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APRESENTACAO

A obra “Dindmica das Doencas Infecciosas” que aqui temos o privilégio de
apresentar, compde — se inicialmente de dois volumes.

Na medicina sabemos que uma doenca infecciosa ou transmissivel é uma
doenca ou disturbio de fungbes orgénicas, causada por um agente infeccioso ou
suas toxinas através da transmissao desse agente ou seus produtos por meio de
hospedeiro intermediario vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que vocé possui agora em maos,
essencialmente trata de qualquer doenca causada por um agente patogénico, os
quais podemos incluir prions, virus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada
vez mais a evolugao biotecnolégica tem nos permitido conhecer mais sobre o0s
microrganismos causadores de infeccdes em humanos, e o material apresentado
e elencado aqui nos oferece essa visdo e nos leva a compreender os motivos do
estabelecimento dainfeccéo, das co-infecgdes agregando valor para o discernimento
e compreenséao das doencas infecto-parasitarias. Adisponibilizacéo destes trabalhos
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importancia de uma
comunicacao cientifica sélida.

Esse primeiro volume compreende capitulos bem elaborados e desenvolvidos
por profissionais de diversas regides do pais com diferentes linhas de pesquisa
no campo das doencgas infecciosas demonstrando a dindmica das doencgas tais
como a leptospirose, a meningite, o virus da dengue, a hepatite C, a malaria, a
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilancia
epidemiolbgica, choque séptico, microRNAs, biogénese, febre amarela, hepatite
B, enterobacteriaceae, resisténcia, antibiotico, doenca de Chagas, meningite, zika
virus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observagbes a dindmica das
doencas infecciosas.

Portanto, a obra “Dindmica das Doencgas Infecciosas — volume 2” pretende
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes
do territorio nacional de maneira concisa e didatica. Entendemos que a divulgacéao
cientifica € fundamental para o desenvolvimento e avanco da pesquisa basica
em nosso pais, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores
divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A dengue é uma doenca febril aguda
causada por um virus do género Flavivirus,
familia Flaviviridae, endémica nas regides
tropicais e subtropicais do planeta. O agente é
um virus com RNA de fita simples, classificado
em cinco sorotipos distintos: Virus Dengue
(VDEN) 1, 2, 3,4 e 5. As respostas imunolégicas
inatas e adaptativas do hospedeiro exercem
importante funcéo na determinagédo da histéria
natural das infeccdes virais, especialmente na
dengue. Neste contexto vem sendo observado
nos ultimos anos que é cada vez mais comum
a presenca de pequenos RNAs nos processos
de infeccdo viral, assim como de defesa
imunolégica, tornando necessario o melhor
entendimento do papel destes pequenos RNAs
durante a infeccdo viral por VDEN. Sendo
assim, avaliamos a expressdao dos miRNA-15,
mMiRNA16 e das vias de caspase 3 e 7 em
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linhagens celulares continuas/humanas durante a infec¢gdo pelos virus DEN-1. As
células foram extraidas utilizando beads magnéticas e guardadas a -700C até o
momento de uso, para a quantificacdo da carga viral foi utilizado o método TagMan
com sondas marcadas em conjunto com o0 método de quantificagcao por curva absoluta
através de um plasmideo clonado em vetor do genoma dos quatro sorotipos, além
de sondas marcadas para os miRNA usados no estudo. A quantificacédo da via de
caspase 3 e 7 foi realizado com o uso de marcadores utilizando luciferina. Foi possivel
observar uma relacdo entre as vias de apoptose e os miRNAs-15 e 16, além dos
mesmos demonstrarem que células hepaticas de origem humana sofrem mais intenso
processo de apoptose durante infeccao por VDEN. Esses achados reforcam a hipotese
que estes miRNAs estao envolvidos com o processo de apoptose durante a infeccao
por VDEN e que isto acaba por agravar a infeccéao principalmente nos hepatocitos.
PALAVRAS-CHAVE: Virus Dengue; miRNA; Apoptose

