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RESUMO

O virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), um flavivirus transmitido a humanos
através da picada de mosquitos Culex, é o agente causador da Encefalite de Saint Louis
(SLE), uma doenca que pode levar a encefalite de gravidade variada, principalmente em
idosos, com taxa de mortalidade de aproximadamente 17%. Para alcangar o sistema nervoso
central (CNS) pela corrente sanguinea, 0 patdgeno deve atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB), formada por células endoteliais e astrocitos. Os astrocitos sdo o tipo
celular da glia mais presente no CNS, com fungdo de manutencdo da homeostase,
neuroinflamacdo e respostas imunes do tecido neural. Embora passiveis de infeccdo por
diversos flavivirus, a infectividade de astrécitos por SLEV e as alteracGes celulares
decorrentes desta infecgdo carecem estudos. Por sua fungédo estratégica, fundamental para o
funcionamento do CNS, os astrdcitos foram investigados quanto a ativacdo e alteragdes
morfolégicas, inducdo de resposta imunoldgica via MHC-1 e indugdo de apoptose pela
ativacdo de caspase-3 pos-infeccdo por SLEV. A titulacdo viral comparativa de amostras
pelos métodos de formacao de placas (PFU) e sal de MTT revelou que em ambas as técnicas
os resultados foram semelhantes. Quando infectados por SLEV, células VERO apresentaram
maiores citotoxicidade e mortalidade do que astrdcitos. Além disso, o contato com o
flavivirus desencadeou ativacdo imune astrocitaria marcada por aumento de MHC-I e
astrogliose com intensa expressdo de GFAP, aumento no ndmero e comprimento dos
prolongamentos citoplasmaticos. Quando expostos a concentracfes virais crescentes, foi
observado aumento proporcional na expressdo de caspase-3, também marcado pela destruicédo
da membrana nuclear. A imunomarcacdo com anticorpos anti-SLEV revelou que 0s virus
ocupam uma posi¢do perinuclear durante o processo de replicacdo. A grande resisténcia dos
astrocitos ao SLEV sugere que outros mecanismos de infeccdo, como a quebra da barreira
hematoencefélica possa estar associada ao desenvolvimento de SLE e que o papel do

astrocitos na SLE tambem esteja relacionado a infeccdo viral cronica.

Palavras-chave: virus da encefalite de Saint Louis; astrocito; infeccdo; astrogliose; cultura

celular.



ABSTRACT

Saint Louis Encephalitis Virus (SLEV) is a flavivirus that infects humans through Culex
mosquito bite. It causes Saint Louis Encephalitis (SLE), a disease that affects mainly the
elderly with a mortality rate of 17% and various severity clinical presentations. In order to
reach the central nervous system (CNS) from circulating blood the pathogen must cross a
barrier formed by endothelial cells and astrocytes, the blood-brain-barrier (BBB). Astrocytes
are the most common glial cell type in CNS, their role is to keep neural tissue homeostasis,
control neuroinflamation and immune response. Althought astrocytes can be infected by
flavivirus, there are few studies to evaluate its infection and cell alterations post SLEV
exposure. For astrocyte plays an essential role in CNS functioning, they were investigated for
morphologic alterations and activation (astrogliosis), immunological response via MHC-1 and
apoptosis induction via caspase-3 activation post-infection. A comparative study using plaque
forming units (PFU) and MTT salt assay was performed to determine viral titer revealing that
both methods can be used to access viral titres of a sample with similar results. VERO cells
shown higher cytotoxicity and mortality rates than astrocytes when infected with SLEV.
Besides, flaviviral exposure unleashed astrocyte immune response marked by raise in MHC-I
expression and astrogliosis, characterized by intense GFAP expression, and increase in
number and length of cytoplasmic processes. When exposed to growing viral concentrations,
it has been observed a proportional increase of caspase-3 expression, also showing nuclear
envelope destruction. Immune staining with anti-SLEV antibody revealed that the virus
displayed a perinuclear location during the replication process. The great SLEV resistance of
astrocytes suggests that other infection mechanisms, as BBB breakdown must be associated in
the neuroinvasive form of SLEV infection. Also astrocyte might play a role in chronic
infection of CNS.

Keywords: Saint Louis encephalitis virus; astrocyte; infection; astrogliosis; cell culture.
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Pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, o virus da Encefalite de Saint
Louis (SLEV), membro do complexo JE, cujos principais representantes sdo o virus da
encefalite japonesa (JEV) e virus do oeste do Nilo (WNV), € um RNA virus (MONATH et
al., 2012) que pode ser transmitido a humanos através da picada de algumas espécies de
mosquitos, principalmente Culex spp. (TRENT et al., 1980; MONATH; TSAI, 2002,
RODRIGUES at al., 2010). O virus encontra-se amplamente distribuido pelas américas
(KRAMER; CHANDLER, 2001; MONDINI et al., 2007; BAILLIE et al., 2008, MAY et al.,
2008; SPINSANTI et al., 2008; AUGUSTE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010) e, uma
vez inoculado em individuos que apresentam predisposic¢do herdada ou adquirida (SEVJAR et
al., 2004; MONATH et al., 2012; SHELLAN et al., 1998; LIM et al., 2008), pode infectar o
sistema nervoso central (CNS) causando encefalite.

Um dos processos criticos da etiopatogenia da encefalite de Saint Louis (SLE) € a
invasdo do CNS (MONATH et al.,, 1983; GARDNER; REYES, 1980; SAMUEL et al.,
2007b; LIOU et al., 1998; VERMA et al., 2009; ROE et al., 2012) onde o SLEV deve
atravessar a barreira hematoencefalica (BBB) composta por endotelidcitos e astrdcitos. O
interesse em se investigar a interacdo SLEV-astrécito € devido a multifuncionalidade desta
célula que compde a BBB controlando, juntamente com o endotélio, a passagem de moléculas
ao CNS, bem como, sua participacdo nos processos de inflamacdo e resposta imune do
sistema nervoso aos agentes infecciosos, estando bem envolvidos com a neurodegeneracao e
plasticidade neuronal (CHEN et al., 2010; FURR; MARRIOTT, 2012; RAO et al., 2012;
RASLEY et al., 2004; CHAUHAN et al., 2010; KAWAI; AKIRA, 2008; YONEYAMA,;
FUGITA, 2010; BI et al.,, 1995). Uma vez que até o momento ndo existe vacina nem
medicamento eficazes no tratamento da SLE, o objetivo deste trabalho foi estudar, in vitro, a
interacdo SLEV-astrécito de forma a avaliar a susceptibilidade do astrdcito & infeccdo por
SLEV, bem como o grau de resisténcia destas células a infec¢do viral, comparando-o com
outra linhagem de células de vertebrado (VERO) através da expressdo de GFAP, caspase-3
clivada, ativacdo de resposta imunolégica via MHC-1 e as alteragdes morfoldgicas

experimentadas pelo astrdcito decorrentes da infeccéo por SLEV.
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O virus da encefalite de Saint Louis, ou SLEV, tem sua origem na América Tropical,
no fim do século XIX (BAILLIE et al., 2008). Ele é o causador da encefalite de Saint Louis,
uma patologia descrita clinicamente na década de 1920 (apud MONATH; TSAI, 2002) e
caracterizada como doenca viral em 1931 (apud MONATH; TSAI, 2002). Pertencente a
familia Flaviviridae, este flavivirus encontra-se agrupado, de acordo com testes de
neutralizacdo antigénica, no complexo JE, cujo principal integrante € o virus da encefalite
japonesa (JEV), dentre outros como o virus do oeste do Nilo (WNV). A familia Flaviviridae
possui grande relevancia médica sendo a principal familia de virus a ser transmitida por
artrépodes vetores como mosquitos e carrapatos (MONATH; TSAI, 2002).

Com cerca de 40nm de didmetro o SLEV apresenta um nucleocapsideo protéico com
formato icosaédrico, envolto por um envelope constituido por uma bicamada lipidica
(MONATH; TSAI, 2002; MUKHOPADHYAY et al., 2005). Nesta bicamada encontram-se
proteinas, cujas principais sdo as glicoproteinas E e glicoproteina M. A glicoproteina M
possui uma porcdo pré-M, em virus imaturos, que é clivada antes do processo de brotamento
do virus recém-formado para o exterior celular de forma que a proteina M seja capaz de
exercer sua funcdo no virus maduro (MUKHOPADHYAY et al., 2005). O genoma viral é
composto por uma fita simples de RNA com cerca de 11kb e cauda poli (A) na extremidade
3’. Este genoma codifica 10 proteinas, trés estruturais (C, prM e E) e sete ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). As proteinas ditas estruturais irdo fazer parte
da estrutura do virus maduro, exceto a proteina pré-M, que obrigatoriamente deve ser clivada
para dar origem a sua forma funcional, a proteina M no virus maduro. Ja as proteinas nao
estruturais s@o assim denominadas por possuirem funcdo no processo de replicacdo viral ndo
integrando a estrutura do virus maduro (MONATH; TSAI, 2002; MUKHOPADHYAY et al.,
2005).

A ordem como as regifes codificantes do genoma viral sdo distribuidas ao longo do
filamento de RNA ir4 caracterizar as diversas linhagens virais. Até 0 momento foram
descritas oito linhagens de SLEV com caracteristicas distintas (KRAMER; CHANDLER,
2001; BAILLIE et al., 2008, MAY et al., 2008; AUGUSTE et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2010). Por exemplo, a linhagem |, encontrada no oeste dos EUA é caracterizada por
apresentar menor neuroviruléncia, menor taxa de mortalidade e possuir carater de transmissao
endémico, sendo transmitida por mosquitos Culex tarsalis (TRENT et al., 1980; MONATH,;
TSAI, 2002). A linhagem Il é observada a leste do rio Mississippi nos EUA e apresenta maior

neuroviruléncia em camundongos e macacos Rhesus, maior viremia em pardais e maior taxa
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de transmissdo por mosquitos vetores, sendo transmitidas por mosquitos Culex pipiens, Culex
quinquefasciatus e Culex nigripalpus (MONATH; TSAI, 2002). A linhagem 11l do SLEV tem
sido descrita na literatura como presente no Brasil (MONDINI et al., 2007) e Argentina
(SPINSANTI et al., 2008).

No Brasil existem relatos de circulagdo do SLEV na Amazobnia (linhagem V)
(RODRIGUES et al., 2010), Pantanal e diversas cidades do pais. Figueiredo et al. (1986) e
Romano-Lieber e Iverson (2000) relataram a presenca de anticorpos anti-SLEV nas
populacdes de Ribeirdo-Preto e Vale do Ribeira, respectivamente. Rocco et al. (2005)
relataram um caso no municipio de Sdo Pedro, SP de uma paciente com suspeita de dengue
que foi apds testes diagnosticada com SLEV. Ainda no estado de Sdo Paulo, Mondini et al.
(2007) relataram seis casos confirmados de infec¢do por SLEV no municipio de S&o Jose do
Rio Preto, no interior do estado.

O ciclo de transmissdo da SLE se inicia quando um mosquito pica um animal
reservatorio. Tem sido descritos como reservatorios naturais do SLEV mamiferos de diversas
espécies e algumas aves (AUGUSTE et al., 2009). Por algumas espécies de aves possuirem
habitos migratorios chegando a voar milhares de quildmetros, elas tém sido apontadas como
as principais propagadoras do virus, sendo que este ja se encontra disseminado por todo o
continente americano (RODRIGUES et al., 2010; MONATH, 2012).

