos humanos pelo DV na patogenia da
dengue. (A) Uma vez inoculado no homem, a infeccdo das DC pelo DV induziria a ativagdo destas
células. Adicionalmente, DC podem ser ativadas pela fagocitose de corpos apoptéticos provenientes
de outras células infectadas. (Kurane et al., 1991; Dejnirattisai et al., 2008; Chase et al., 2011). (B)
Uma vez ativadas as DC migram aos linfonodos, carreando particulas virais (Rosen et al., 1999;
Navarro-Sanchez et al., 2005). Ja nos linfonodos os DV poderiam infectar linfécitos “naive”. A
infecgdo destas células induziria niveis discretos de ativacdo celular. Linfécitos “naive” infectados
podem ser induzidos a ativagdo e expansdo clonal apds a apresentagdo de antigenos virais pelas
DC. Com a ativagéo, os linfocitos T CD4" e T CD8" efetores migram dos linfonodos. Além disso,
anticorpos anti-DV secretados por linfocitos B CD19" efetores s&o liberados na corrente sanguinea.
Estas células ativadas teriam menor susceptibilidade a infec¢do pelos DV. (C) Uma vez na corrente
sanguinea, os linfocitos efetores podem responder a infeccdo de outros linfécitos “naive” infectados,
além de combater a infecgdo de células endoteliais. Além dos linfocitos efetores, a secrec¢éo de
granzimas e perforinas, provavelmente por células NK, poderia elevar a apoptose de células
endoteliais. J& a resposta efetora de perfil Th2, poderia elevar o carater inflamatério local, induzindo
ainda mais a morte celular. Ambos estes fatores poderiam influenciar o desenvolvimento de casos
graves, com 0 aumento da permeabilidade vascular. Sendo que, uma vez que a infec¢cdo dos
linfécitos “naive” pelos DV presentes na corrente sanguinea néo seria capaz de induzir a resposta
funcional destas células, os linfocitos infectados poderiam também contribuir com o aumento na
viremia, exacerbando a resposta imunoldgica.
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7 PERSPECTIVAS

» Determinar a susceptibilidade e a resposta funcional de linfocitos ex vivo,

provenientes de pacientes com dengue;

» Avaliar diferencas moleculares do DV4 360 em relagdo as demais cepas
estudadas e que possam estar influenciando na resposta proliferativa e de
polarizacéo de linfocitos infectados por esta cepa. Determinando assim possiveis
mecanismos cepa-dependentes que possam estar aliadas a imunopatogenia da

dengue em infecgBes priméarias;

» Testar os niveis de IgM totais que possam estar sendo secretados por LB CD19"
em culturas enriquecidas para esta populacéo e culturas de PBMC, provenientes

de doadores com histérico de infeccéo por DV e pacientes com dengue;

» Avaliar os niveis de heparan sulfato na superficie de linfécitos totais, infectados ou

nao pelo DV;

» Determinar as condigdes de apresentagdo de antigeno, em ensaios de “prime” de
linfocitos em culturas enriquecidas para LT CD4" e LT CD8" ou PBMC,
provenientes de voluntarios saudaveis com historico de infeccdo por DV e

pacientes infectados com o DV,
> Testar a capacidade de degranulacdo de LT CD8", NK e/ou NKT na infecc¢&o pelo

DV em co-culturas de PBMC e células endoteliais, determinando as células

secretoras de granzimas e perforinas;
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8 ANEXOS

8.1 Anexo | — Formulas dos reagentes

NacCl 0,9%:

9 g de NacCl;

1L de H>O Miligue (em garrafa de cultivo);
Filtrar em filtro 0,22 mm.

P.B.E.:

1 L Phosphate-Buffered Saline 1X (PBS);

5 g Bovine Serum Albumin (BSA);

0,58 g Etilenodiaminotetracético (EDTA);
Ajustar o pH para 7,2. Filtra em filtro 0,22 mm.