THE EXPRESSION ANALYSIS MIR-15 AND MIR-16 IN EXPERIMENTAL
INFECTION BY DENV1

ABSTRACT: Dengue is an acute febrile illness caused by a virus of the genus Flavivirus,
family Flaviviridae, endemic in the tropical and subtropical regions of the planet. The
agent has a single-stranded RNA virus, classified into five distinct Dengue Virus
(DENV) serotypes 1, 2, 3, 4 and 5. Innate and adaptive immune responses play an
important role in determining the natural history of viral infections, especially dengue.
In this context it has been observed that the presence of small RNAs in the processes
of viral infection, as well as immunological defense, is becoming increasingly common,
making it necessary to better understand the role of these small RNAs during the viral
infection by DENV. Therefore, we evaluated the expression of miRNA-15, miRNA16 and
caspase 3 and 7 pathways in continuous/human cell line during infection with DENV-1.
The cells were extracted using magnetic beads and stored at -700C until the time of
use. The TagMan with probes method was used for the quantification of the viral load in
conjunction with the absolute curve quantitation method using a cloned vector plasmid.
genome of the four serotypes and labeled probes for the miRNAs. The quantification of
the caspase 3 and 7 pathway was performed using luciferin markers. It was possible
to observe a relationship between the apoptosis pathways and miRNAs-15 and 16
and the human liver cells undergo more intense apoptosis during DENV infection.
These findings support the hypothesis that these miRNAs are involved in the apoptosis
process during DENV infection may worsen the infection in hepatocytes.
KEYWORDS: Dengue virus; miRNA; Apoptosis
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11 INTRODUCAO

O virus dengue (VDEN) é um dos mais importantes arbovirus que afetam
seres humanos em todo o mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), aproximadamente 100 milhdes de casos de doenca por dengue sao
relatados anualmente em mais de 100 paises diferentes no mundo, onde o VDEN
€ responsavel por mais de 500.000 casos hemorragicos e 22.000 mortes (BHATT
et al., 2013).

A dengue é uma doenca febril aguda, causada pelo VDEN, pertencente a
familia Flaviviridae, género Flavivirus e estd amplamente distribuida em todos os
continentes, com excecédo da Europa. O VDEN é transmitido para o homem por
meio da picada da fémea de mosquito Aedes aegypti infectada (TEXEIRA et al.,
2003). O virus possui quatro sorotipos distintos VDEN1, VDEN2, VDEN3 e VDEN4
com manifestacdes clinicas que vao de casos classicos a graves, podendo evoluir
para 6bito (CHAMBERS et al., 1990).

A partir de avancos em tecnologias moleculares de sequenciamento e
analise de expressao génica, foi constatado que os microRNAs (miRNAs) possuem
um papel importante em diversos processos do desenvolvimento, proliferacéo e
diferenciacao celular, carcinogénese e resposta imune, dentre outros (GAROFALO;
GROCE, 2011). Sendo esses pequenos RNAs possuem o potencial ideal para a
modulacdo da expressdo génica em infec¢des virais (MARQUEZ; MCCAFREY,
2008).

2| VIRUS DENGUE

O VDEN é formado por quatro sorotipos denominados VDEN-1, VDEN-2,
VDEN-3 e VDEN-4. Pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, tem como
principal vetor o mosquito Aedes aegypti e os seres humanos como hospedeiros
primarios (JOHNSON et al., 2005).

Morfologicamente, sdo virus esféricos, medindo cerca de 40-70 nm de
diametro. Contém um envelope de natureza lipoprotéica e 0 genoma composto de
RNA de fita simples, polaridade positiva (Figura 1) (CHAMBERS et al., 1990).
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Figura 1 — Estrutura morfol6gica do VDEN.
2.1 Epidemiologia

Cerca de 40% da populacdo mundial habita areas com elevado risco de
transmissdo da dengue, o que corresponde a aproximadamente, 3 bilhdes de
pessoas expostas ou em risco para o VDEN. De fato, calcula-se que ocorram cerca
de 100 milhées de casos sintomaticos de infeccdo por ano, com 500 mil casos de
dengue grave e, aproximadamente, 22.000 Obitos, segundo estimativas da OMS
(BHATT et al., 2013; CDC, 2015).

As infecgcdes por arbovirus ocorrem em todas as regiées do Brasil, incluindo
a regiao amazédnica. As epidemias por arbovirus como o VDEN representam risco
a saude de grande parte da populacéo, seja na area urbana seja na area rural
(CASSEB et al., 2013).