Ao picar um animal infectado 0 mosquito vetor contrai o virus e ao picar um humano,
0s virus podem ser transmitidos pela saliva do mosquito alcangando o tecido subcutaneo do
individuo, onde se inicia a replicacdo viral. A replicacdo viral se inicia quando o virus se liga
aos receptores de sulfato de heparana (MONATH; TSAI, 2002) na face externa da membrana
plasmatica do hospedeiro. Isto permite que o virus seja adsorvido através da membrana
celular sendo endocitado em vesiculas recobertas por clatrina (MONATH; TSAI, 2002). No
interior das vesiculas os nucleocapsideos virais sdo liberados e pelo pH &cido no interior do
lisossomo a proteina E sofre uma alteracdo na sua conformacdo que leva a fusdo das
membranas viral e lisossomal liberando o genoma viral no citoplasma (MUKHOPADHYAY
et al., 2005). No citoplasma celular o RNA viral é replicado e traduzido. Ap6s a montagem no
reticulo endoplasmatico rugoso, os virus sdo transportados pelo complexo de Golgi, de onde
partem para a membrana plasmaética onde ocorre o brotamento das vesiculas carregadas de
virus maduros (MUKHOPADHYAY et al., 2005). Este processo de replicacdo se da em

diversos tipos celulares do organismo como células do tecido conjuntivo, glandulas exdcrinas



18

e endocrinas, células reticuloendoteliais e tecido musculoesquelético (LUBY et al., 1980;
SIHIRIN et al., 2007; MONATH, 2012).

Uma vez que os virus alcancem os vasos linfaticos eles sdo, entdo, disseminados para
os diversos Orgdos e sistemas. Siirin et al. (2007) demonstraram a presenca de virus em
amostras de, pulmdes, cérebro, rins e na urina de hamsters infectados. Luby et al. (1980)
demonstraram a presenca de virus na urina de pacientes infectados. A presenca de virus em
cada 6rgdo ou sistema podera resultar em aparecimento de sintomatologia ou sinais clinicos
de infeccdo da referida regido. Por exemplo, embora a presenca de virus no trato urinrio nao
esteja relacionada a significativa lesdo renal durante a infeccdo, alguns pacientes podem
desenvolver pilria e proteintria com manifestacdes clinicas de urgéncia e incontinéncia
urinaria (MONATH et al., 2012).

Estima-se que de cada 800 criancas infectadas pelo SLEV apenas 1 ira, de fato,
desenvolver a forma neuroinvasiva da doenca (MONATH, 2012). Entretanto na populagdo
idosa o indice de infeccdo inaparente/aparente chega a 85/1, sendo que pacientes portadores
de comorbidades também apresentam maior chance de desenvolver SLE (MONATH; TSAl,
1987). Sevjar et al. (2004) afirmaram que pacientes portadores de hipertensdo arterial
sistémica, aterosclerose, diabetes mellitus, etilistas, portadores de doenca pulmonar obstrutiva
cronica e doencas vasculares cerebrais apresentam maior risco de desenvolver SLE. Segundo
Monath et al. (2012), pacientes com comprometimento da barreira hematoencefélica, seja por
imaturidade, ruptura traumatica ou infeccBes simultaneas, também apresentam risco
aumentado para SLE. Shellan et al. (1998) atribuiu um maior risco de infeccdo a fatores
geneéticos, o que também foi defendido por Lim et al. (2008) que cita a homozigose de
CCRb5Delta32 como fator predisponente para infecgdo sintomatica por WNV em humanos.
Por sua vez, Sevjar et al. (2004) afirmaram que um menor risco de neuroinfec¢do pode estar
associado a imunidade adquirida da doenca questionando se poderia haver também imunidade
cruzada por infeccdo prévia pelo virus da dengue. Aparentemente o fator genético é
importante na susceptibilidade a infeccdo, pois a expressdo da doenca é resultado das
respostas inata e adaptativa do hospedeiro contra a replicagdo viral. Além disso a invasdo do
CNS parece estar diretamente ligada a replicacdo viral em sitios extraneurais e aos niveis de
viremia. No seu relatério parcial, publicado em 23 de agosto de 2014, o Centers for Disease
Control (CDC) reportou que em 2012 foram notificados apenas 3 casos de infeccdo por
SLEV, todos no estado do Texas, em adultos entre 40-60 anos. Apenas um dos 3 casos

apresentou a forma neuroinvasiva necessitando hospitalizagdo. Nao houveram o6bitos naquele
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periodo e até a data da publicacdo haviam sido reportados 3 novos casos da doenga, um em
2013 e dois em 2014 (CDC Morbidity and Mortality Weekly Report, 2014).

Conforme o virus se replica atingindo outros 6rgdos e tecidos, diversos sintomas
surgem, de acordo com a regido acometida pela infeccdo. Os sintomas podem variar desde
manifestagbes sintomaticas inespecificas e autolimitadas, semelhantes a influenza, a
manifestacOes graves do CNS, caracterizando a forma neuroinvasiva da doenca. Dentre as
manifestacdes clinicas mais comuns encontram-se mal estar, febre, dores de cabeca, mialgia,
tosse, dor de garganta, dor abdominal, vomitos, diarreia, disuria, urgéncia e incontinéncia
urinéria. Ja dentre os sinais e sintomas mais graves, que indicam acometimento do CNS temos
a fotofobia, meningismo, dores de cabeca intensas, tremores, ataxia e confusdo mental
(MONATH et al., 2012). Cerca de 50% dos pacientes com a forma neuroinvasiva da doenca
apresentam tremores palpebrais, na lingua, 1abios e nas extremidades, sendo que 25% podem
apresentar paralisias, geralmente unilaterais, de nervos cranianos. Quinze por cento dos
pacientes podem evoluir para coma profundo. Algumas manifestacbes menos frequentes de
SLE incluem movimentos mioclénicos involuntérios, nistagmo e alteracdes na marcha
(MONATH et al., 2012).

A encefalite de Saint Louis € uma doenca de baixa frequéncia e de dificil diagndstico
visto que suas manifestacfes clinicas podem se assemelhar a diversas outras doencas, como
episodios isquémicos transitorios, insolacdo, intoxicacdo por drogas, encefalopatia
metabolica, disturbios hidroeletroliticos, além de suas caracteristicas clinicas poderem se
sobrepor a de outras infec¢bes como enteroviroses, EEE, EEO, HSV, doenca da arranhadura
do gato, meningites por micoplasma, bactérias ou fungos, meningites bacterianas
parcialmente tratadas, leptospirose e encefalite por Listeria (MONATH, 2012; MONATH,;
TSAI, 2002). E mesmo durante picos febris a viremia no sangue e liquor é limitada de forma
que ambos precisam ser testados para assegurar maior sensibilidade nos exames e um
diagnodstico acurado (MONATH, 2012). Esta dificuldade diagnostica tem levado varios
pesquisadores a pesquisar novas solugdes e métodos que assegurem diagnosticos mais rapidos
e precisos (MARTIN et al., 2004; PUGACHEV et al.,, 2004; JOHNSON et al., 2005;
ROBERSON et al., 2007; CHAVEZ et al., 2013). Apesar de todas as pesquisas com o Virus,
até o momento ndo existe vacina nem tratamento para a SLE.

Um dos processos criticos da etiopatogenia da SLE é a invasdo viral do CNS através
da barreira hematoencefélica. A BBB ¢é constituida por células endoteliais revestidas por uma

membrana basal e prolongamentos astrocitarios, que circundam completamente 0s vasos
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sanguineos que aferem ao CNS regulando a passagem de substancias a este sistema (SUEN et
al., 2014).

Na BBB, diferente de outras regides do organismo, o endotélio vascular ndo apresenta
poros e suas células estdo unidas por inUmeras jungdes oclusivas que impedem a passagem de
diversas substancias incluindo proteinas, diversos farmacos e quase toda agua para o CNS,
sendo essencial para a manutencdo do volume e controle da concentracdo tecidual de
substancias como ions potassio, glutamato e acido y-aminobutirico, que compdem o
microambiente do CNS (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Assim sendo, todo transporte de
substancias através da BBB depende da presenca de sistemas transportadores especificos de
forma que qualquer substancia que ndo possua um receptor especifico, como alguns
medicamentos, sdo incapazes de penetrar a BBB.

Segundo Monath et al. (1983) SLEV poderiam infectar o CNS através dos nervos
olfatérios que ndo apresentam protecdo da BBB. Por sua vez, Gardner e Reyes (1980) e
Samuel et al. (2007b) afirmaram que a infeccdo do CNS pode se dar por transporte axonal
retrogrado, o que explicaria a mielite transversa apresentada por alguns pacientes. A
passagem de virus pela BBB também pode ocorrer por endocitose (LIOU et al., 1998) onde
SLEVs passam “através” dos endotelidcitos e astrocitos ou por destruicdo dos complexos
juncionais destas celulas. Em WNV a destruicdo dos complexos juncionais pela MMP-1 e
MMP-3 estdo relacionadas a infeccdo viral nas primeiras 24 horas e de MMP-9 cerca de 3a 4
dias pés-infeccdo (VERMA et al., 2009; ROE et al., 2012).

Os astrdcitos sdo o principal componente glial do CNS sendo responsaveis por manter
a homeostase para o perfeito funcionamento neuronal principalmente através da secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento, armazenamento de glicogénio e desintoxicacdo por metais
e xenobidticos (CHEN et al., 2010; FURR; MARRIOT, 2012; RAO et al, 2012). Estas células
também controlam a permeabilidade da BBB e a progressao do dano inflamatério, sendo
responsaveis, juntamente com a microglia, por iniciar a migracdo leucocitaria e pela
expressdao de sintase de Oxido nitrico (Bl et al., 1995). Além disso, 0s astrdcitos sdo
conhecidos pelo seu papel efetor da resposta imunoldgica pela expressdo de MHC-1 e Il e
producdo de IFN antiviral-1 via PRRs, IL-6, TNF-a e IL-1p (CHAUHAN et al., 2010;
KAWAI; AKIRA, 2008; YONEYAMA; FUGITA, 2010). O conjunto de alteracdes
estruturais e metabolicas de resposta dos astrocitos a um dano tecidual e ndo apenas a

interferéncia que eles exercem na inflamacdo e imunidade d&-se o nome de astrogliose.
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Ao entrar em contato com virus na BBB 0s astrocitos ativam a resposta imunologica
inata e adaptativa com liberacdo de citocinas e fatores quimiotaticos que irdo mobilizar as
células de defesa oriundas da corrente circulatoria. Segundo Chen et al. (2010) astrocitos
ativados produzem IL-6, IL-1p, IL-8, IL-18, RANTES, IP-10, GFAP, GLAST, GLT-1, NGF,
CNTF e BDNF. Mishra et al. (2007) também citaram a producdo de HGF, ceruloplasmina,
GS, vimentina e ROS por astrocitos. Dentre as células, que migram ao CNS, estdo 0s
linfécitos B, linfocitos T CD4+ e CD8+ através da inducdo quimiotatica provocada pela
liberagdo de CXCR4 (MCCANDLESS et al., 2008), TLR3 (WANG et al., 2004), MHC-I,
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (ABRAHAM; MANJUNATH, 2006). A resposta
imunolégica humoral também desempenha um fator extremamente importante na protecéo de
infeccdes virais atraves da producédo de anticorpos neutralizadores nas suas formas adquiridas
ou por imunidade cruzada, conforme citado anteriormente. A astrogliose e, consequente,
permeabilizacdo da BBB permitindo a entrada de leucdcitos, altera a homeostase do CNS
podendo acarretar alteragcdes do funcionamento do tecido nervoso e maior dano cerebral que a
prépria infeccdo (BAUER et al., 1995; STOLL; JANDER, 1999; DONG; BENVENISTE,
2001; FISCHER; REICHMAN, 2001; FURR; MARRIOTT, 2012).