NHsCl; — Solugéo de Lise:

0,89 g Cloreto de Amdnio (NH4CI);

0,034 g Etilenodiaminotetracético (EDTA);
0,08 g Bicarbonato de Sédio (NaHCOg);

100 mL de H,0O Milique (em garrafa de cultivo);
Filtrar em filtro de 0,22 mm

AP Buffer
2 mL de NaCl 5M (29,2 g de NaCl in 100 mL de H20)
10 mL de Tris 1M (pH 9.5)

5 mL MgCI2 1M (20,3 g of MgCI2:6H20 in 100 mL

H20.)
500 pL de Tween 20 (20%)
gsp 100 mL de H20
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RPMI 1640 completo:

500 mL de RPMI 1640 + CH;Na nédo suplementado;
50 mL de Soro Fetal Bovino (SFB);

5,25 mL de Glutamina (10.000 U/mL);

5,25 mL de Penicilina/Streptomicina (50 U/mL);
5,25 mL de Anfotericina (10.000 U/mL);

TB — Tampdao de Bloqueio:

50 mL Phosphate-Buffered Saline 1X (PBS);
2,5 mL de Soro Fetal Bovino (SFB);

0,5 mL de Soro Humano AB;

L15 2x completo:

20 g de L-15 (Gibco, cat — 41300-039)
5% SFB

0,26% Triptose

25 ug/mL Getamicina

200 mL de H,O Milique



8.2

Anexo Il — Lista das culturas

Experimento

Exp 01 - PBMC

Exp 01 - PBMC

Exp 01 - PBMC

Exp 01 - PBMC

Exp 01 - PBMC

Exp 01 - PBMC

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 03 - Sorting

Exp 03 - Sorting

Exp 03 - Sorting

Exp 03 - Sorting

Exp 03 - Sorting

Exp 03 - Sorting

Exp 04 - Confocal

Exp 04 - Confocal

Exp 04 - Confocal

Exp 04 - Confocal

Exp 04 - Confocal

Exp 04 - Confocal

Exp 05 - Superinfec
Exp 05 - Superinfec
Exp 05 - Superinfec
Exp 05 - Superinfec
Exp 05 - Superinfec
Exp 05 - Superinfec
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 06 - Heparin/Hepar
Exp 07 - Ativacao

Exp 07 - Ativacdo

Exp 07 - Ativacao

Exp 07 - Ativacdo

Exp 07 - Ativacao

Exp 07 - Ativacdo

Exp 08 - Apop

Exp 08 - Apop

Voluntério
D_Vili
D_XX
D_XXil
D_XXIV
D_XXIV
D_XXVII
D_X
D_X
D_XllI
D_XVI
D_XVIl
D_XXVI
D_Il
D_X
D_Xll
D_XV
D_XXIX
D_XXX
D_
D_IV
D_IX
D_XVII
D_XXV
D_XXIX
D_VII
D_X
D_XVI
D_XVIII
D_XXVI
D_XXX
D_Il
DV
D_VI
D_XVIII
D_XXII
D_XXX
D_X
D_XVI
D_XVII
D_XVIII
D_XXVI
D_XXVIII
D_VI
D_ViI

Género

mT T T ML Z 2 Mmoo Z 7T I 2 Mmoot Z2’T 2 T T TmMToTmT T T 2 T T 2 77T mmmZ2 2 2 2 ™m
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Idade
25
25
24
26
33
23
31
31
35
33
29
35
25
33
35
30
31
29
25
37
34
22
33
31
33
31
33
32
35
29
30
26
34
35
25
26
31
33
29
35
35
23
34
25

His/Deng

z2 2 2 2 2 2 2 2 Z2 Z2 Z2Z Z2 Z2Z Z2Z Z2 Z2 Z2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 Z2Z 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

N° Tubos
8
9
7
7
7
6

12
15
13
12
13
14
17
15
16
14
15
16
12
13
12
11
12
14
13
12
12
12
14
16
10
11
10
10
13
16
12
12
13
10
14
16
10
10

Volume (mL)
58
65
50
50
50
43
86
108
94
86
94
101
122
108
115
101
108
115
86
94
86
79
86
101
94
86
86
86
101
115
72
79
72
72
94
115
86
86
94
72
101
115
72
72



