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RESUMO  

O vírus Oropouche (OROV) é um arbovírus emergente responsável por milhares de 

casos de doença febril exantemática na região Amazônica. Como outros arbovírus, OROV pode 

causar complicações neurológicas em uma parte dos pacientes infectados. Embora tenha sido 

demonstrado que OROV pode atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) e causar infecção 

no sistema nervoso central (SNC) de camundongos neonatos e hamsters, pouco se sabe sobre 

os mecanismos patogenéticos associados à quebra dessa barreira. Já foi demonstrado que IRF-

5, um fator de transcrição ativado após reconhecimento de PAMPs (padrões moleculares 

associados a patógenos), é essencial no controle da neuroinvasão de OROV e outros arbovírus 

como WNV e LACV. Dessa forma, o objetivo deste projeto foi caracterizar o papel da 

expressão de IRF-5 em células endoteliais para o controle da neuroinvasão por OROV e 

explorar os fatores associados à infecção viral no SNC. Para tanto, analisamos a mortalidade, o 

tropismo viral e o infiltrado leucocitário no SNC de animais que não expressam IRF-5 em 

endotélio, utilizando o sistema Cre/LoxP de recombinação. Também caracterizamos a infecção 

por OROV e a expressão de genes da resposta imune inata e fatores de adesão endotelial em 

linhagens estabelecidas de células endoteliais. Além disso, examinamos o efeito de IRF-5 na 

integridade e passagem de vírus pela barreira endotelial e por modelos complexos que 

mimetizam a BHE. Por fim, utilizamos técnicas de bio-plex e RNA-seq para explorar a resposta 

de células humanas do SNC na infecção por OROV. Os resultados mostraram que 35% dos 

animais nocautes condicionais são vulneráveis à infecção, apresentando sinais de acometimento 

neurológico, como perda de equilíbrio e paralisia dos membros inferiores, alta carga viral no 

SNC (entre 104 e 108 eqFFU/g) e aumento do número e adesão de células imunes a 

microvasculatura cerebral, mesmo quando a infecção ocorre por meio da transferência de 

células imunes circulantes infectadas. Dessa forma, concluímos que a expressão e ativação de 

IRF-5 em células endoteliais é essencial para restringir o acesso ao SNC e a consequente quebra 

da BHE durante a infecção por OROV in vivo. Além disso, OROV infecta de forma produtiva 

as linhagens estabelecidas de células endoteliais de humanos (HBEC-5i) e murinos (BEND3). 

Enquanto as células HBEC-5i são altamente suscetíveis e permissivas à infecção por OROV, 

alcançando títulos entre 105 e 106 FFU/mL, as células BEND3 são parcialmente resistentes à 

infecção, com menor quantidade extracelular do vírus atingindo um máximo de 104 FFU/mL e 

sem efeito citopático aparente. Também foi possível observar uma forte resposta antiviral nas 

células endoteliais infectadas, com aumento da expressão de vias de sinalização, genes 

estimulados por interferon (ISGs) e fatores de adesão endotelial (ICAM, VCAM, e-selectina e 



 

p-selectina). Ainda assim, não houve modulação na expressão de junções oclusivas ou 

disrupção da barreira endotelial in vitro, apesar de ser possível recuperar vírus na câmara 

inferior em modelos de transwell, indicando que o vírus é capaz de cruzar a barreira endotelial 

sem causar danos celulares. Por fim, células gliais e neuronais humanas apresentam intensa 

resposta à infecção viral, com a liberação de citocinas, quimiocinas e modulação de vias 

celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

Oropouche virus (OROV) is an emerging arbovirus responsible for thousands of cases 

of exanthematous febrile illness in the Amazon region. As other arboviruses, OROV can cause 

neurological complications in a portion of infected patients. Although it has been demonstrated 

that OROV can cross the blood-brain barrier (BBB) and cause infection in the central nervous 

system (CNS) of neonate mice and hamsters, little is known about the pathogenetic mechanisms 

associated with the breakdown of this barrier. It has already been demonstrated that IRF-5 