Epidemias de dengue, febre de chikungunya, febre do Zika e febre amarela
tornaram-se doencas de notificagdo compulséria no Brasil, sendo incluidas na Lista
Nacional de Notificacdo Compulséria de Doencas, Agravos e Eventos de Saude
Publica. Semanalmente, é divulgado, por meio da Secretaria de Vigilancia em Saude
— Ministério da Saude/SVS/MS, boletins epidemioldégicos contendo os numeros de
casos, de o6bitos e do coeficiente de incidéncia (BRASIL, 2017).

2.2 Organizacao gendmica e estrutura do RNA viral

O genoma do VDEN possui 11 kb de comprimento, tem uma estrutura do tipo
cap (m7GpppG) na extremidade 5’ e auséncia de cauda poli(A) na extremidade 3’
(BAUMA et al , 2010). Além disso, durante a infec¢cédo, o RNA viral evita ou suprime
a resposta antiviral do hospedeiro (BAUMA et al.,, 2010).

Atraducéo da ORF unica no reticulo endoplasmatico rugoso produz uma grande
poliproteina que é clivada co- e pos-traducionalmente nas proteinas maduras.
A porcao N-terminal da poliproteina traduz as proteinas estruturais C, prM e E,
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seguida por, sete proteinas néo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5) (Figura 2) (CHAMBERS et al., 1990; HOLMES et al., 2009).

l Tradugdo do genoma viral

Processo proteolitico da proteina viral
através das proteases do hospedeiro e
da protease viral NS2B/3

C M E NS1

VZSN

O =

Figura 2 — Estrutura genémica do VDEN

Além da regido codificante (ORF) das proteinas estruturais e ndo estruturais,
o virus também possui regides flanqueadas chamadas de regides nao codificantes
ou néo traduzidas 5°"UTR e 3'UTR. Essas regides, apesar de nao darem origem
a proteinas, estdo envolvidas de forma significante no processo de controle da
replicacao viral (BAUMA et al., 2010).

2.3 Ciclo De Replicacao E Patogénese Viral

Acredita-se que o VDEN, quando interage com receptores celulares, é
internalizado nas células por endocitose, pela proteina E do virion e pelos receptores
da membrana plasmatica. Existem também receptores especificos que facilitam
a adsorcao e fixacdao do virus a célula, quando ha presenca de anticorpos. Em
infeccdes sequenciais com sorotipos diferentes, € provavel que a entrada do virus
na presenca de anticorpos heterélogos acabe por atuar como fator para que ocorra
o desenvolvimento de casos de Dengue Grave (GUZMAN; HARRIS, 2014).

Os virions migram para as vesiculas pré-lisossomais ndo revestidas, e o
seu capsideo é liberado para o citoplasma, através de uma fusdao de membrana
mediada por acido. Para complementar este processo, € necessario que ocorra
com a diminuicdo do pH, uma alteracdo conformacional na proteina E. De trés a
seis horas depois da liberacdo do genoma viral, a sintese de RNA viral ja pode
ser detectada, sendo os titulos maximos variaveis em diferentes tipos de célula.
Alguns tipos de células de vertebrados nao mostram efeitos citopaticos, tornando-

se infectadas crbnicamente, porém, entre os efeitos observados, incluem-se
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vacuolizagcao e proliferacdo de membranas intracelulares (Figura 3) (CHAMBERS
et al., 1990).

Depois de introduzido no organismo, o VDEN é conduzido por células
dendriticas DC-SIGN+ para células musculares estriadas e lisas, fibroblastos e
linfonodos, onde faz sua primeira replicacdo. Em seguida, ocorre a viremia e o virus
€, por meio do sangue, disseminado por todo o organismo. Sua circulagdo se da
de forma livre ou por meio de monécitos. O VDEN tem maior afinidade por células
mononucleares, sendo tais células o principal sitio de replicacdo (DAHER, 2005).

2. Receptor mediado
por endocitose

1. Entrada

Endossomo - ) Menjbrada
§ induzida pelo

virus

4. Tradugéo e Replicagao

Golgi

SN
Reticulo
endoplasmatico
rugoso

5. Maturagao

Figura 3 — Visdo geral das diferentes etapas do ciclo de replicagdo do VDEN, da ligacéo a
célula hospedeira até a liberagéo do virus

A infeccdo com um sorotipo do VDEN resulta em imunidade sobre aquele
sorotipo apenas; a resposta imunologica ao sorotipo primario causa reacéo cruzada
e protecao contra outros sorotipos heter6logos apenas durante os primeiros meses
apos a infecgéo primaria (CLYDE et al., 2006).