Estudando a resposta celular frente ao SLEV podemos comecar a entender como 0
virus chega ao CNS e dar bases para futuras propostas de como podemos bloquear essa
chegada que muitas vezes resulta em morte do hospedeiro. Desta forma, 0s objetivos deste
trabalho sdo investigar a interacdo SLEV-astrdcitos in vitro através de cultura primaria.
Comparar com células VERO a susceptibilidade e o grau de resisténcia do astrocitos a
infeccdo viral. Avaliar o fendbmeno da astrogliose decorrente da infeccdo por SLEV, bem
como a expressdo de MHC-I e niveis de apoptose induzidos pela infeccdo, comparando-os

com astrocitos infectados por OROV e células VERO.
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3 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS



23

Geral:

O objetivo deste trabalho foi estudar a interacdo SLEV-astrocito de forma a avaliar a
susceptibilidade do astrocitos a infec¢do por SLEV, bem como o grau de resisténcia destas
células a infecgdo viral, comparando-o com outra linhagem de células de vertebrado (VERO).
Especificos:

Estudar a astrogliose e alteracdes morfoldgicas em resposta a diferentes diluigdes virais;

Estudar a apoptose e a citotoxicidade de astrdcitos infectados por SLEV;

Estudar a expressdo de MHC-1 em astrdcitos infectados com diferentes dilui¢des virais.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1  Producdo do estoque viral
Os virus da encefalite de Saint Louis (BeH 355964) foram produzidos em linhagem

continua de células C6/36, originarias de abdome do mosquito Aedes albopictus. As células
C6/36 foram cultivadas em meio de cultura celular L-15 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA), contendo 5% de soro fetal bovino (SFB, Nutricell, Campinas, BR), 100U/mL de
penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e
mantidas a 28°C. Apos atingirem 80% de confluéncia, as células foram inoculadas com uma
aliquota de solugdo viral, em volume de 2mL, em frascos plasticos de 75cm? (Nest
Biotechnology CO., Shangai, China) com meio de cultivo previamente removido. Em
seguida, agitou-se a garrafa a cada 15min e, ap06s 1h, foi realizada a reposicdo do meio L-15.
Apds periodo de sete dias ou até surgimento de efeito citopatico, as garrafas de cultura foram
congeladas a -70°C (ultrafreezer Nuare, Plymouph, MN, USA) e descongeladas
imediatamente para que houvesse ruptura da membrana plasmatica das células e liberacdo de
virus que, porventura, ainda ndo houvessem sido liberados para o meio extracelular, e seu
conteudo foi transferido para um tubo de 15mL. A suspensdo foi submetida a centrifugacéo a
5000 RPM para retirada dos debris celulares. O sobrenadante foi entéo retirado, aliquotado e

armazenado a -70°C, constituindo o estoque viral.

4.2 Titulacdo do estoque viral

O titulo viral foi obtido através de dois métodos distintos, através de ensaio de formacao
de placas (PFU, Plaque Forming Units Assay), conforme descrito por Burleson et al. (1992) e
pelo ensaio colorimétrico com sal de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazolium] (MTT), conforme proposto por Takeuchi, Baba e Shigeta (1991). Assim, seria
possivel comparar se ambos os métodos produziriam valores semelhantes de titulo viral para
uma determinada amostra, podendo ser usados em trabalhos futuros.

Para titulacdo por ensaio de formacdo de placas células VERO foram contadas em
camara de Neubauer, obtendo a concentragio de 2x10° células/mL. Foram adicionados 12mL
de DMEM (Nutricell, Campinas, BR) a 5% de SFB a suspensdo contendo células. Em
sequida, a suspensdo foi distribuida em placas de 24 pocos (Nest Biotechnology CO.,
Shangai, China), 500uL/pogo e incubadas a 37°C (incubadora Nuare, Plymouph, MN, USA).
No dia seguinte, apds 80% de confluéncia, 0 meio das células foi retirado e dilui¢cBes seriadas
na razdo 10 da suspensdo viral foram adicionadas aos diferentes pocos. Estas diluigdes
permaneceram em contato com as células por 1h, sendo agitadas manualmente a cada 15

minutos, a temperatura de 37°C, sendo as placas levemente agitadas a cada 15min.
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Quatro pogos foram separados para controle: 2 pogos para controle viral, no qual foi
colocada a suspensdo viral pura; 2 pocgos para controle celular, sendo a suspenséo viral de
inoculacdo substituida por meio DMEM incompleto. Em seguida, foi retirado o indculo
(diluig¢des da suspensdo viral), e 0 meio no caso do controle celular, foram adicionados 500uL
de meio completo suplementado com 5% de SFB e 1% de metilcelulose (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA). Procedeu-se a incubagdo por 6 dias, a 37°C, 5% CO, e umidade
controlada (incubadora Nuare, Plymouph, MN, USA). Em seguida as placas foram coradas
com cristal violeta (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). A metilcelulose permite que o
meio de cultura se torne semi-solido, de forma que as particulas virais adsorvidas na
membrana das células em cultura, caso venham a penetrar a célula se replicando e
ocasionando a lise celular, ndo se dispersem pelo meio de cultura. Desta forma, ao serem
lisadas as células ocorre a formacdo de placas, que sdo evidenciadas pela coloracdo com
cristal violeta, de maneira que elas podem ser individualizadas e contadas para se obter o
titulo viral da solucdo. O resultado foi expresso em unidades formadoras de placa por

mililitro, ou seja, PFU/mL definido pela seguinte formula:

T.V.=N.P.x (1/ D.V.) x (L/V.D.)

T.V.=Titulo viral

N.P.: NUimero de placas contadas na diluicdo escolhida- Gltima diluicao
D.V.: Diluicao viral na qual as placas foram contadas

V.D.: Volume usado na inoculagdo (comum a todas as dilui¢oes)

Para a titulagdo por ensaio colorimétrico com sal de MTT (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA), células VERO foram cultivadas em placas de 96 cavidades (5x10°
células/cavidade, 100 pl/cavidade; Nest Biotechnology CO., Shangai, China) por 6 dias
usando meio DMEM suplementado com 5% de SFB, em estufa de 37°C, 5% CO, e umidade
controlada. Nos pocos controles foram adicionados apenas meio de cultura sem virus. Os
pocos sequenciais receberam dilui¢cdes da solugdo contendo virus nas concentracfes de 1E-01,
1E-02, 1E-03, 1E-04, 1E-05, 1E-06 e 1E-07. Estas diluicbes permaneceram em contato com
as células por 1h, sendo agitadas manualmente a cada 15 minutos, a temperatura de 37°C,
sendo as placas levemente agitadas a cada 15min. Apds incubagdo, todo o meio foi aspirado
sendo adicionados 50uL. de uma solucao de MTT em todas as cavidades. A solugdo de MTT
foi preparada em meio DMEM a 1mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4h nas

mesmas condicoes.
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Apb6s o periodo de incubacdo, foi retirada a solucdo de cada cavidade e foram
adicionados 100puL de DMSO (dimetilsulfoxido; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
para solubilizar os cristais de formazana. As placas foram agitadas levemente a temperatura
ambiente, por 10min, para que todos os cristais fossem solubilizados. A leitura das placas foi
realizada a 540nm (Elx 800, Bio-Tek, Winnosky, VT, USA). A medida das absorbancias do
teste de MTT foi utilizada para o célculo do titulo das amostras virais conforme descrito por
Reed e Muench (1938). O calculo detalhado encontra-se descrito no apéndice A.

O sal de MTT, [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium], é um
composto hidrossoltvel, de cor amarelo-palido em solugdo, e facilmente incorporado por
células viaveis, as quais o reduzem em suas mitocndrias, através das desidrogenases,
transformando-o em formazana, um composto de coloracdo azul escuro, insolivel em agua. A
formazana fica armazenada no citoplasma celular, podendo ser solubilizada com agentes
especificos como 0 DMSO. O ensaio colorimétrico do MTT mede a quantidade de formazana
formada através de espectrofotometria e é sensivel e quantitativo, j& que o valor da
absorbancia é proporcional ao nimero de células viaveis. Usando essa técnica, podemos
calcular o efeito citotdxico resultantes da replicacdo viral através da variacdo da atividade
mitocondrial (SIEUWERTS et al, 1995). O resultado obtido foi expresso em dose infectante
de 50% do tecido em cultura por mililitro ou TCID50%/ml, ou seja, a quantidade de virus por
mililitro necesséria para infectar e destruir 50% das células em cultura.

Apds a obtencdo dos titulos virais por PFU e MTT os valores foram submetidos a uma
férmula, baseada na distribuicdo de Poisson, que permite estabelecer uma correlacdo entre os
valores dos titulos obtidos por cada método, conforme apresentada abaixo
(GRAENTZDOERFFER; NEMETZ, 2003):

PFU =MTT x 0,69

4.3 Cultura primaria de astrocitos

Foram feitas culturas purificadas de astrocitos através da dissociacdo do cértex cerebral
(MCCARTY:; VELLIS, 1980) de camundongos neonatos (1 a 2 dias pds-natal) da linhagem
Swiss. Os animais foram induzidos a inconsciéncia por frio e decapitados para remocao do
cérebro. Todos os procedimentos em animais foram devidamente submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia sob niimero
de protocolo 148/13 (Anexo).
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Todos os procedimentos foram realizados com material cirtrgico estéril. Desta forma,
foi realizada a dissecgéo e fragmentacédo do tecido, o qual foi lavado com tampé&o fosfato sem
calcio e magnesio esteril (PBS, 0,1 M, pH 7,4, Nutricell, Campinas, BR) e tripsinizado
durante 10min a 37°C. Findo o tempo de tripsinizacdo, foi adicionada DNAase (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e, ap6s homogeneizacdo, SFB para bloqueio da acdo
enzimética. A solucdo sobrenadante foi colocada sobre um coxim de albumina bovina 4%
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em meio de cultura e submetida a centrifugacao
(250 xg por 10min). Ao precipitado foi adicionado meio DMEM e esta solucdo foi adicionada
em garrafas de 25cm? (Nest Biotechnology CO., Shangai, China) e estocadas em incubadora
(incubadora Nuare, Plymouph, MN, USA) sob temperatura de 37°C e 5% de CO, até atingir a
confluéncia de 80%. Apds a confluéncia celular nas garrafas de cultivo, as células foram
descoladas com tripsina e passaram novamente por centrifugacdo (250 xg por 10min) e, dessa
vez, da solugdo celular foi retirada uma aliquota para quantificacdo das células e a quantidade
de 5x10° célula foram semeadas em placas de 24 ou 96 pocos (Nest Biotechnology CO.,
Shangai, China), mantidas em incubadora por 3 dias a 37°C (cerca de 80% de confluéncia)

para posterior infeccdo com SLEV.