Experimento
Exp 08 - Apop
Exp 08 - Apop
Exp 08 - Apop
Exp 09 - Degra
Exp 09 - Degra
Exp 09 - Degra
Exp 09 - Degra
Exp 09 - Degra
Exp 09 - Degra
Exp 10 - EML
Exp 10 - EML
Exp 10 - EML
Exp 10 - EML
Exp 10 - EML
Exp 10 - EML
Exp 11 - Prime
Exp 11 - Prime
Exp 11 - Prime
Exp 11 - Prime
Exp 11 - Prime
Exp 11 - Prime

Experimento
Exp 01 - PBMC
Exp 01 - PBMC
Exp 01 - PBMC
Exp 01 - PBMC
Exp 01 - PBMC
Exp 01 - PBMC
Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 02 - Lc

Exp 03 - Sorting
Exp 03 - Sorting
Exp 03 - Sorting
Exp 03 - Sorting
Exp 03 - Sorting
Exp 03 - Sorting
Exp 04 - Confocal
Exp 04 - Confocal
Exp 04 - Confocal
Exp 04 - Confocal

Voluntério
D_XVI
D_XXll
D_XXIV
D_
D_X
D_XVIl
D_XIX
D_XXVI
D_XXIX
D_lll
DV
D_Vil
D_XVI
D_XXII
D_XXX
D_Il
D_X
D_XVII
D_XVII
D_XX
D_XXVI

N° PBMC (x10E6)
74,12
86,19
86,19
86,19
99,98
112,04
148,24
148,24
162,03
162,03
1741
186,16
1741
186,16
186,16
198,23
198,23
210,29
136,17
148,24
148,24
148,24

Género

mT T < 2 T TT o m I I 2 ZZ 1T T omZTmTmm o

N° Lc
(x10E6)
64,93
75,50
75,50
75,50
87,58
98,15
129,86
129,86
141,94
141,94
152,51
163,08
152,51
163,08
163,08
173,65
173,65
184,21
119,28
129,86
129,86
129,86
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Idade
33
25
33
25
31
29
33
35
31
30
26
33
33
25
29
25
31
29
35
33
35

z2 2 2 2 2 Z2 Z2 Z2 Z2Z Z2 Z2Z Z2 Z2Z Z2 Z2 2 2 2 2 2 Z2

N° Mo (x10E®6)
6,60
7,68
7,68
7,68
8,91
9,98
13,21
13,21
14,44
14,44
15,51
16,59
15,51
16,59
16,59
17,66
17,66
18,74
12,13
13,21
13,21
13,21

His/Deng

N° Tubos
12
13
13
12
12
13
11
14
15
10
11
13
12
13
11
17
12
13
10
11
14

N° DC
(x10E6)
6,01
6,99
6,99
6,99
8,11
9,08
12,02
12,02
13,14
13,14
14,12
15,09
14,12
15,09
15,09
16,07
16,07
17,05
11,04
12,02
12,02
12,02

Volume (mL)

86
94
94
86
86
94
79
101
108
72
79
94
86
94
79
122
86
94
72
79
101

Método
Sep
Sep
Sep
Sep
Sep
Sep
Beads
Beads
Beads
Beads
Beads
Beads
Sorting
Sorting
Sorting
Sorting
Sorting
Sorting
Beads
Beads
Beads

Beads

Eficiencia (%)
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,77
7,77
8,30
8,30
8,78
2,94
2,48
2,94
2,94
3,42
3,42
3,89
7,31
7,77
7,77
7,77