Acredita-se que a protecao sorotipo-especifica € devida aos anticorpos
neutralizantes, as células T de memdéria especifica para VDEN, ou a ambos.
Os anticorpos policlonais do soro contra as proteinas prM e E sdo capazes de
neutralizar VDEN in vitro e, em conjunto com anticorpos para NS1, fornecem
protecao in vivo. Assim, uma vez que a pessoa tenha sido infectada por um sorotipo,
ela tera anticorpos homotipicos que conferem imunidade em longo prazo para este
sorotipo, porém, quando infectada por um sorotipo diferente, ha reacdo cruzada

com anticorpos heterotipicos pré-existentes que reconhecem o virus formando
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imunocomplexos instaveis (KAKUMANI et al., 2013).

31 APOPTOSE

A morte celular pode ser programada ou acidental. A morte programada ocorre
dependendo da via de sinalizagao e resulta em morfologia litica ou néo litica. Sendo
a apoptose uma forma de morte néo litica e imunologicamente silenciosa. Acredita-
se que a eliminacdo de células imunes do hospedeiro através do fenbmeno da
apoptose pode ser utilizada para beneficiar um patégeno infectante (MIAO, 2017).

Em 1972, Kerr et al., observaram um tipo especifico de morte celular em tecidos
humanos, no qual as células e os nucleos se condensavam e se fragmentavam, e
denominaram esse processo de morte celular como “apoptose”. Eles propuseram
que a apoptose é crucial para a regulacédo das populagdes celulares durante o
desenvolvimento e rotatividade dos tecidos (MIAO, 2017).

3.1 Apoptose e os virus

Para facilitar a sua replicacdo, os virus utilizam muitos fatores das células
hospedeiras, incluindo receptores, enzimas, fatores de transcricdo, organelas
e membranas. Em resumo, esses patdgenos acabam por comandar o ambiente
celular. Ao mesmo tempo, os virus devem contornar as respostas celulares que
evoluiram para limitar a sua replicacao (BEST; BLOOM, 2003).

A apoptose € uma dessas respostas celulares que limita tanto o tempo como
a maquinaria celular disponivel para a replicagdo do virus. Os virus utilizam uma
variedade de estratégias para evitar a apoptose e, desta forma, mantém o processo
de replicacéo de forma eficiente (EVERETT; MCFADDEN, 2002).

A existéncia de multiplos genes virais anti-apoptéticos em diversos grupos
de virus sugere que a apoptose € algo que os virus devem evitar a todo custo. No
entanto, como é frequente nos sistemas biologicos, a relagcédo entre a replicacéo
do virus e a apoptose €, na verdade, muito mais complexa. Alguns virus utilizam
diretamente componentes da via apoptética para facilitar a sua replicagao, tornando
assim esta estratégia eficaz contra respostas imunolégica contra estes agentes
virais (BEST; BLOOM, 2003).

Para ativacdo da apoptose, as caspases sao responsaveis pela cascata de
eventos a nivel celular. A caspase 3 cliva a maioria dos substratos celulares durante
a apoptose e é também responsavel pela clivagem das proteinas virais. As caspases
7, 6 e 2 também tém sido implicadas na clivagem de substratos de proteinas virais
(AL-MOLAWI et al., 2003, ELE’OUE et al., 2000, GRAND et al., 2002).
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4 | microRNAS

Definem-se como miRNAs pequenas moléculas de RNA fita simples com
aproximadamente 19-25 nts, ndo codificadoras de proteinas, que atuam como
mediadores da regulacdo da expressao genica poOs-transcricional (RICARTE;
KIMURA, 2006). Segundo Amaral et al. (2010) os miRNAs atuam em importantes
funcdes na célula como na proliferacao, na diferenciagao, na apoptose, na resposta
a estresse e na regulagado transcricional. Estudos comprovaram que os miRNAs
sofrem alteragbes em sua expressao em diversas doencas, elevando, desse modo,
sua importancia na patogenia das mesmas (RICARTE; KIMURA, 2006).