(Interferon regulatory factor 5), a transcription factor activated after recognition of PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns), is essential in controlling the neuroinvasion of 

OROV and other arboviruses such as WNV and LACV. Therefore, the objective of this project 

was to characterize the role of IRF-5 expression in endothelial cells in controlling neuroinvasion 

by OROV and explore the factors associated with viral infection in the CNS. For this, we 

analyzed mortality, viral tropism and leukocyte infiltration in the CNS of animals that do not 

express IRF-5 in the endothelium, using the Cre/LoxP recombination system. We also 

characterized OROV infection and the expression of innate immune response genes and 

endothelial adhesion factors in established endothelial cell lines. Furthermore, we examined the 

effect of IRF-5 on the integrity and passage of viruses across the endothelial barrier and through 

complex models that mimic the BBB. Finally, we used bio-plex and RNA-seq techniques to 

explore the response of human CNS cells to OROV infection. The results showed that 35% of 

the conditional knockout animals are vulnerable to infection, showing signs of neurological 

impairment as loss of balance and limb paralysis, high viral load in the CNS (between 104 and 

108 eqFFU/g) and increased number and adhesion of immune cells to the brain 

microvasculature, even when infection occurs through the transference of circulating infected 

immune cells. Therefore, we conclude that the expression and activation of IRF-5 in endothelial 

cells is essential to restrict access to the CNS and the consequent breakdown of the BBB during 

OROV infection in vivo. Furthermore, OROV productively infects established human (HBEC-

5i) and murine (BEND3) endothelial cell lines. While HBEC-5i cells are highly susceptible and 

permissive to OROV infection, reaching titers as high as 105 and 106 FFU/mL, BEND3 cells 

are partially resistant to infection reaching a maximun of 104 FFU/mL, with lower extracellular 

amounts of virus and no apparent cytopathic effect. It was also possible to observe a strong 

antiviral response in infected endothelial cells, with increased expression of signaling pathways, 

interferon-stimulated genes (ISGs) and endothelial adhesion factors (ICAM, VCAM, e-selectin 

and p-selectin). Still, there was no modulation in the expression of tight junctions or disruption 



 

of the endothelial barrier in vitro, despite it being possible to recover virus in the lower chamber 

in transwell models, indicating that the virus is capable of crossing the endothelial barrier 

without causing cellular damage. Finally, human glial and neuronal cells present an intense 

response to viral infection, with the release of cytokines, chemokines and modulation of cellular 

pathways. 
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INTRODUÇÃO  

Aspectos Gerais  

Os arbovírus (arthropod-borne vírus) são vírus de RNA pertencentes a diferentes 

famílias virais que são transmitidos por vetores artrópodes hematófagos para pessoas e animais 

selvagens e domésticos. Aproximadamente 6,3 bilhões de pessoas vivem em áreas de risco para 

doenças causadas por vetores artrópodes, concentradas principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais do planeta (Messina et al., 2019). Em 2023 foram registrados mais de 1,5 milhão 

de casos do vírus da Dengue (DENV) apenas no Brasil (“Boletim Epidemiológico - Volume 54 

- no 13 — Ministério da Saúde,” n.d.). Anualmente é estimado que este vírus cause por volta de 

100 milhões de casos e 400 mil mortes, em cerca de 129 países (Messina et al., 2019). Vírus 

como o Chikungunya (CHIKV), Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV) e Oeste do Nilo (WNV) 

também são responsáveis por milhares de casos e mortes todos os anos. As estatísticas acerca 

da infecção por arbovírus foram crescendo nas últimas décadas e atingindo níveis sem 

precedentes. Estudos indicam que as causas principais podem estar associadas a urbanização, 

mudanças climáticas e a globalização (de Souza and Weaver, 2024).  