N°Lc N° DC

Experimento N° PBMC (x10E6) (x10ES6) N° Mo (x10E6) (x10E6) Método Eficiencia (%)
Exp 04 - Confocal 174,1 152,51 15,51 14,12 Beads 8,78
Exp 05 - Superinfec 148,24 129,86 13,21 12,02 Sep 0,00
Exp 05 - Superinfec 148,24 129,86 13,21 12,02 Sep 0,00
Exp 05 - Superinfec 148,24 129,86 13,21 12,02 Sep 0,00
Exp 05 - Superinfec 162,03 141,94 14,44 13,14 Sep 0,00
Exp 05 - Superinfec 174,1 152,51 15,51 14,12 Sep 0,00
Exp 05 - Superinfec 198,23 173,65 17,66 16,07 Sep 0,00
Exp 06 - Heparin/Hepar 124,11 108,72 11,06 10,06 Beads 6,83
Exp 06 - Heparin/Hepar 124,11 108,72 11,06 10,06 Beads 6,83
Exp 06 - Heparin/Hepar 124,11 108,72 11,06 10,06 Beads 6,83
Exp 06 - Heparin/Hepar 136,17 119,28 12,13 11,04 Beads 7,31
Exp 06 - Heparin/Hepar 162,03 141,94 14,44 13,14 Beads 8,30
Exp 06 - Heparin/Hepar 198,23 173,65 17,66 16,07 Beads 9,72
Exp 07 - Ativacao 124,11 108,72 11,06 10,06 Ader 11,83
Exp 07 - Ativagao 148,24 129,86 13,21 12,02 Ader 12,77
Exp 07 - Ativagéo 148,24 129,86 13,21 12,02 Ader 12,77
Exp 07 - Ativagao 162,03 141,94 14,44 13,14 Ader 13,30
Exp 07 - Ativacao 1741 152,51 15,51 14,12 Ader 13,78
Exp 07 - Ativagao 198,23 173,65 17,66 16,07 Ader 14,72
Exp 08 - Apop 124,11 108,72 11,06 10,06 Beads 6,83
Exp 08 - Apop 124,11 108,72 11,06 10,06 Beads 6,83
Exp 08 - Apop 148,24 129,86 13,21 12,02 Beads 7,77
Exp 08 - Apop 162,03 141,94 14,44 13,14 Beads 8,30
Exp 08 - Apop 162,03 141,94 14,44 13,14 Beads 8,30
Exp 08 - Apop 162,03 141,94 14,44 13,14 Beads 8,30
Exp 09 - Degra 136,17 119,28 12,13 11,04 Sep 0,00
Exp 09 - Degra 148,24 129,86 13,21 12,02 Sep 0,00
Exp 09 - Degra 148,24 129,86 13,21 12,02 Sep 0,00
Exp 09 - Degra 162,03 141,94 14,44 13,14 Sep 0,00
Exp 09 - Degra 174,1 152,51 15,51 14,12 Sep 0,00
Exp 09 - Degra 186,16 163,08 16,59 15,09 Sep 0,00
Exp 10 - EML 124,11 108,72 11,06 10,06 Ader 11,83
Exp 10 - EML 136,17 119,28 12,13 11,04 Ader 12,31
Exp 10 - EML 136,17 119,28 12,13 11,04 Ader 12,31
Exp 10 - EML 148,24 129,86 13,21 12,02 Ader 12,77
Exp 10 - EML 162,03 141,94 14,44 13,14 Ader 13,30
Exp 10 - EML 162,03 141,94 14,44 13,14 Ader 13,30
Exp 11 - Prime 124,11 108,72 11,06 10,06 Ader 11,83
Exp 11 - Prime 136,17 119,28 12,13 11,04 Ader 12,31
Exp 11 - Prime 148,24 129,86 13,21 12,02 Ader 12,77
Exp 11 - Prime 162,03 141,94 14,44 13,14 Ader 13,30
Exp 11 - Prime 1741 152,51 15,51 14,12 Ader 13,78
Exp 11 - Prime 210,29 184,21 18,74 17,05 Ader 15,19
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8.3 Anexo lll — Autorizacdo do CEP

Ministério da Salude
Fundagdo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 01 de outubro de 2009.

Carta: 090/09

De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Claudia Nunes Duarte dos Santos e
- Dr. Samuel Goldenberg

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 514/09 intitulado “Virus
da Dengue: Caracterizagao genética, identificagdo de assinaturas
moleculares de viruléncia e resposta do hospedeiro humano a infecgao”
com a deliberagao de Aprovado.