4.4 Teste de citotoxicidade de astrocitos ao SLEV (CCso)

Neste trabalho, foi utilizado o ensaio colorimétrico com sal de MTT, conforme proposto
por Takeuchi, Baba e Shigeta (1991).

Um teste piloto foi realizado em ambas as culturas com periodos de 24h, 48h, 72h e
144h, para se determinar o tempo ideal de sua manutencdo levando em consideracdo o
aparecimento de efeito citopatico. Nas culturas de VERO, foram observados efeitos
citopaticos apds 3 dias de incubagdo e, em astrocitos, apds 6 dias de incubacdo. Foi
considerado efeito citopatico (CPE) alteracbes observadas nas culturas de acordo com a
definicdo de Norkin (2010). Dentre as alteragdes causadas pela infeccdo por virus com
caracteristicas semelhantes ao SLEV pode-se citar alteracbes na forma da célula,
desorganizacdo celular, inducdo de apoptose e consequente observacdo de que células em
monocamada, aderidas ao vidro ou plastico, passam a ser observadas em suspensao.

Células VERO, sabidamente susceptiveis a infeccdo por SLEV, foram cultivadas em
placa de 96 pocos (5x10° células/poco, 100 pL/poco) por 6 dias usando meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, em estufa de 37°C, 5% CO; e umidade controlada. As placas

foram divididas em colunas de pocos, distribuidas em coluna controle, VERO néo infectadas
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e VERO infectadas por SLEV nas concentra¢des de 1E-01, 1E-02, 1E-03, 1E-04, 1E-05, 1E-
06 e 1E-07. Astrocitos, da mesma maneira, foram cultivados em placas de 96 pogos e
mantidas dentro dos mesmos parametros que as culturas de VERO. As colunas de pogos
foram distribuidas em coluna controle, sem ceélulas, astrocitos ndo infectados e astrocitos
infectados por SLEV nas concentra¢bes de 1E+01, 7,5E-01, 5E-01, 2,5E-01, 1E-01, 1E-02,
1E-03, 1E-04, 1E-05 e 1E-06.

O tempo de incubacdo com virus foi de 1h, com agitacdo manual a cada 15 minutos,
para todas as condices e, apds esse periodo, as culturas foram mantidas por 6 dias (144h) em
incubadora com alta umidade e atmosfera de CO, de 5% (Nuare, Plymouph, MN, USA).
Apos incubacdo, todo o meio foi aspirado sendo adicionados 50uL de uma solu¢do de MTT
em todas as cavidades. A solucdo de MTT foi preparada em meio DMEM a 1mg/mL. As
placas foram incubadas por mais 4h nas mesmas condi¢6es. Ap6s o periodo de incubacao, foi
retirada a solucdo de cada cavidade e foram adicionados 100uL. de DMSO para solubilizar os
cristais de formazana. As placas foram agitadas levemente & temperatura ambiente, por
10min, para que todos os cristais fossem solubilizados. A leitura das placas foi realizada a
540nm (Elx 800, Bio-Tek, Winnosky, VT, USA).

Foi calculado o percentual de citotoxicidade (taxa de mortalidade) que € o valor que faz
referéncia a quantidade de células ndo viaveis presentes nas culturas infectadas em relagdo as

celulas ndo viaveis nas culturas ndo infectadas. Essa taxa foi calculada da seguinte maneira:

[(A-B)/A x 100]

Em que A é a absorbancia das culturas infetadas e B a absorbancia da cultura nédo
infectada. Adicionalmente, para cada material-teste, foi calculado o valor de CCsp, que foi
definido como a concentracdo de virus que reduz a absorbancia em 50%, quando comparada

com a absorbancia dos controles.

4.5 Extracéo de RNA viral

Culturas celulares de VERO e astrécitos foram infectadas com SLEV néo diluido por 1h
com agitacdo manual a cada 15 minutos. Em seguida, o meio de cultura contendo virus foi
removido e adicionado novo meio de cultura. As células permaneceram incubadas a 37°C por
6 dias. Apos esse periodo, uma contendo VERO e outra com astrdcitos, foram utilizadas para
extracdo de RNA viral. A presenca do genoma de SLEV em astrocitos e cultura VERO foi
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testada por RT-PCR. Para fins de comparac¢do, uma garrafa de cultura com VERO infectada
foi congelada a -70°C e imediatamente descongelada para que houvesse lise celular com
liberacdo viral.

Brevemente, a extracdo do RNA viral foi realizada a partir 140ul de amostra obtida de
cada uma das garrafas utilizando TRIZOL® (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Do sobrenadante das amostras, 125uL
foram transferidos para um microtubo de 1,5mL, livre de DNAses e RNAses e foram
adicionados 375uL do TRIZOL®. Foram adicionados 200uL de cloroférmio para separagdo
das fases organica (com DNA) e aquosa (com RNA). A amostra foi agitada e incubada de 2 a
3min a temperatura ambiente. O tubo foi em seguida centrifugado a 12.000xg por 15min a
4°C (5810R, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Com isso, ocorreu a separacdo em duas fases,
sendo a fase aquosa (superior) transferida cuidadosamente para outro tubo onde foram
adicionados 2,5uL de glicogénio (20mg/ml) e 300uL de isopropanol para precipitacdo do
RNA. A solucdo foi agitada 15 vezes por inversao, seguindo-se uma incubacdo de 10min a
temperatura ambiente. Procedeu-se nova centrifugacdo a 12.000xg por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado com 500uL de etanol (75% em agua
DEPC). O tubo foi agitado por inversao e submetido a centrifugacdo a 7.500xg a 4°C por
5min. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e aguardou-se 10min para a secagem do
sedimento. Finalmente, o RNA foi dissolvido em 20uL de &gua tratada com DEPC e

armazenado a -70°C (Nuare, Plymouph, MN, USA), até 0 momento do uso.

4.6 Transcricdo reversa (RT) para obtencdo de cDNA

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada segundo descrito por Bronzoni et al.
(2005) com primers para o gene NS5 do Flavivirus (232 pares de bases). Foi realizada em
1,5ug de RNA, com 100U de transcriptase reversa MMLV (USB, USA), 40U do inibidor de
RNAse RNAaseOut (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), 15mM do primer
reverso FG2 (GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA) (Fermentas International
Inc., Burlington, New England Biolabs INC., Ipswich, MA, USA), 0,1mM de cada um dos
quatro oligonucleotideos (dNTP) e solucdo tampéo contendo 250mM de Tris pH 8.3, 15mM
de MgCly, 375mM KCl e 50uM de DTT. A mistura foi incubada a 42°C/ 1h e 70°C/ 5min,

para obtencdo do cDNA e armazenados a -20°C até 0 momento do uso.
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4.7 Reacéo de PCR para detec¢éo do SLEV

A reacdo de amplificacdo foi realizada em duas etapas (1* PCR e Nested PCR), com
volume final de 20uL. Na primeira amplificacdo, a reacdo foi composta de 2uL do cDNA,
0,2uL (1U) de Taq polimerase (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), 0,4uL
(10uM) de cada dNTPs, 1,3uL (15pmol/ul) de cada primer foward FG1 (sequéncia:
TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT) e reverso FG2, 2uL da solugdo tampao 10x
[600 mM Tris-SO, (pH 8.9), 180mM sulfato de aménia] e 12,8uL de agua DEPC. As
condicOes da reacdo de amplificagdo foram 94°C/ 2minutos, 30 ciclos de 94°C/ 1min, 60°C/
Imin e 72°C/ 2min, seguidos por uma extensdo final de 72°C/ 2min. Em VERO as reages
incluiram controles negativos (VERO ndo infectados e agua) e duas amostras (VERO
infectada com células lisadas por congelamento e VERO infectada ndo lisada). Em astrdcitos
as reacOes incluiram controles negativos (dois controles de astrocitos ndo incubados com
virus e agua), um controle positivo (VERO infectadas) e trés amostras (astrocitos incubados
com SLEV). A Nested procedeu-se basicamente da mesma maneira. A reacao foi composta de
1uL do produto da primeira PCR, 0,4uL (15pmol/uL) dos primers semi-nested FG1 e nSLEV
(sequéncia: ATTCTTCTCTCAATCTCCGT), 2uL da solugdo tampédo 10x [600 mM Tris-SO4
(pH 8.9), 180 mM sulfato de amonia], 0,2uL (5U/uL ) de Taq polimerase (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA), 0,4uL (10uM) de cada dNTPs e 15,6pL de agua mili-Q
estéril. As condicdes da reacdo de amplificacdo foram 94°C/ 1 minuto, 35 ciclos de 94°C/
1min, 57°C/ 1min e 72°C/ 2min. As rea¢des incluiram controles positivos, negativos e dgua
conforme ja descritos. Os amplicons foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
1,0% em solugdo tampédo de TRIS-borato-EDTA (TBE) 0,5X, revelados com brometo de
etideo, visualizados com transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados. Foi utilizada
para referéncia de tamanho molecular um LowRanger 100bp DNA Ladder (Norgen Biotek

Corp., Ontario, Canada). O tamanho da banda esperada foi de 232 pares de bases.

4.8 Imunocitoquimica

Para deteccdo de proteinas virais intracelulares nas culturas de astrocitos foram
utilizados anticorpos policlonais obtidos de fluido ascitico imune de camundongos (MIAF) de
SLEV e Oropouche virus (OROV) produzidos no Laboratério de Virologia da Faculdade de
Medicina da USP de Ribeirdo Preto e gentilmente doados para o presente trabalho pelo Prof.
Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo.
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Astrécitos em placas de 96 pogos foram infectados durante 1 hora com SLEV nas
dilui¢bes de 1E+00, 5E-01, 1E-01, 1E-02, 1E-03, 1E-04, 1E-05 e 1E-06 e OROV na diluicdo
de 1E-02 do titulo estocado (ndo titulado), exceto a primeira coluna (controle negativo de
infeccdo). Apos 6 dias de incubacdo o meio de cultura foi aspirado e as culturas fixadas com
paraformoldeido 4% (Synth, Diadema, BR) em DMEM, lavadas com PBS (0,1M, pH 7,4,
Nutricell, Campinas, Brasil) e, posteriormente, incubadas a 37°C por 1h com solugdo
bloqueadora de ligacGes inespecificas composta de BSA 3% e Triton-X100 0,2% (Synth,
Diadema, BR). Em seguida, os astrécitos incubados com os anticorpos primarios foram
mantidos em camara Umida a 4°C durante 24h. Os anticorpos primarios utilizados encontram-

se resumidos na tabela 1. Todos os testes imunocitoquimicos foram realizados em duplicata.

Tabela 1: Relagdo de anticorpos primérios utilizados para avaliar as interacdes SLEV-astrocito por
imunocitoquimica. Tipo de anticorpo, animal de onde foi obtido, objetivo, diluicio utilizada e fornecedor.