Os arbovírus se mantêm na natureza em ciclo enzoótico, o que significa que os vetores 

artrópodes podem ser infectados ao se alimentar do sangue de animais amplificadores 

portadores do vírus, que pode ou não se replicar e/ou causar doença nestes animais. Para ser 

capaz de disseminar a infecção os vetores artrópodes precisam que o vírus se replique no seu 

organismo. Entre os principais vetores podemos citar os mosquitos dos gêneros Aedes, como 

Aedes aegypti e Aedes albopictus, Cullex quinquefasciatus, moscas hematófagas como as do 

gênero Cullicoides e carrapatos. E seus hospedeiros em ambiente selvagem podem ser dos mais 

variados grupos de animais, como aves, roedores, primatas, entre outros (Weaver et al., 2018).  

A infecção de pessoas neste ciclo se dá por eventos de “spillover” onde ocorre a infecção 

acidental pela picada do vetor artrópode que carreia o vírus replicante. Para que isso ocorra é 

necessário o contato próximo entre os vetores que circulam o vírus em ambiente selvagem e 

populações que vivem em áreas florestais. Geralmente esse contato ocorre em locais com 

intensa ação do homem na natureza, como áreas de degradação ambiental, mineração e pecuária 

(de Souza and Weaver, 2024; Weaver et al., 2018).  

https://www.zotero.org/google-docs/?7iW7ut
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?x4moyh
https://www.zotero.org/google-docs/?LVNXi9
https://www.zotero.org/google-docs/?R9DpVF
https://www.zotero.org/google-docs/?XyxdTG
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Mudanças ecológicas causadas pelo homem também podem agravar esse cenário, 

levando a redistribuição de vetores e aparecimento de novos reservatórios animais para esses 

vírus. Alterações climáticas podem fazer com que os vetores artrópodes tenham sua distribuição 

geográfica, padrões de reprodução e sobrevivência alterados, afetando assim sua capacidade de 

transmitir arbovírus (Ortiz et al., 2021).  

A transmissão direta entre vetores e humanos também pode ocorrer quando se 

estabelece o ciclo urbano, ocasionando uma situação de epidemia quando ocorre de forma 

temporária ou endemia quando o ciclo se torna permanente. Esse tipo de transmissão pode 

ocorrer quando o vírus se replica com alto título virêmico nos humanos, permitindo a infecção 

dos vetores pela picada, e também quando existe uma alta disponibilidade de vetores no 

ambiente urbano (Weaver et al., 2018). Além disso, por serem vírus de RNA, possuem alta taxa 

de mutação inserida pela RNA polimerase RNA dependente viral durante o processo de 

transcrição e replicação, permitindo que ocorra uma adaptação do vírus a novos vetores e 

hospedeiros.  

Por ser um crescente desafio a saúde pública, pesquisas que visam o desenvolvimento 

de vacinas, métodos de diagnóstico, vigilância ambiental, medidas de controle e entender os 

fatores associados com a resposta imune e patologia são essenciais para o combate a arbovírus 

circulantes e a preparação em caso de emergência de novos arbovírus. Alguns arbovírus 

emergentes da região amazônica geram preocupação a saúde pública por serem responsáveis 

por um grande número de surtos na região, e que tem se intensificado nos últimos anos, como 

é o caso dos vírus Oropouche (OROV), Mayaro (MAYV) e o vírus da Encefalite Equina 

Venezuelana (VEEV). 

Orthobunyavirus Oropouchense (Oropouche virus) 

O Orthobunyavirus Oropouchense, conhecido popularmente como Oropouche virus 

(OROV), é pertencente à família Peribunyaviridae, gênero Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu 

(Hughes et al., 2020) . Sua estrutura é de um vírus envelopado, com capsídeo helicoidal e 

genoma segmentado de RNA polaridade negativa. O genoma de OROV é composto por três 

segmentos de RNA, denominados small (S), medium (M) e large (L) (Murphy et al., 1973). O 

segmento S codifica uma proteína estrutural de nucleocapsídeo (N) e uma proteína não 

estrutural, chamada NSs. Já o segmento M codifica duas glicoproteínas de superfície, 

denominadas Gc e Gn, e uma proteína não estrutural chamada NSm. Por fim, o segmento L 

codifica a RNA polimerase RNA dependente (Acrani et al., 2015; Tilston-Lunel et al., 2015). 