Atenciosamente

Carla bias Netto
Secretaria Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundagdo Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: etica@fiocruz.br
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Immature Dendritic Cells Generated from Cryopreserved
Human Monocytes Show Impaired Ability to Respond to
LPS and to Induce Allogeneic Lymphocyte Proliferation
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Abstract

Dendritic cells play a key role in the immune system, in the sensing of foreign antigens and triggering of an adaptive
immune response. Cryopreservation of human monocytes was investigated to understand its effect on differentiation into
immature monocyte-derived dendritic cells (imdDCs), the response to inflammatory stimuli and the ability to induce
allogeneic lymphocyte proliferation. Cryopreserved (crp)-monocytes were able to differentiate into imdDCs, albeit to a
lesser extent than freshly (frh)-obtained monocytes. Furthermore, crp-imdDCs had lower rates of maturation and cytokine/
chemokine secretion in response to LPS than frh-imdDCs. Lower expression of Toll-like receptor 4 (at 24 and 48 h) and
higher susceptibility to apoptosis in crp-imdDCs than in fresh cells would account for the impaired maturation and
cytokine/chemokine secretion observed. A mixed leukocyte reaction showed that lymphocyte proliferation was lower with
crp-imdDCs than with frh-imdDCs. These findings suggested that the source of menocytes used to generate human imdDCs
could influence the accuracy of results observed in studies of the immune response to pathogens, lymphocyte activation,
vaccination and antigen sensing. It is not always possible to work with freshly isolated monocytes but the possible effects of
freezing/thawing on the biology and responsiveness of imdDCs should be taken into account.
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cryopreserving GD14% cells from human blood have been
described and standardized [7,11]. However, there have been
conflicting reports concerning the effects of cryopreservation on
monocyte differentiation, the response to antigens and the
allogeneic stimulation of T cells [11-14].

Given the crucial role of DCs in the immune system regulation
and their response to pathogens, evaluating the effect of
cryopreservation on these cells is relevant. The freezing and
thawing of human monocytes was investigated to understand if it
had any effect on cell differentiation, the response to inflammatory
stimuli, cell survival or lymphocyte prol
es  diflerentiated  into  immature-mdDCs  (crp-
imdDCs) at a lower frequency and displayed lower rates of
maturation and cytokine secretion in response to LP'S than freshly
i ion of crp-CD14*
ould be explained by the lower expression of GM-

Introduction

Dendpritic cells (DC), which were first described in 1973 [1], are
a major component of the immune system. They are involved in
the sensing of foreign antigens and the proce: and presenting
of antigens to lymphocytes. DCs are the main antigen-presenting
cells (APC) in the immune system, bridging the gap bety
adaptive and innate immune responses [2]. For these reasol
are often the c

en
DCs

ses

lls chosen to study the pathogenesis of d
caused by infectious agents,
autoimmune diseases [3-8]. Additional functions of DCs, such
as the control of lymphocyte migration to lymph nodes [9], show

vaccine responses, cancers and

eration. Cryopreserved
(crp)-monoc

their wide relevance to immunology. Dendritic cell-based immu-
notherapy against cancer has attracted considerable attention
recent years and has increased the importance of this cell type
medicine and basic science [7].

obtained (frh}<imdDCs. The reduced differer

Blood monocytes (CD147) are the major source of human DCs
in vitro. Their differentiation into DCs  (immature  monocyte-
red dendritic cells or imdDCs) can be induced in vire by
leukin-4 (IL-4) and granulocyte/macrophage colomy-stimu-
lating factor (GM-CSF) [10]. Cryopreservation of CD14" cells is
important when studying rare samples, for analyzing cells collected
in areas without laboratory facilities and to avoid multiple

sampling of the same patient. Methods for isolating and

PLOS ONE | www.plosone.org

w0 imdDCs

ISF and 11-4 receptors on crp-CD1lc” during differentiation.
The impaired response of crp-imdDCs to LPS may be explained
by the lower TLR4 expression and increased susceptibility to
apoptosis. Crp-imdDCs were also less able to induce allogeneic
lymphocyte proliferation than frh-imdDCs.
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Com o advento da promulgagao da Lei 11794/2008 (Lei Arouca), posteriormente regu-
lamentada pelo Decreto 6899/2009, iniciou-se uma corrida para a implementagdo de
mudangas no cenario da experimentagao animal no Brasil, com énfase para a neces-
sidade de melhorias no gerenciamento dos biotérios. Com o intuito de facilitar essas
melhorias, 0 uso de softwares especificos para o gerenciamento de biotérios tornou-se
uma opgdo atrativa para a manutengao e recuperagao dos dados das diferentes rotinas
do criatorio animal. Estes programas proporcionam melhor visualizagao da alocagao
dos iros e facilitam de deci is mais rapidas e
seguras. Com o objetivo de melhorar a idade do processo g ial do nosso
biotério, desenvolvemos e implementamos um software baseado em linguagens de
acesso livre, denominado BioterC. As etapas de d| Ivimento e implk gaodo
software foram fundamentadas na interagéo direta entre o desenvolvedor e os biote-
ristas, propiciando a ¢ao de uma fe robusta, versatil, de uso intuitivo,
em um ito de elevada de e flexibilidade, sem qualquer i {
adicional com hardware por parte do biotério. Uma vez colocado em uso, 0 programa
pode ser posteriormente adaptado, visando & adequagao do software com a realidad
apresentada na rotina de cada ambiente do biotério. No presente relatorio técnico
descrevemos o desenvolvimento e a implementagdo de um software baseado em
linguagens de programagéo de acesso livre, utilizado como uma ferramenta gerencial
aplicada a biotérios.