4.1 MicroRNAS e a interacao com virus

Um dos principios para combater quaisquer patdgenos se da pelo silenciamento
de um gene essencial a este patégeno ou de algum fator do hospedeiro que seja
essencial para o seu ciclo de replicacédo (PEREIRA; CENDES, 2013). Sampey et
al., (2012) sugerem que os virus sintetizam miRNAs por ndo serem antigénicos,
ao contrario das proteinas virais, sendo Gtil portanto, ao escape do sistema imune.
Outra vantagem seria que os miRNAs virais poderiam inibir a expressédo de genes
com propriedades antivirais.

Os miRNAs virais podem direcionar transcricoes virais e celulares, que se
envolvem sinergicamente com proteinas virais na reprogramacdo celular para
promover um ambiente celular favoravel para a conclusdo da replicacdo viral
(SKALSKY; CULLEN, 2010).

51 MATERIAL E METODO

5.1 Inoculacao em céluls humanas

As linhagens celulares Huh7.5 e HepG2 (células humanas, provenientes de
hepatocarcinomas), A549 (células humanas provenientes de carcinoma pulmonar)
e HEK-293 (Células embrionarias de rim humano) foram infectadas com a cepa de
VDENT1 proveniente do acervo viral da Se¢ao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
do Instituto Evandro Chagas, em 5 garrafas de 25 cm2, sob MOI de 1, utilizando o
método de adsorcao por uma hora a 37 °C. Para controle deste experimento, foram
mantidas de forma concomitante uma garrafa de células Huh7.5, HepG2, A549 e
HEK-293 néao infectadas, garantindo, assim, a qualidade do experimento.

5.2 Obtencao e analise do RNA
O RNA obtido das amostras cultivadas, em todas as linhagens celulares foram
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extraidos utilizando o kit comercial Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification
Kit (Promega, Madson, EUA), de acordo com as especificacbes do fabricante. A
determinacdo da concentracdo e pureza do material foi realizada com o auxilio
do aparelho Qubit 2.0 (Invitrogen), utilizando o kit comercial Qubit RNA Assay
(Invitrogen) conforme descri¢cdo do fabricante.

5.3 Quantificacao relativa da carga viral

Para a quantificacdo da carga viral foi utilizado o método descrito por Menting
et al (2011), utilizando o kit comercial GoTaqg Probe 1-Step RT-qPCR System
(Promega) em conjunto com o método de quantificagdo por curva absoluta através
de um plasmideo clonado em vetor pGEM Easy vector (Promega) do genoma do
sorotipos do VDENT1.

5.4 Quantificacao dos miRNAS por RT-qPCR

Para esse experimento foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Archieve Kit
(Applied Biosystems), conforme especificagbes do fabricante, para etapa de RT.
Realizou-se a substituicao do random primer (Applied Biosystems) pelo stem-loop
RT primer para cada miRNA maduro analisado.

A segunda etapa foi de amplificacdo (QPCR) onde utilizou-se o kit comercial
TagMan microRNA assays Human (Applied Biosystems) (miRNA-15 e miRNA-16)
conforme, descrito pelo fabricante utilizando a plataforma ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems).

5.5 Quantificacao da ativacao das vias Caspase 3 e 7

Para a quantificacdo da ativacao de caspase 3 e 7 foi utilizado o kit comercial
Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega), baseado em luminescéncia, e, para a sua leitura,
foi utilizado o aparelho GloMax Multi+ (Promega), de acordo com a descricdo do
fabricante.

5.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Expression
Suite v1.0 (Applied Biosystems), o programa R Project com o pacote de qPCR.Ct e
o pacote Prism Graph (Prism, inc). As amostras foram comparadas e os resultados
obtidos analisados por meio de analise de variancia (ANOVA), sendo que valores
de p igual ou inferior a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 | RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Perfil de quantificacao da carga viral durante a infeccao pelo VDEN1

Todos os ensaios e experimentos foram reproduzidos em triplicata bioldgica e
técnica, a fim de garantir qualidade e igual reprodutibilidade entre os seus resultados.

O estoque viral inicial apresentou cerca de 3,2x103 coépia/ul no sorotipo
estudado. Entdo foi realizado a inoculagdo do sorotipo VDEN-1, em todas as
linhagens celulares estudadas.