https://www.zotero.org/google-docs/?KaXCbW
https://www.zotero.org/google-docs/?J2esoH
https://www.zotero.org/google-docs/?93wzp0
https://www.zotero.org/google-docs/?WZ6gzu
https://www.zotero.org/google-docs/?TB0Ju3
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Como outros membros dessa família, OROV entra na célula hospedeira pela via endocítica, 

funde seu envelope à membrana do endossomo após acidificação dessa organela e realiza sua 

transcrição e tradução no citoplasma celular, em um mecanismo dependente da RNA 

polimerase RNA dependente e dos ribossomos livres no citoplasma e presentes na membrana 

do retículo endoplasmático (Acrani et al., 2010; Santos et al., 2008). A proteína 1 relacionada 

ao receptor de lipoproteína de baixa densidade (Lrp1) também conhecida como receptor de 

alpha-2-macroglobulina ou CD91 é o primeiro receptor conhecido para a entrada do OROV na 

célula hospedeira (Schwarz et al., 2022).  

Anticorpos para OROV já foram encontrados na natureza em animais como preguiças 

(Bradypus tridactylus) (Pinheiro et al., 1962), primatas não humanos como macacos-pregos 

(Sarajus spp.), bugios (Alouatta caraya), saguis (Callithrix penicillata), roedores (Proechimys 

spp.) e aves (Fringillidae, Thaurapidae, Columbidae) que podem atuar como espécies 

hospedeiras do vírus. Em ambiente selvagem a transmissão ocorre pela picada dos mosquitos 

Aedes Serratus e Coquillettidia venezuelensis (Nunes et al., 2005; Pinheiro et al., 1981b; 

Tilston-Lunel et al., 2015). Em ambiente urbano a transmissão se dá entre pessoas pela picada 

da mosca hematófoga Culicoides paraensis, conhecida popularmente como mosquito pólvora 

(Pinheiro et al., 1982b, 1981a). Além disso, é possível infectar Aedes aegypti com OROV em 

laboratório, indicando o potencial de transmissão desse vírus por outros vetores (de Mendonça 

et al., 2021; Smith and Francy, 1991).  

O primeiro caso de doença associada com OROV, conhecida como Febre de Oropouche, 

foi documentado em uma pessoa que trabalhava em área florestal em Trinidad e Tobago em 

1952, e que residia em uma vila chamada Vega de Oropouche (Anderson et al., 1961). O OROV 

foi isolado pela primeira vez no Brasil no sangue de uma preguiça (Bradypus tridactylus) e em 

um pool de mosquitos (Ochlerotatus serratus) capturados em uma área de floresta próxima à 

construção da rodovia Belém-Pará em 1960 (Pinheiro et al., 1962). O primeiro relato de surto 

da doença em área urbana ocorreu na cidade de Belém no estado do Pará (PA) no Brasil em 

1962 com aproximadamente 11.000 casos (Pinheiro et al., 1976). Desde então, mais de trinta 

surtos e mais de quinhentos mil casos dessa doença foram documentados na região da Bacia 

Amazônica, no Brasil, (Azevedo et al., 2007; da Costa et al., 2017; Lorenz and Chiaravalloti-

Neto, 2024; Martins-Filho et al., 2024; Mourãão et al., 2009; Sciancalepore et al., 2022; Silva 

et al., 2024), Peru (Baisley et al., 1998; Martins-Luna et al., 2020; Romero-Alvarez and 

Escobar, 2017; Silva-Caso et al., 2019; Watts et al., 1997b, 1997a), Panamá (Tesh, 1994), 