ANIMAL . -
ANTICORPO ORIGEM PROPOSITO DILUICAO FABRICANTE
Avaliar grau de Santa Cruz
Anti-GFAP Cabra reatividagde lial 1:100 Biotechnology, Inc.,
9 Santa Cruz, CA, USA.
Anti-caspase-3 Avaliacgéo de Abcam, Cambridge,
. Ih 1:2
clivada (p11) Coelho apoptose 00 MA, USA.
Avaliacéo da
Anti-MHC-I Camundongo | resposta 1:100 Serotec
imunoldgica
. e Laboratorio de
?CEVM IAF Coelho I?E?;:,::deagfév 1:100 Virologia da Faculdade
P de Medicina da USPRP
. e Laboratorio de
gg'o\'\;l IAF Coelho I?E?:;:}'g%%agf;v 1:100 Virologia da Faculdade
P de Medicina da USPRP

Apos a incubacdo priméria, as culturas foram novamente lavadas com PBS e incubadas
durante 1h com anticorpos secundarios conjugados com Alexa-Fluor 488 ou 594 (anti-cabra,
anti-camundongo ou anti-coelho; Jackson Lab., Bar Harbor, ME, USA). As culturas foram
coradas com DAPI (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA ) para visualizagdo dos nucleos
celulares. Findo o tempo de incubagcdo e lavagens, as culturas foram mantidas com

glicerol/PBS/DAPI para analise em microscopio invertido de fluorescéncia.
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Foram feitas quatro fotografias por poco abrangendo campos que representassem a
condicdo observada em cada um dos pogos. Anéalises qualitativas foram feitas para as culturas
imunomarcadas com anti-SLEV, anti-OROV e anti-GFAP. E, analises quantitativas foram
feitas para as imunomarcagdes com caspase-3 e MHC-1 (Ox). A primeira consistindo de
contagem das células caspase-3 positivas e analise estatistica com teste U de Mann Whitney.
A segunda, imunomarcacdo anti-MHC-I, através da andlise por densitometria de pixel das
fotomicrografias com aplicacdo do teste estatistico ANOVA um critério e pos-teste de
Bonferroni. Os resultados foram apresentados como meédiatep e para as comparagdes entre

grupos assumiu-se nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS
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Através do ensaio de PFU foi obtido um titulo de 7,7E+08 PFU/ml da solugdo viral
que compunha o estoque de SLEV usado no trabalho. Uma aliquota deste mesmo estoque
também foi submetida a titulacdo por MTT obtendo-se um titulo de 1,58E+09 TCID50%/ml.
Com a aplicacdo da formula de equiparacdo dos titulos por PFU e MTT, baseada na
distribuicdo estatistica de Poisson, descrita na metodologia, o resultado corrigido do PFU foi
de 1,09E+09, bem mais proximo do titulo obtido por MTT. A titulo de ilustragdo, a Figura 1
mostra a vista de uma placa de PFU apoés a coloracdo com cristal violeta para evidenciar a

formacéo de placas de lise. Estas placas ap6s contadas permitem o calculo do titulo viral.

Figura 1: Exemplo de formagéo de placas em um ensaio de PFU ap6s incubagéo viral em dilui¢Bes seriadas e
decrescentes dos pocos C5, D5, C6 e D6.

A medida da absorbancia do ensaio de MTT em células VERO revelou que o valor de
CC50, ou seja, a concentracdo viral que causa reducdo de 50% da absorbéancia das células em
cultura, quando comparada a leitura das células ndo infectadas foi de 9E-04. A Figura 2
mostra o grafico das medidas de absorbancias em VERO com comprimento de onda de
540nm. Como se pode observar, a medida de CC50 (0,55), representado pelo traco vermelho,
corresponde a uma concentracdo viral que fica entre as concentracbes de 1E-03 e 1E-04.
Desta forma observa-se que as concentracfes de 1E-01 e 1E-02 causam morte de mais de
50% das células em cultura. Ja para astrécitos (Figura 3) este valor seria de 9E-01, ou seja,
quase o equivalente a se utilizar virus ndo diluido nas culturas celulares na concentracdo do
estoque viral produzido (1,09E+09 PFU/mI). Estes resultados sugerem que 0s astrocitos

possam ser células resistentes a infeccéo por esta cepa de SLEV.
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Figura 2: Gréafico mostrando a leitura de absorbancias (eixo y) de MTT em células VERO em diferentes
concentragdes virais (eixo x). A linha vermelha representa a medida de CC50 (0,55) demonstrando que a
diluicdo viral que causaria morte de 50% das células em cultura seria de aproximadamente 9E-04, ou seja, uma
diluicdo entre 1E-03 e 1E-04.
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Figura 3: Gréfico mostrando a leitura de absorbéncias (eixo y) de MTT em astrocitos em diferentes
concentragdes virais (eixo x). A linha vermelha representa a medida de CC50 (0,09) demonstrando que a
diluicéo viral que causaria morte de 50% das células em cultura seria de aproximadamente 9E-01, ou seja, uma
diluicdo entre 7,5E-01 e 1E+00, que representa uma aliquota de virus ndo diluido na concentracéo de 1,09E+09.

Para compreender se esta possivel resisténcia dos astrocitos frente a infeccdo por
SLEV se deu pela resisténcia a invasao viral ou se ela seria decorrente da capacidade da
célula de conviver com o parasita intracelular sem que houvesse morte celular, calculamos a

taxa de mortalidade celular de cada cultura conforme descrito no item material e métodos
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desse trabalho. O percentual de citotoxicidade indica a taxa de mortalidade de cada grupo de
diluigdo viral comparado ao grupo controle. Em células VERO (Figura 4), na concentragdo de
1E-01, foi observada taxa de mortalidade celular 1575,85% maior que a mortalidade do grupo
controle ndo infectado. Conforme a concentracdo viral na solucéo infectante diminuia, a taxa
de mortalidade celular de VERO foi reduzida proporcionalmente, de forma que na menor
concentracdo testada (1E-07) foi observado crescimento das células em cultura apesar da
presenca do patdgeno (-5,92%). Em astrdcitos (Figura 5), a taxa de mortalidade da cultura
infectada pelo virus ndo diluido foi de 79,85% das células. De maneira semelhante a VERO,
observou-se uma reducdo gradual da taxa de mortalidade celular conforme a concentragao
viral nas culturas era reduzida. Na Gltima concentracdo testada (1E-06) a taxa de mortalidade
obtida foi de 21,99%.
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Figura 4: Taxa de mortalidade de células VERO frente a infeccdo por SLEV em diferentes concentracdes
comparada as células VERO ndo infectadas. Note que o CCs esta entre as concentragdes 1,0E-03 e 1,0E-04.
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Figura 5: Taxa de mortalidade de astrécitos frente a infecgdo por SLEV em diferentes concentragdes comparado
aos astrocitos nao infectados. Note que o CCs, esté entre as concentragdes 7,5E-01 e 5,0E-01.

Conhecido o titulo das amostras e que a exposi¢cdo ao SLEV aumentava a taxa de
mortalidade de ambos os tipos celulares procedeu-se 0 ensaio de RT-PCR das células em
cultura para confirmar a presenca de genoma de SLEV nas amostras de VERO e astrdcitos. A
imagem 6A mostra a reacdo de RT-PCR de células VERO a partir de amostras ndo infectadas,
de sobrenadante com e sem células lisadas. A primeira e Ultima colunas do gel de agarose
representam o controle negativo de infeccdo viral de VERO e controle negativo da reacédo
respectivamente. A coluna do meio representa o ladder e nas colunas 2 e 4 as amostras
constituidas por VERO lisadas por congelamento e néo lisadas, respectivamente, encontram-
se amplicons na altura de 232 pares de bases.

A Figura 6B mostra o gel de agarose testado para presenca de SLEV em culturas de
astrocitos. A coluna 1 e 2 representam os controles negativos das culturas celulares, a coluna
7 e 8 representam o ladder e o controle negativo da reacdo (dgua). Na coluna 3 uma amostra
de SLEV diretamente do estoque viral obtido através das células C6/36, utilizado como
controle positivo do virus. As colunas 4, 5 e 6 representam amostras de cultura de astrocitos
expostas ao SLEV. Como pode ser observado, nas trés amostras, amplicons na altura de 232

pb apresentaram-se indicando a presenta de genoma viral nas culturas celulares.
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232pbep

VERO SLEV+ MW SLEV+ H,0 CC1 CC2 CcVv SLEV1 SLEV2 SLEV3 MW H,0
lis néo lis
VERO VERO

Figura 6: Fragmento genémico amplificado de virus da encefalite de Saint Louis (232pb) em amostra de
linhagem celular VERO (A) e astrdcitos (B). (A) VERO: controle negativo; SLEV+lis VERO: sobrenadante de
células VERO infectadas e lisadas por congelamento; MW: ladder; SLEV+ndo lis VERO: sobrenadante de
ceélulas VERO infectadas ndo lisadas por congelamento; H,O: controle negativo da reacdo; (B) CC1 e CC2:
controles negativos de astrécitos; CV: controle positivo de SLEV; SLEV 1 a 3: sobrenadante de astrocitos
infectados ndo lisados por congelamento; MW: ladder; H,O: controle negativo da reagéo.

Embora tenha sido demonstrada a presenca de genoma de SLEV na cultura de
astrdcitos, nao se pode afirmar se, de fato, ocorre infeccdo ou replicacdo viral no interior da
célula, uma vez que virus poderiam, por exemplo, estar apenas adsorvidos na membrana
plasmatica dos astrécitos sem conseguirem penetrar estas células.

Para se confirmar se de fato virus poderiam ser encontrados no interior celular,
utilizou-se anticorpo anti-SLEV sobre as culturas. Amostras de OROV (Oropouche Virus)
foram utilizadas para infectar astrocitos em outras culturas e funcionarem como controles
negativos da especificidade do MIAF anti-SLEV. Da mesma forma, anticorpo anti-OROV
também foram usados para marcar as culturas com esse virus.

A imunomarcacdo anti-SLEV, mostrada na Figura 7, revela que uma grande
quantidade de virus se encontra no interior dos astrdcitos quando estas células sdo expostas a
solucdo ndo diluida de virus (marcacdo vermelha). De forma interessante, observa-se que esta
marcacdo foi mais evidente em regibes perinucleares, conhecidas por predominar reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), uma organela essencial a replicagdo viral, e regides nucleares
de células em apoptose, que apresentam nucleo com aspecto vacuolizado e cromatina dispersa
no citoplasma da célula. Todo material genético celular encontra-se corado em azul pela

coloragdo com DAPI, que cora &cidos nucléicos. As cabegas de setas brancas no MIAF de
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SLEV ndo diluido ilustram a questao da destrui¢do nuclear durante a morte celular que, com a
ruptura do envoltério nuclear, tem seu conteudo de &cidos nucléicos espalhado pelo
citoplasma. O nucleo recém-destruido, por sua vez, assume um aspecto escurecido, quase
totalmente sem DAPI, dito como vacuolizado. Os anticorpos anti-SLEV, por sua vez, séo
observados formando grande grumos em regido perinuclear ou, algumas vezes, como
pequenas vesiculas vermelhas na periferia ou mesmo fora das células. Este aspecto esta
diretamente relacionado ao ciclo de replicacdo dos Flavivirus que ocorre no RER e termina
com o brotamento de vesiculas oriundas do complexo de Golgi na membrana plasmatica.
Conforme a diluicdo viral aumenta o nimero de astrécitos imunomarcados com anticorpo
anti-SLEV diminui significativamente. Na diluicdo 1E-06 observa-se uma pequena
diminuicdo na populacéo de astrocitos comparada ao controle, porém, quase ndo se observa
imunomarcacao para o virus. Nos astrdcitos infectados com OROV é observado um grande
namero de células em apoptose e, como esperado, sem imunomarcacao anti-SLEV.