A quantificacdo viral foi realizada no intervalo de 24 em 24 horas p0s infec¢ao
(hpi) como é possivel observar na figura 4, demonstrando a carga viral de VDEN- 1
durante as 120 horas de infecgao.

Carga viral VDEN-1

1%105+
3 - Huh75
o |
B 1%10% -=- HepG2
E
S 41x10°- - A549
5 =% Hek 293
2 1x10%4
w
o
8 1x10'-
o

1x100

L] ] L] | ] L]
24 hpi 48hpi 72hpi 96 hpi 120 hpi
Horas pods infecgao

Figura 4 — Quantificagéo por RT-qPCR da carga viral do sobrenadante celular durante a
infeccéo por VDEN-1 em quatro diferentes linhagens celulares continuas de origem humana.

6.2 Ativacao de caspases 3 e 7 durante a infeccao por VDEN1

Na figura 5, observa-se a ativacdo das caspases 3 e 7 durante a infecg¢ao pelo
sorotipo de VDENT1 nas diferentes linhagens celulares. Pode-se observar o aumento
da ativacdo ao longo de 96 e 120 hpi quando comparado ao MOCK, evidenciando
maior ativacao nas linhagens de hepatdcitos, na quais, sabidamente o VDEN possui
maior afinidade.
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Figura 5 — Quantificagédo da atividade da caspase 3/7 durante infec¢do por VDEN-1, em quatro
diferentes linhagens celulares continuas de origem humana.

6.3 Expressao dos miRNAS-15 e miRNA-16 durante a infeccao por VDENT1

A expresséao foi realizada por meio de RT-qPCR das amostras coletadas
das células infectadas pelo sorotipo de VDEN1. Os resultados foram comparados
com amostras das diferentes linhagens ndo infectadas (MOCK), assim como, aos
controles endbégenos celulares, sendo estes os controles RNU48 e RNU-58 (Figura
6).

A quantificacdo do miRNA-15 demonstrou significdncia de p=0,005 para a
infeccdo por VDEN1 durante as horas p6s infec¢éo. A quantificacdo do miRNA-16
demonstrou significancia de p= 0,004 para a infeccao por VDEN1 durante as horas
pos infecgdo.
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Figura 6 — Quantificacdo do miRNA-15 e miRNA-16 durante a infecgdo nas quatro linhagens
celulares de origem humana por VDEN-1.

Os niveis de expressdo demonstraram ser semelhantes em ambos os miRNAs.
A linhagem de HepGz2 iniciou seu aumento de expressao as 48 hpi com aumento
~ 3 vezes, as demais linhagens tiveram sua maior expressao por volta de 72 hpi,
com excec¢ao da linhagem HEK-293, que obteve o pico de expressao a 120 hpi
alcangcando um aumento préximo a ~5 vezes.

A dengue é a arbovirose mais frequente na populagdo mundial, com cerca de
100 milhdes de casos da doenca sendo notificados a cada ano (BHATT et al., 2013).
Entre as formas de apresentacdo da doenca, com ou sem sinais de alerta, esta
associada a consideraveis taxas de morbidade e mortalidade em humanos, ainda
assim, ha poucos estudos com propostas terapéuticas para este virus apesar de
sua grande relevancia, assim como, déficit de profilaxias especificas.

Inicialmente é possivel observar a carga viral de VDEN1 em diferentes
linhagens celulares, destaca-se e explica-se o uso de duas linhagens celulares
de hepatécito, uma vez que, enquanto a linhagem celular HepG2 possui todos os
mecanismos imunologicos ativos; a linhagem celular Huh7 caracteriza-se por déficit
na ativacdo de IFN de tipo Il. Apesar das diferencas entre as linhagens utilizadas
destacou-se a 72 hpi a maior carga viral diante do sorotipo de VDEN1. Os resultados
obtidos sdo semelhantes aos determinados nos estudos de Umaredy et al (2007) e
Casseb et al (2016).

Estudos como o de Harris et al (2000) demonstram que diferentes linhagens
celulares continuas acabam se comportando de maneira diferente durante a
infeccdo pelos diferentes sorotipos de dengue, este fato repete-se na relagdo ao
VDEN-1 e a infec¢do na linhagem HEK 293. Onde se observou um padréo diferente
de titulo viral. Outros estudos como o de Medin et al (2005) acabam por observar a
mesmo padrao de replicagao viral nesta linhagem celular e os mesmos atribuem a
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receptores celulares envolvidos na penetracéo do virus.