Equador (Wise et al., 2020, 2018), Colômbia (Ciuoderis et al., 2022; Gómez-Camargo et al., 

https://www.zotero.org/google-docs/?VRyog9
https://www.zotero.org/google-docs/?ygXXfU
https://www.zotero.org/google-docs/?aihWPW
https://www.zotero.org/google-docs/?nPBFd9
https://www.zotero.org/google-docs/?nPBFd9
https://www.zotero.org/google-docs/?g4hSV0
https://www.zotero.org/google-docs/?vHSK7n
https://www.zotero.org/google-docs/?vHSK7n
https://www.zotero.org/google-docs/?99QYbi
https://www.zotero.org/google-docs/?6x4Tg9
https://www.zotero.org/google-docs/?XM2Y4p
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?K0Hkjw
https://www.zotero.org/google-docs/?K0Hkjw
https://www.zotero.org/google-docs/?bPxZGL
https://www.zotero.org/google-docs/?biYtjM
https://www.zotero.org/google-docs/?jVv3DB
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2021; Parra Barrera et al., 2023; Silva-Ramos et al., 2023), Bolívia (Forshey et al., 2010), 

Guiana Francesa (Gaillet et al., 2021) e Venezuela (Navarro et al., 2016).  

Figura 1 - Detecção de OROV nas Américas. Representação dos casos confirmados no decorrer dos anos por 

alguma técnica diagnóstica emparelhada com teste sorológico (círculos vermelhos), casos prováveis em que a 

detecção foi realizada por apenas uma técnica (círculos vermelhos claros) e casos estimados obtidos da literatura 

(círculos cinzas). Casos de hospedeiros e vetores detectados com qualquer método foram incluídos.  

 

IQTV - Vírus Iquitos; MDDV - Vírus Madre de Dios; PDEV - Vírus Perdões.   

Fonte: Adaptado de Wesselmann, K.M. et al., 2024 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?jVv3DB
https://www.zotero.org/google-docs/?3TFHC3
https://www.zotero.org/google-docs/?5XLeER
https://www.zotero.org/google-docs/?eT6Mt0
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Segundo o vigésimo informe semanal, do Centro de Operações de Emergências do 

Ministério da Saúde, entre 1 de janeiro de 2024 até a data de 25 de junho de 2024 haviam sido 

confirmadas por critério laboratorial 6973 casos da doença no Brasil. Além disso, entre 2022 e 

2024 foi registrado um aumento de casos de OROV nos estados brasileiros da região Norte, 

Acre (AC), Amazonas (AM), Amapá (AP), Pará (PA), Rondônia (RO) e Roraima (RR) (Lorenz 

and Chiaravalloti-Neto, 2024; Brasil, Ministério da Saúde. Informe Semanal das Arboviroses 

Nº 21. 03 de julho de 2024). A região amazônica, que é considerada endêmica para a circulação 

do OROV, concentrou 78,4% dos casos registrados no país em 2024. Casos autoctones também 

foram registrados em outras regiões do país, nos estados da Bahia (BA), Espirito Santo (ES), 

Maranhão (MA), Minas Gerais (MG), Pernambuco (PE), Mato Grosso (MT), Rio de Janeiro 

(RJ), Santa Catarina (SC) e Piaui (PI). Estudos indicam que este surto mais recente que levou 

ao aumento do número de casos possa ter sido causado por um rearranjo entre as sequências do 

OROV e os vírus Perdões (PEDV) e Iquitos (IQTV), que são da mesma família (“Emergence 

of a novel reassortant Oropouche virus drives persistent outbreaks in the Brazilian Amazon 

region from 2022 to 2024,” 2024, preprint). 

Por ser um vírus com genoma segmentado, OROV pode sofrer rearranjos de seus 

segmentos de RNA durante episódios de co-infecção com outros Orthobunyavirus, originando 

vírus totalmente novos, com potencial de causar pandemias em humanos. Estudos recentes já 

documentaram o surgimento na região Amazônica de vírus resultantes do rearranjo entre 

OROV e outros Orthobunyavirus entre os quais conhecemos o vírus Madre de Dios (MDDV) 

(Navarro et al., 2016) e o vírus Iquitos (IQTV) (Aguilar et al., 2011), ambos identificados como 

causadores de doenças em humanos, e o vírus Perdões (PEDV), identificado apenas em saguis 

(Callithrix) (Tilston-Lunel et al., 2015). Essa capacidade de gerar rearranjos é de interesse para 

a saúde pública, pois pode potencialmente alterar a gravidade da doença e a competência de 

diferentes vetores, afetando assim sua disseminação. 