J& na imunomarcagdo com anticorpo anti-OROV (Figura 7) ndo é observada marcagdo
nas células infectadas com SLEV mostrando a especificidade do anticorpo. Por sua vez, 0s
astrocitos infectados por OROV na diluicdo de 1E-02 apresentam intensa marcacdo com
alteracbes morfologicas semelhantes as descritas para infeccdo por SLEV nédo diluido com
grandes grumos de anticorpos perinucleares e pequenas vesiculas fortemente marcadas na
periferia e exterior celular.

Como dito anteriormente os astrocitos sdo células apresentadoras de antigenos, que
controlam a permeabilidade da BBB, homeostase do CNS e mobilizam células de defesa da
corrente circulatoria para o sistema nervoso central. Estas acdes se ddo por meio de um
fendmeno de modificacGes estruturais celulares denominado astrogliose que, como também ja
dito, se manifesta através de aumento na expressdao de proteina fibrilar acidica da glia
(GFAP), aumento no numero e comprimento dos prolongamentos citoplasmaticos
astrocitarios, dentre outros. Para observar se a infeccdo por SLEV e OROV desencadeiam
astrogliose as células em cultura foram marcadas com anti-GFAP.

Quando os astrdcitos sdo expostos ao SLEV ndo diluido é observado que a maioria das
células encontram-se em processo apoptético, com reducdo no tamanho e/ou desorganizacao
do ndcleo celular, diminui¢do dos prolongamentos citoplasmaticos, que se mostram espessos
e curtos. As setas brancas nesta fotomicrografia (GFAP de SLEV nédo diluido) apontam
nacleos em processo apoptotico. As concentracdes de SLEV a 5E-01, 1E-01 e 1E-06 mostram

intensa astrogliose marcada por um aumento no numero e comprimento de prolongamentos
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citoplasmaticos, aparentemente proporcional a concentracdo viral contaminante e aumento na
expressdo de GFAP. As culturas de astrocitos infectados por OROV e marcadas por GFAP se
mostram com grande nimero de células mortas ou em apoptose (setas brancas). O citoplasma
das células que permanecem vivas se mostra com aspecto estrelado, com prolongamentos em
ndmero pequeno, espessos e mais fracamente marcados para GFAP.

A marcacdo para caspase-3 clivada mostra 0 nimero de astrocitos em apoptose
desencadeada pela infec¢do pelos virus. Quando comparadas ao controle celular, todas as
culturas infectadas por SLEV e OROV apresentam-se com maior nimero de células caspase-3
positivas e este aumento € proporcional a maior concentracdo de virus na diluicdo. A
fotomicrografia de CASP-3 em SLEV ndo diluido e em OROV 1E-02 mostram intensa
marcacdo e grande namero de células com nucleo vacuolizado pela destruicdo da membrana
nuclear. Diferente da fotomicrografia do controle celular, pode-se observar que nessas
imagens o material genético, que deveria estar contido no nucleo, encontra-se espalhado por
todo citoplasma celular. Foi realizada anélise quantitativa do numero de células em apoptose
(expressando caspase-3 clivada).

Como observado na Figura 8, a infec¢do de astrocitos por SLEV sem diluicdo induziu
morte celular por apoptose em 85,37% das células em cultura, valor este ainda menor que das
células infectadas com OROV diluido a 1E-02, cuja taxa de expressdo de caspase-3 chega a
85,99%. J& nas maiores diluicbes de SLEV observa-se que o nimero de células caspase-3
positivas sao inferiores, em torno de apenas 12%, nao havendo variacao significativa entre os
grupos de 5E-01, 1E-01 e 1E-06. Estes dados em conjunto sugerem que, ou existe resisténcia
a infeccdo de SLEV por astrdcitos ou que o astrocito € uma célula bem adaptada a esta cepa
de SLEV, de forma que, em concentracdes mais baixas, 0 astrocito é capaz de coexistir com o
parasita intracelular.

Diversos virus como o Epstein-Barr (ZUO et al., 2011) e Herpes Simplex Virus 1
(IMAI et al., 2013) possuem em seu genoma regides codificantes de quinases, geralmente
utilizadas para driblar o sistema imunoldgico durante a infeccdo. Em contraste aos virus que
evitam a resposta imune do hospedeiro pela regulacdo por inibicdo de MHC na superficie
celular, os Flavivirus induzem a expressao de moléculas de MHC-I, Il e diversas moléculas
de adesdo, se utilizando deste sistema de sinalizacdo, que leva a lise celular por linfécitos T
citotoxicos, para aumentar a susceptibilidade do hospedeiro a infec¢do viral. Embora nédo
tenha sido encontrado na literatura informacdes sobre a adaptacdo de células de vertebrados a

infeccdo por SLEV em cultura, essa possibilidade deveria ser levada em consideracéo, pois
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uma adaptacdo de astrécitos em cultura ao virus poderia comprometer a interpretagdo dos
resultados obtidos ou poderiam sugerir, como afirmou Diniz et al. (2006), que os astrocitos
poderiam estar relacionados a infecgdes cronicas também por SLEV. Como mencionado,
anteriormente os astrocitos expressam MHC, teoricamente, caso houvesse adaptacdo a cepa
viral de forma a permitir a coexisténcia entre astrdcitos e virus de forma cronica, uma das vias
que poderiam sofrer downregulation seria o0 complexo de histocompatibilidade principal. Para
testar se 0s astrocitos em cultura apresentavam adaptacdo ao virus permitindo esta
“coexisténcia” com SLEV estas células foram testadas para ativacdo do sistema imunoldgico
via MHC-1. Embora astrocitos in vitro apresentem por si s6 um aumento na expressao de
MHC-I, apds a infeccdo por SLEV e OROV as células em cultura apresentaram intensa
modificacdo no padrdo de expressdo de MHC-I, proporcional ao aumento da concentracao
viral na amostra, sendo 0s maiores aumento de expressdo de MHC-1 observados no SLEV néo
diluido, sugerindo que, caso exista adaptacdo do astrdcitos ao virus, esse ndo perde sua
capacidade de apresentacdo deste antigeno. As culturas de células imunomarcadas para MHC-
| foram fotografadas e submetidas a quantificacdo da densidade integrada de pixels, com
auxilio do Software ImageJ 1.33u (UTHSCA, CA, USA) (Figura 9). Foi observado um
aumento significativo de 43,9% e 31,12% da expressdo de MHC-1 em astrécitos infectados
por SLEV na concentracdo nao diluida e a 5E-01, respectivamente. A exposi¢do de astrécitos
ao OROV na concentracdo de 1E-02 também resultou em astrogliose com aumento de
49,73% na expressao de MHC 1. Esses achados mostram os receptores de MHC-I de
astrocitos sdo capazes de reconhecer peptideos virais de SLEV e OROV que, ao ser ativados,
disparam a via de sinalizagdo imunolégicas que culmina na ativacdo de células CD8+ para o
CNS.
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Figura 7: Imunofluorescéncia em culturas de astrécitos ap6s 6 dias de infecgdo por SLEV e OROV.Coloracdo com DAPI e anticorpos especificos. As cabegas de setas
brancas no MIAF de SLEV e de OROV néo diluido demonstram a localizagdo perinuclear das particulas virais e a destruigdo nuclear durante o processo de morte
celular que, com a ruptura do envoltério nuclear, tem seu contetdo de &cidos nucléicos espalhado pelo citoplasma. As setas brancas na marca¢do com GFAP de SLEV
ndo diluido apontam para ndcleos em processo apoptdtico. Escala = 50uM.
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Caspase 3 em astrocitos
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Figura 8: Imunomarcacdo anti-caspase-3 clivada em astrdcitos ndo infectados e infectados por dilui¢Ges seriadas
de SLEV e ORQV 1%. Teste U de Mann Whitney, p <0,05 (*).
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Figura 9: Analise por densitometria de pixel da expressdo de MHC-1 em astrécitos ndo infectados por SLEV e
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6 DISCUSSAO
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Como ja mencionado a SLE apresenta baixa incidéncia em humanos. E mesmo
quando presente, seu diagndstico é dificultado, visto que pode se assemelhar a episédios
isquémicos transitdrios, insolacdo, intoxicacdo por drogas, encefalopatia metabdlica,
distdrbios hidroeletroliticos, além de suas caracteristicas clinicas poderem se sobrepor a de
outras doencas como infecgdes por WNYV, enteroviroses, EEE, EEO, HSV, doenca da
arranhadura do gato, meningites por micoplasma, bactérias ou fungos, meningites bacterianas
parcialmente tratadas, leptospirose e encefalite por Listeria (MONATH, 2012). Além disso,
ainda ndo existe relato de medicamento antiral eficaz no tratamento da SLE, nem vacina que
previna seu surgimento. Por isso, é importante conhecer-se mais sobre esta doenca e acerca de
como o virus interage com células da barreira hematoencefélica se instalando no CNS, pois
este fenbmeno é crucial na etiopatogenia da encefalite pelo virus de Saint Louis.

A cepa BeH355964 foi isolada de um paciente infectado pelo virus em 1978 em
Bélem, PA, Brasil (PINHEIRO et al., 1981; apud RODRIGUES et al., 2010). Rodrigues et al.
(2010), em uma anélise filogenética baseada no gene E do SLEV, encontraram que este virus
se encontra amplamente distribuido nas américas, com 30 cepas no Brasil, inclusive
demonstraram a presenca de uma nova linhagem viral (V1) na Amazonia brasileira. Segundo
eles, a cepa pesquisada no presente trabalho pertenceria a linhagem Vb. Embora ndo tenham
sido encontrados relatos sobre a neuroviruléncia desta cepa, Brinton e Dispoto (1988)
relataram que a regido ndo codificante do término-5’ era uma regido extremamente
conservada entre cepas de SLEV. E que trés outras cepas de SLEV, de baixa viruléncia,
apresentavam uma Unica substituicdo de base na posicdo 16, porém a cepa BeH355964 ndo
foi estudada por eles, de forma que nada se pode afirmar sobre a viruléncia dela. De acordo
com estes autores a estrutura secundaria do RNA viral (vVRNA) é funcionalmente importante
na determinacdo da viruléncia de uma cepa viral, pois pode influenciar na acessibilidade ao
coédon de iniciagdo pelas proteinas envolvidas na traducdo do VRNA. Por exemplo, fendmenos
de translocacdo génica, adicdo ou delecdo de bases no RNA viral podem resultar em
modificagdes na estrutura secundaria desta molécula. Quando o acesso ao codon de iniciacéo
pelas proteinas da traducdo se encontra dificultado, essa molécula pode ndo ser traduzida com
tanta eficiéncia quanto ocorre com cepas virulentas, que apresentam facil acesso ao cddon de
iniciacdo, resultando em producdo de menos particulas virais € menores titulos ou, em casos
de mutacOes extremas, a molécula de RNA viral pode sequer ser traduzida.