Os miRNAs controlam a resposta imune inata do hospedeiro durante a infec¢ao
viral através da regulacéo de IFN-1 e de TLR. Alguns estudos vém relacionando uma
ligacdo dos miRNAs com o VDEN. De fato, Kakumani et al (2013) demonstraram
qgue miRNAs sao utilizados para controlar a resposta imunologica a infec¢des virais,
durante infeccao experimental com VDEN-2. Casseb et al (2016) ao utilizar cepa
de VDEN-4 apresentaram resultados semelhantes, sugerindo ainda que o virus
sintetize esses miRNAs. Estes resultados foram reproduzidos na infeccéo por
VDENT1 nas linhagens celulares infectadas, reforcando a hip6tese apresentada.

Um microRNA que se destaca devido sua relagdo com os processos celulares
€ o miRNA-15 sendo que este apresenta um importante papel na regulacdo da
morte celular por apoptose, onde ha estudos que demostram sua baixa expressao
e o relacionam com processos cancerigenos (AQEILAN et al., 2010). Estudos como
o de ZHENG; WANG (2011) demonstram que os niveis celulares de miRNA-15 sao
modulados em infec¢des experimentais por Papiloma virus.

AQEILAN et al., (2010) demonstraram também que o miRNA-16 relaciona-
se com o miRNA-15 durante as vias de apoptose e no processo de proliferacéo
celular. Sua regulacao em infecgdes virais apresentou o mesmo perfil em relacéao
ao miRNA-15 no estudo de EI-Abd et al., (2015).

Sun et al., (2015) também afirmaram que o VDEN desencadeia a apoptose em
células infectadas, no entanto esse mecanismo ainda ndo € bem compreendido. Em
seu estudo Casseb (2016) por outro lado observou que a expressao de ambos os
miRNAs esté elevada durante a infecgao viral por VDEN-4 em células de hepatocitos,
e que a mesma esta relacionada com um aumento na ativacao de caspases 3 e 7,
sugerindo entdo que essa seja a relacdo entre o VDEN e a apoptose.

Este trabalho reforca os achados de Casseb (2016) ao apresentar resultados
semelhantes para o sorotipo de VDEN1, assim como para diferentes linhagens
celulares, sugerindo que o VDEN regule a expresséo de tais miRNAS para facilitar
sua replicacao viral, assim como, os niveis de apoptose celular, como mecanismo
de interferéncia a resposta imune do hospedeiro.

Cimmino et al (2005) observaram que a apoptose celular poderia ser
desencadeada através da regulacao dos niveis da proteina BCL-2 (anti-apoptética)
por meio dos miRNAs-15 e 16; colaborando para este achado, Yu et al (2015)
observaram que a expressdao de miRNA-15 e 16 estd inversamente relacionada
com a da familia de proteinas BCL-2, dados esses que estdo de acordo com 0s
nossos resultados quando relaciona-se a expressao dos miRNAS-15 e 16 com os
niveis de ativacao de caspase 3 e 7, sendo estas efetoras do processo de apoptose.

No presente trabalho, todos os testes realizados com o sorotipo VDEN1,
independente da linhagem celular evidenciou os tempos a partir de 72 hpi até 96
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hpi como os de maior carga viral, evidenciando o pico de infeccao viral; a maior
expressdao dos miRNAs-15/16; assim como maior ativacdo de caspases. Sendo
assim, relacionando aos resultados de Casseb (2016) sugerimos que o VDEN
sintetize miRNAs ligados a vias celulares uma vez que sua expresséo foi semelhante
em todas as linhagens celulares utilizadas.

A superexpressao dos miRNA-15 e 16 relacionado ao pico de infec¢cao pelo
VDEN demonstra que esses miRNAs atuam na indugdo e regulagao da apoptose, de
fato, evidenciamos ainda a maior ativacao de caspases em células de hepatécitos,
células essas na qual o virus possui maior tropismo. Assim, o estudo relaciona os
padrdes estudados em VDEN1, em diferentes linhagens celulares, assim reforcando
a relacao entre o VDEN e os miRNAs.
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