As informações acerca dos sinais clínicos na doença causada pelo OROV são obtidas 

de relatos de casos e pequenos surtos da doença, porém informações sobre sequelas e morte são 

escassas e podem ser subestimadas. A doença tem um período de incubação de três a dez dias 

e se caracteriza por ser leve e autolimitada com a presença de febre, exantema, mialgia, cefaléia, 

artralgia, náusea, fotofobia e mal-estar, que duram de cinco a sete dias (Pinheiro et al., 1981b; 

Romero-Alvarez and Escobar, 2018). Uma parcela dos pacientes relata também sintomas 

menos comuns como dor retro-orbital, anorexia e o desenvolvimento de quadros hemorrágicos 

(Silva-Caso et al., 2019) e de acometimento neurológico como meningite asséptica e 

https://www.zotero.org/google-docs/?2VeX8v
https://www.zotero.org/google-docs/?2VeX8v
https://www.zotero.org/google-docs/?2VeX8v
https://www.zotero.org/google-docs/?2VeX8v
https://www.zotero.org/google-docs/?99EpQi
https://www.zotero.org/google-docs/?99EpQi
https://www.zotero.org/google-docs/?fTqycm
https://www.zotero.org/google-docs/?fTqycm
https://www.zotero.org/google-docs/?fTqycm
https://www.zotero.org/google-docs/?fTqycm
https://www.zotero.org/google-docs/?fTqycm
https://www.zotero.org/google-docs/?69Z5k3
https://www.zotero.org/google-docs/?B5pqt6
https://www.zotero.org/google-docs/?po03ii
https://www.zotero.org/google-docs/?ibssIy
https://www.zotero.org/google-docs/?ibssIy
https://www.zotero.org/google-docs/?wukkpO
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meningoencefalite, caracterizados pela presença de sintomas como congestão conjuntival, 

sangramento gengival, diplopia, nistagmo e perda de equilíbrio (Bastos et al., 2012; Pinheiro et 

al., 1982a; Vernal et al., 2019). Aproximadamente 60% dos pacientes desenvolvem quadros de 

recidiva após sete a dez dias da remissão dos sintomas iniciais (Gaillet et al., 2021). A maioria 

dos pacientes se recupera sem sequelas, porém já foi relatado que a mialgia pode persistir por 

até 1 mês em alguns pacientes. Em janeiro de 2024 foi relatado um caso de morte de um paciente 

de 15 anos na cidade de Manaus-AM que apresentava co-infecção por OROV e SARS-COV-

2. Além disso, é relatado aumento na incidência de abortos durante os surtos de febre do OROV 

na região amazônica (Pinheiro et al., 1981b), porém os efeitos da infecção por esse vírus no 

desenvolvimento fetal ainda não foram caracterizados. 

Apesar da sua grande importância clínica na região amazônica brasileira, devido a falta 

de testes de rotina e semelhança com a doença causada pela infecção por outros arbovírus que 

circulam na mesma região, como DENV e CHIKV, acredita-se que os números oficiais de 

OROV sejam subestimados e pouco se sabe sobre os fatores patogenéticos associados ao 

desenvolvimento de doença em humanos.  

Infecção no Sistema Nervoso Central  

OROV é um vírus neurotrópico e pode alcançar o sistema nervoso central (SNC) em 

modelos animais e humanos. Além dos sintomas de acometimento neurológico presentes em 

uma pequena parte dos pacientes infectados, o genoma viral e imunoglobulinas do tipo IgG e 

IgM específicas para OROV já foram detectados no fluido cérebro-espinhal de pacientes 

diagnosticados com meningoencefalite (Bastos et al., 2012; Pinheiro et al., 1982a; Vernal et al., 

2019). A presença dessas imunoglobulinas no SNC pode ser um indício de quebra da barreira 

hematoencefálica (BHE). 