Ainda sobre os determinantes genéticos para a viruléncia do patégeno, Maharaj et al.,
(2011) utilizaram viroses quiméricas de SLEV e WNV para fazer infec¢do in vitro de células
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de vertebrados (VERO e pato) e de invertebrado (Culex) observando que, em ambas as
linhagens de vertebrados, os titulos de WNV foram cerca de 100 vezes maior do que de SLEV
e que, os fendtipos quiméricos exibiam alteracdo de crescimento e citopatogenicidade. Ja
Ciota et al. (2014), avaliaram o potencial de adaptacdo de SLEV para um possivel novo
hospedeiro (carrapato) e observaram que com uma minima mudanga na sequéncia genética
consensual do virus ele passava a ser capaz de infectar o carrapato. No entanto, ao longo das
varias passagens por células de carrapatos, os virus perderam sua capacidade de infectar
células de vertebrados. Esses achados nos levaram a questionar se a resisténcia encontrada na
infeccdo de astrocitos ndo poderia ser decorrente de alteracGes génicas acumuladas ao longo
das passagens dos virus em culturas celulares para producdo de novos estoques virais.
Justamente para descartar a possibilidade de que poderia ter ocorrido adaptacdo do SLEV aos
astrocitos, levando a uma falsa resisténcia da célula ao virus, optou-se neste trabalho por
produzir o estoque viral em linhagem de invertebrado, C6/36 de Aedes albopictus, a qual o
virus encontra-se bem adaptado atingindo maiores titulos quando cultivados, e testa-los de
forma comparativa em duas linhagens de vertebrados mamiferos, a de células VERO e a
cultura primaria de astrdcitos de camundongos Swiss.

Os métodos de PFU, MTT e outros, que avaliam a morte celular, citotoxicidade,
dentre outras caracteristicas, possuem importante valor diagnéstico em pesquisa com virus
permitindo a estimativa do niUmero de particulas virais viaveis em uma determinada amostra.
Embora seja possivel estimar o nimero de virus viaveis em amostras, sabe-se que estes
valores sdo aproximados, ndo representando muitas vezes um ndmero exato. Isto se torna
evidente ao se observar a diferenca entre os titulos obtidos por PFU (7,7E+08 PFU/mI) e
MTT (1,58E+09 TCID50%/ ml) neste trabalho, ndo sendo possivel afirmar qual dos titulos
seria 0 mais proximo do numero real de particulas virais nas amostras que compunham o
estoque viral empregado. A dificuldade de comparagao dos resultados obtidos pelos diferentes
métodos de titulacdo se da pela propria metodologia empregada em cada teste.

No ensaio de formacéo de placas, teoricamente, cada particula infectante, ao penetrar
uma célula em cultura, originaria uma placa de lise pela ruptura da membrana plasmatica da
célula infectada, e o nimero de placas de lise, ao serem contados resultariam no titulo viral da
amostra. Na pratica, 0 que muitas vezes pode ocorrer, € que ndo apenas um, mas centenas de
virus poderiam infectar uma Unica célula em cultura, originando uma Unica placa de lise.
Além disso, é possivel que um virus ativo ao ser colocado em meio de cultura ndo consiga

infectar nenhuma célula, o que também depende de fatores como a prépria confluéncia das
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celulas em cultura. Dessa forma, na pratica, 0 método de PFU poderia ndo traduzir a
quantidade de virus numa amostra.

Obviamente ainda existem diversos fatores intrinsecos e extrinsecos ao processo de
titulacio que podem causar interferéncia alterando os valores do titulo viral. E sabido que
fatores como temperatura de acondicionamento e manipulagdo das amostras, ou mesmo a
propria calibracdo e o fator humano, que estdo diretamente ligados a experiénia de quem
executa o experimento, poderiam resultar em diferentes concentragdes virais em aliquotas de
uma mesma amostra.

O ensaio de MTT, por sua vez, avalia a funcdo das desidrogenases mitocondriais, que
reduzem o sal de MTT em formazana no interior das células (SIEUWERTS et al, 1995). O
teste parte do principio que a infeccdo viral causaria morte celular e, desta forma, as células
mortas sdo incapazes de converter o MTT em formazana. Porém, este teste ndo é capaz de
discriminar células que estdo em processo de apoptose por outras causas que nao a infeccao
viral, ou mesmo as que ja reduziram parcialmente seu metabolismo por outros fatores como
senescéncia ou fase do ciclo celular, por exemplo, reduzindo assim, sua capacidade
mitocondrial e/ou nimero de mitocdndrias citoplasmaticas, que pode variar entre diferentes
linhagens de células como VERO e astrdcitos. Além disso, caso exista uma certa adaptacdo da
célula em cultura ao patdgeno, no caso o SLEV ou OROV, também héa possibilidade do virus
coexistir no interior celular se replicando sem induzir a morte celular ou alteragbes no
metabolismo mitocondrial, o que resultaria em valores de leitura do teste discrepantes.

Contudo, havia necessidade de estabelecer uma correlacdo entre os dois métodos de
titulacdo para assegurar um valor mais exato de particulas virais infectantes numa
determinada amostra. E, uma vez que o processo de inoculagdo viral em uma cultura de
células é semelhante a uma distribuicdo randdémica de particulas sobre uma superficie,
Graentzdoerffer e Nemetz (2003) langaram méo da andlise estatistica da probabilidade de
distribuicdo randomica de eventos, descrita em 1837 por um matematico francés chamado
Siméon Denis Poisson, conhecida como Distribuicdo de Poisson, para correlacionar os titulos
virais obtidos por PFU e MTT. Assim, o valor de PFU seria igual ao titulo obtido por MTT
multiplicado por 0,69. Neste trabalho, o titulo obtido de PFU de acordo com esta formula foi
de 1,09E+09 PFU/mI. Isso demonstra que, apesar dos valores obtidos por PFU e MTT
parecerem distantes entre si, a0 serem estatisticamente corrigidos pela formula de Poisson,
estdo relativamente préximos, indicando que ambos 0s métodos poderiam ser utilizados em

pesquisas futuras para calculo de titulo viral.
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Atualmente existem diversos outros métodos para determinacdo do numero de
particulas virais em uma amostra como a microscopia eletronica de transmisséo (Steffens,
1998), o TRPS (tunable resistive pulse sensing) (ROBERTS et al., 2012), a citometria de
fluxo (STOFFEL et al., 2005), a PCR quantitativa (QPCR) (O’LEARY et al., 2003), também
chamada de PCR em tempo real e o ensaio enzimatico ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) (KUBY et al., 2007). Todos apresentam vantagens e desvantagens e, talvez, alguns
sejam até executados mais rapido que o teste de PFU e MTT, porém, esses testes ainda
possuem a desvantagem de ser de alto custo quando comparados aos métodos tradicionais.

Uma vez realizado o titulo viral, prosseguiu-se com a identificacdo da presenca do
genoma viral nas culturas trabalhadas nesse estudo. Para tanto, utilizamos o PCR como
ferramenta para esse objetivo. Dessa forma, identificamos 0 RNA em ambas as culturas o que
nos impeliu a analise mais detalhada da resposta dos astrocitos frente a infecgdo com SLEV.

Uma forma confidvel e consistente de avaliar a resposta astrocitaria envolve a
observacdo de alteragdes morfoldgicas que incluem a maior frequéncia e espessura dos
filamentos intermediarios e, consequentemente, de proteinas constitutivas desses processos,
como a proteina acida fibrilar glial (GFAP), de forma que astrdcitos ativados apresentam uma
expressdo robusta de GFAP (PEKNY et al., 2014; MIDDLEDORP et al. 2011). Em seus
experimentos Mishra et al. (2007) observaram que no grupo controle (sem virus) 0s astrocitos
possuiam caracteristicas morfoldgicas de astrocitos em repouso. Quatro dias pds-infeccdo por
JEV, 0s processos astrocitarios se mostraram mais longos e espessos, um padrdo associado a
ativacdo astrocitica ou astrogliose, além de um aumento na expressdo de GFAP. De dois a
quatro dias pos-infeccdo, houve um aumento significativo na quantidade de astrocitos
ativados. De modo semelhante, neste estudo foi mostrado que a invasdo dos astrdcitos pelo
SLEV desencadeia astrogliose com acentuada expressédo de GFAP e aumento da densidade de
prolongamentos citoplasmaticos destas células em concentragbes virais inferiores a
concentracdo nédo diluida de virus onde se observa hipertrofia astrocitaria com aumento no
numero e espessura de prolongamentos citoplasmaticos, caracteristicos de sua ativacao.

Chen et al. (2010) afirmaram que astrocitos ndo foram afetados significativamente em
sua morfologia apos infeccdo por JEV, por outro lado, Mishra et al. (2007) observaram efeitos
citopaticos em culturas de astrocitos apos quatro dias de infecgdo por JEV. Em nossas culturas
de astrocitos, foi observado efeito citopatico apds seis dias de infeccdo por SLEV somente
quando utilizada a concentracdo ndo diluida de virus, ja nas outras culturas, em que foram

incubadas concentragdes relativamente inferiores, ndo foram observadas alteragdes
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morfologicas compativeis com dano celular. Além disso, observamos que a infecgdo de
astrocitos por SLEV, confirmada pela anélise imunocitoquimica, ativa a via apoptotica
dependente de caspase-3 nestas células. A guantificacdo de células positivas para caspase-3
clivada revelou que a concentracdo ndo diluida de SLEV causa aumento da morte celular
programada e que concentracdes menores respondem a infecgdo também com significativo
aumento de caspase-3, porem, com menor intensidade. Confirmando, juntamente com outros
resultados, como a identificacdo de MIAF anti-SLEV no interior celular que € muito baixa em
diluicdes mais altas de virus, que os astrocitos sdo células resistentes a infeccdo por SLEV.

Diniz et al. (2006), por sua vez, mostraram que, ap0s infeccdo por WNV, a cultura
primaria de astrécitos demonstrou efeitos citopaticos com alteragdes morfoldgicas leves a
partir do oitavo dia pos-infeccdo, se estabilizando por volta do 30° dia. E que os astrécitos
infectados assumiram uma morfologia alongada com grandes prolongamentos citoplasmaticos
antes de sua morte. Segundo esses autores, no quarto dia pos-infeccéo, aproximadamente 30%
das células remanescentes estavam em apoptose de acordo com a coloracdo de TUNEL.
Diante de seus resultados, esses autores concluiram que a infeccdo de astrécitos por WNV
ocorre de forma lenta e algumas células ndo demonstram sinais de infeccdo podendo ser
cultivadas com sucesso por até 114 dias e apresentando producdo de particulas virais
infecciosas, porém sem alteragdes citopaticas, mantendo, portanto, um estado de infeccdo
persistente e permissivo. Sugerindo que os astrocitos poderiam, entdo, ser responsaveis por
infeccdes virais crénicas ou persistentes devido a manutencdo do WNV no CNS. Este fato
também foi confirmado por Hussmann et al. (2012) que afirmaram que a susceptibilidade
reduzida do astrocito ao WNV ocorre devido ao atraso na replicagdo do genoma viral e a
reducdo da infeccdo célula-célula dependente de interferon. Nesse sentido, os astrocitos
poderiam regular a disseminagdo de WNV no CNS e, por isso, séo um alvo para a melhora da
neuropatologia do WNV.