Palavras-chave: Biotério. Software livre. BioterC.

juridico-regulatorio que perdurou por décadas.

1INTRODUGAD

Situacao atual do gerenciamento dos
biotérios brasileiros

Ap6s a promulgagdo da Lei 11794/2008 (Lei
Arouca), que estabelece os procedimentos para
o uso cientifico de animais, o Brasil ganhou
um alicerce s6lido na Ciéncia de Animais de
Laboratorio (CAL). Antes da referida lei, este
ramo da ciéncia foi dominado por um véacuo

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 61-68, 2013

Com a regulamentag@o da referida lei através
do Decreto 6899/2009, surgiu a necessidade da
implementagdo de mudangas em muitos biotérios
do Brasil, com destaque para a necessidade de
melhorias no controle gerencial. Este controle
gerencial possibilita o aumento da rastreabilidade
da produgdo de animais em termos qualitativos
e quantitativos, além de uma visdo mais ampla e
transparente dos demais processos produtivos que
acontecem dentro do biotério. Adicionalmente, o
controle gerencial, quando bem executado, pode

92




Viruses 2012, 4, 2736-2753; doi: 10.3390/v4112736

viruses

ISSN 1999-4915
www.mdpi.com/journal/viruses

Review
Dendritic Cell Apoptosis and the Pathogenesis of Dengue

Sharon de T. Martins '*, Guilherme F. Silveira ', Lysangela R. Alves %,
Claudia Nunes Duarte dos Santos "* and Juliano Bordignon "*

' Laboratory of Molecular Virology of the Carlos Chagas Institute, ICC/Fiocruz, Prof. Algacyr

Munhoz Mader Street 3775, CIC, Curitiba, Parana, 8§1350-010, Brazil;

E-Mails: sth_martins@yahoo.com.br (S.T.M.): gfsilveira@gmail.com (G.F.S.)
Laboratory of Gene Expression Regulation of the Carlos Chagas Institute, ICC/Fiocruz,
Prof. Algacyr Munhoz Mader Street 3775, CIC, Curitiba, Parana, 81350-010, Brazil;
E-Mail: lys.alves@tecpar.br

* Authors to whom correspondence should be addressed: E-Mails: clsantos@tecpar.br (C.N.D.d.S.)
Jjulianobordignon@fiocruz.br (J.B.); Tel.: +55-41-3316-3242; Fax: +55-41-3316-3267.

Received: 12 October 2012; in revised form: 30 October 2012 / Accepted: 31 October 2012 /
Published: 1 November 2012

Abstract: Dengue viruses and other members of the Flaviviridae family are emerging
human pathogens. Dengue is transmitted to humans by Aedes aegypti female mosquitoes.
Following infection through the bite, cells of the hematopoietic lineage, like dendritic cells,
are the first targets of dengue virus infection. Dendritic cells (DCs) are key antigen
presenting cells, sensing pathogens, processing and presenting the antigens to T
lymphocytes, and triggering an adaptive immune response. Infection of DCs by dengue
virus may induce apoptosis, impairing their ability to present antigens to T cells, and thereby
contributing to dengue pathogenesis. This review focuses on general mechanisms by which
dengue virus triggers apoptosis, and possible influence of DC-apoptosis on dengue
disease severity.

Keywords: Dendritic cell; apoptosis; dengue virus
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