Em nosso estudo foram observadas alteragcdes morfologicas em astrocitos semelhantes
as descritas por Diniz et al. (2006). Apds seis dias de infeccdo com 7,7E+08 PFU/mI (sem
diluicdo) encontramos 79,85% de astrocitos ndo vidveis. Uma taxa de mortalidade de 50% dos
astrocitos em cultura foi observada em uma concentragdo entre 7,5E-01 a 5,0E-01. J4, quando
observamos as células VERO, a taxa de mortalidade de 50% de ceélulas ocorre com a
concentracdo de 1,0E-03, demonstrando que, de fato, existe uma grande resisténcia dos
astrocitos frente a infeccdo por SLEV. Futuros trabalhos precisam ser feitos para verificar a
existéncia de um padréo de infeccdo cronica de SLEV em astrocitos semelhante aos estudos
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com WNV referidos no paragrafo anterior, o que poderia justificar o longo periodo de
recuperacdo pos-encefalite e sequelas decorrentes da enfermidade.

De forma semelhante a observada em nossos experimentos com SLEV, Diniz et al.
(2006) observaram que a distribuicdo do WNV em astrécitos infectados também se dava
numa localizacdo perinuclear. Também em 2006, Uchil et al. observaram que uma porcéo
significante (20%) da atividade de RNA total dependente de RNA-polimerase (RdRp) em
células infectadas por WNV, JEV e DENV encontravam-se no nucleo juntamente com as
principais proteinas replicases NS3 e NS5 de JEV. Demonstrando, dessa maneira, demonstrou
a localizacéo e sintese de VRNA ocorrendo no nucleo. Em sua hip6tese, o nucleo da célula
hospedeira funcionaria como um sitio adicional para a presenca de complexos ativos de
replicase. Afim de entendermos a localizacdo perinuclear de anticorpo anti-SLEV observada
em nossos experimentos, futuros estudos necessitam ser realizados para verificar se também
existe a presenca e a sintese de VRNA no nucleo das células do CNS.

A baixa infectividade dos astrdcitos por SLEV pode residir na capacidade dos
astrécitos conviverem com o parasita intracelular em baixos titulos, sem que seja acionada a
via apoptotica ou na variada funcdo dessas células, destacando-se seu papel neuroprotetor no
CNS, principalmente por ser fonte de producdo de fatores neurotroficos e neurotrofinas
(VILLOSLADA; GENAIN, 2004). Isso pode ser sugerido a partir de nossos achados que
mostram culturas infectadas com baixas taxas de mortalidade mostrado tanto por MTT como
por marcacdo anti-caspase 3 ativada, somente com algum comprometimento importante da
viabilidade celular com concentracdes cujo titulo viral ndo estava diluido ou diluido apenas
uma vez. Mishra et al. (2007) afirmaram que astrdcitos apresentavam aumento nos niveis de
CNTF em encefalomielite disseminada aguda e de NGF nas encefalites virais, alteracdes
associadas a neuroimunomodulagdo e neuroprotecdo. Segundo Chen et al. (2010), astrocitos
infectados por JEV em animais e culturas primarias eleva a expressdo de varios genes
incluindo IL-6, MCP-1, RANTES, IP-10, GFAP, GLAST, GLT-1, NGF, CNTF e BDNF.
Mishra et al. (2007) demonstraram que a infec¢do de astrocitos por JEV induziu a producédo
de fatores neurotréficos que reduzem o nivel de espécies reativas de oxigénio que,
sabidamente, contribuem para o0 estresse oxidativo e consequente produgéo de danos para as
células pela oxidacgéo de proteinas, DNA e lipidios.

Neste mesmo trabalho, os autores afirmam que a infectividade das células do CNS
pelo JEV atingia as diferentes populagGes celulares da seguinte maneira: neurénios ~90%,
microglia ~80% e astrocitos ~20-30%. Adicionalmente, 0os mesmos autores relatam que a
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morte neuronal por JEV foi acompanhada principalmente da ativacdo de microglia, células
que apresentam uma melhor competéncia imunoldgica quando comparada aos astrocitos
(NEUMANN, 2001). Nesse contexto, foi relatado que o meio de cultura condicionado por
micrdglia causou maior neurotoxicidade ao neurdnio do que o meio condicionado por
astrocitos infectados. Todos esses achados corroboram com a hipGtese de que ao ser
infectados, os astrocitos ativam as vias de resposta imunoldgica com mobilizacdo de células
de defesa e vias de manutencdo da homeostase para preservar a funcao neuronal. Assim, sua
resisténcia a apoptose poderia ser interpretada como uma estratégia evolutiva que objetiva
preservar ao maximo a fungédo do CNS.

Flavivirus como WNV induzem a expresséo na superficie celular de MHC-1, MHC-II
e moléculas de adesdo como ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) e E-selectina (KESSON;
CHENG; KING, 2002). As moléculas de MHC-I e MHC-II participam na ativacdo de
linfocitos TCD8 e CD4, respectivamente, desencadeando resposta imune adaptativa (ABBAS;
LICHTMAN, 2013). Abraham e Manjunath (2006) relataram que moléculas de MHC-I
apresentam regulacdo aumentada em astrocitos infectados por JEV, enquanto MHC-II
permanece inalterado. Além disso, a expressdo maxima de MHC-I na superficie de astrocitos
se deu com 48h p6s-infeccdo. Em nosso estudo, foi utilizado um periodo de incubacéo viral
de seis dias e foi demonstrado que a infeccdo de astrécitos por SLEV, de maneira semelhante
a observada com JEV, também desencadeia um aumento na expressdo de MHC-I pelos
astrocitos, principalmente nas culturas infectadas com concentracdes virais mais elevadas
como observado nas Figuras 7 e 9.

As proteinas das juncdes adesivas e zona oclusivas, claudinas e ocludina formam a
base estrutural de integridade da BBB, possuindo papel importante em seu funcionamento
(HUSSMANN et al., 2012). Verma et al. (2010) observaram que astrocitos corticais
expressavam multiplas metaloproteinases (MMPS), proteinas pertencentes a grande familia
das endopeptidases, que exercem uma fungéo primordial na migracéo leucocitaria, modulacéo
da atividade de citocinas e estdo relacionadas a ruptura da BBB . Embora os niveis de
expressdo de MMP sejam baixos, em condic¢des patologicas, as MMPs séo sintetizadas pela
maioria das células residentes do CNS. As MMP-1 e MMP-3, secretadas principalmente nas
primeiras 24 horas pos-infec¢do por WNV, e a MMP-9, que aumenta no terceiro e quarto dias
pos-infeccdo, secretadas por astrocitos, atuam sobre o endotélio da BBB acarretando em perda
das proteinas das jungdes comunicantes. Estes dados sugerem que astrocitos, como uma das

fontes de MMPs no cérebro, medeiam a quebra da BBB permitindo a entrada indiscriminada
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de células do Sistema Imune no cérebro, contribuindo para a patogénese do WNV (VERMA
etal., 2009; ROE et al., 2012).

Nossos resultados trouxeram novas perguntas sobre a interacdo entre astrécito e SLEV
e, tendo a intencdo de entendermos como se da a invacdo do virus no CNS devemos nos
preparar para passos futuros na direcdo de investigar a existéncia de infeccdo cronica de
astrocitos por SLEV, assim como ocorre com WNV; se existem fatores que impedem a
replicacdo do genoma viral no astrocitos com reducdo da infeccao célula-célula dependente de
interferon, como ocorre em WNV; se sdao formados complexos nucleares de replicase
flaviviral de SLEV assim como descrito para JEV; se a infeccdo por SLEV aumenta a
expressao génica de IL-6, MCP-1, RANTES, IP-10, GLAST, GLT-1, NGF, CNTF e BDNF,
bem como da regulacao de espécies reativas de oxigénio que desencadeiam estresse oxidativo
neuronal; qual o grau de infectividade de SLEV para cada célula do CNS; se a infec¢do por
SLEV causa aumento da expressao de moléculas de adesdo como ICAM-1 (CD54), VCAM-1
(CD106) e E-selectina; e se existe aumento da producdo de MMPs decorrente da infeccdo de
astrécitos por SLEV, assim como ocorre em WNV, ocasionando quebra da BBB pela perda

das proteinas das juncdes comunicantes, da zona de oclusdo e de adeséo.
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7 CONCLUSAO
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Neste estudo foi observado que embora exista grande resisténcia a infeccéo por SLEV,
os astrdcitos sdo células susceptiveis ao virus.

Ao penetrar os astrocitos o SLEV migra para uma regido perinuclear, onde se dard o
processo de replicacdo viral.

Os astrocitos respondem a infeccdo com ativagdo celular, caracterizada por hipertrofia
que se traduz principalmente pelo aumento da expressdo de GFAP, visivelmente localizado
nos prolongamentos citoplasmaticos e corpo celular.

Ocorre aumento na expressdo de MHC-I e ativacdo da via apoptética caspase-3
dependente que culminard em destruicdo nuclear e morte celular que é mais evidente em altas
concentragdes virais.

Além disso, foi observado que astrocitos também sdo susceptiveis ao Oropouche virus

que, desencadeia nestas células, respostas semelhantes a causada pela infeccdo por SLEV.
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APENDICE



Para o calculo do titulo viral por MTT € preciso:

1) Determinar o cut-off do teste com base no controle celular.
2) Estabelecer quais 0s pogos positivos e negativos de acordo com o cut-off
3) Aplicar o método de Reed e Muench para o célculo do titulo viral.

CUT-OFF= média das absorbancias do controle celular — 2X DP

68

Depois de aplicar o método de Reed e Muench, ajustar o titulo ao volume de 1000uL,
sempre considerando que o titulo encontrado sera correspondente ao volume da diluicdo
utilizada no experimento. Por exemplo: O ensaio de MTT foi realizado com 200uL das
diluigoes virais. O titulo encontrado foi 10 ®° em 200uL, j& em 1000uL o titulo é de 5 X

10*°TCID50%/mL. E dessa forma que se deve expressar o titulo.

Para calcular Reed e Muench é preciso ter no minimo 4 amostras de cada dilui¢éo
viral. Depois de saber quais 0S pogos positivos e negativos, deve-se preencher a seguinte

tabela para o calculo:

Diluicdo viral | negativo | positivo | negativo positivo Razéo Taxa
(%)
10! 6 0 48 0 48/48 100
10 6 0 42 0 42142 100
10° 6 0 36 0 36/36 100
10" 6 0 30 0 30/30 100
10° 6 0 24 0 24/24 100
10° 6 0 18 0 18/18 100
10”7 6 0 12 0 12/12 100
10° 4 W 2 6 2 6/8 751
-9
10 2 4 2 6 2/8 25 4
101° 0 0 0 6 0/6 0

EE— Esta seta indica o sentido da soma das linhas da tabela. Na raz&o, soma-se os
negativos acumulados (soma da primeira coluna) e divide-se pela soma dos negativos e
positivos acumulados (soma da segunda coluna). Isso resultard na taxa, onde deve-se
encontrar o valor das diluigdes mais proximas a 50%. * na tabela, a dilui¢do que infecta 50%

das células esté entre -9 e -10 (75% e 25% respectivamente).

Depois aplicar a férmula para o calculo da dist. proporcional:

X = Diluicéo acima de 50% - 50

Diluicdo acima de 50% - diluigdo abaixo de 50%

Por exemplo: X = 75-50/75-25 = 25/50 = 0,5. Portanto X=0,5
TCID50%= Log. Dil. Acima de 50% + X= 8 +0.5=8,5

TCID50%= 10 ®° ( considerar a diluicdo usada no experimento)

Por ex.: se foi 200uL, o titulo 5 X 10 #*TCID50%/ mL ou em 1000uL.