Os primeiros casos de manifestações neurológicas ligadas à infecção pelo vírus 

Oropouche foram relatados durante um surto no estado do Pará, Brasil, em 1980. O diagnóstico 

laboratorial revelou que 22 pacientes apresentavam quadro de meningite, e o vírus foi isolado 

de uma amostra de líquido cefalorraquidiano (LCR) após inoculação em camundongos. Altos 

títulos de anticorpos inibidores de hemaglutinação também foram encontrados em 10 amostras 

de LCR, indicando infecção recente pelo vírus. Além disso, a soroconversão para o agente foi 

observada em 3 amostras de LCR. Os pacientes apresentaram aumento de células linfocíticas 

no LCR com predominância de neutrófilos e aumento de proteína nas amostras (Pinheiro et al., 

1982a). 

https://www.zotero.org/google-docs/?tvm6ZY
https://www.zotero.org/google-docs/?tvm6ZY
https://www.zotero.org/google-docs/?88GPmL
https://www.zotero.org/google-docs/?g8xoNL
https://www.zotero.org/google-docs/?XZqGuw
https://www.zotero.org/google-docs/?XZqGuw
https://www.zotero.org/google-docs/?dK2Oft
https://www.zotero.org/google-docs/?dK2Oft
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O genoma do vírus também foi detectado no líquido cefalorraquidiano de 3 pacientes 

com meningoencefalite no Hospital da Fundação de Medicina Tropical do Amazonas 

(FMTAM), em Manaus, Amazonas, Brasil. Esses pacientes apresentaram sinais de 

comprometimento neurológico, e o vírus foi confirmado por RT-PCR e sequenciamento como 

pertencente ao genótipo 1. As amostras de LCR ainda foram positivas para anticorpos IgG e 

IgM contra o Oropouche, o que pode ser indicativo de danos à BHE. Dois dos pacientes eram 

imunocomprometidos e tinham infecções subjacentes, enquanto o terceiro paciente não tinha 

doenças preexistentes. A hipótese é que esses pacientes tiveram uma coinfecção com o vírus 

Oropouche, que, associado à natureza imunocomprometida das doenças preexistentes, levou ao 

envolvimento neurológico que gerou a meningite (Bastos et al., 2012). 

Também foi realizado um estudo de caso de um paciente que viajou para uma região 

endêmica no norte do Brasil, descrevendo a associação do Oropouche com o desenvolvimento 

de meningoencefalite. O paciente apresentou febre com fortes dores de cabeça, fotofobia, 

vômitos, rigidez no pescoço e confusão mental. A amostra de LCR obtida do paciente foi 

positiva para PCR para OROV, e a análise de anticorpos por imunofluorescência indireta 

confirmou a infecção (Vernal et al., 2019). 

A infecção de culturas de lâminas de cérebro humano adulto mostrou uma replicação 

produtiva com liberação de partículas virais. As lâminas foram obtidas de pacientes submetidos 

a lobectomia temporal para o tratamento de epilepsia, e esse modelo é capaz de manter a 

estrutura e composição do córtex. Sinais de perda de viabilidade celular e aumento da produção 

de TNF alfa foram observados nas lâminas infectadas, indicando que o vírus desencadeia uma 

resposta inflamatória. Neste modelo, as células gliais foram preferencialmente infectadas, com 

aproximadamente 35% das células positivas para OROV, enquanto o vírus foi encontrado em 

proporções menores nos neurônios. Apesar disso, estudos com células neuronais diferenciadas 

(SH-SY5Y) mostraram que os neurônios são produtivamente infectados por OROV, embora no 

contexto da lâmina com um conjunto de células não tenha sido o principal local de infecção 

viral (Almeida et al., 2021). Ainda se discute se a microglia pode ser o reservatório de 

Oropouche no cérebro, como ocorre em outras infecções virais como o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), e se o vírus tem uma aparente predileção por infectar esse 

tipo de célula. Ainda não está claro se o dano tecidual é devido à infecção direta pelo vírus, que 

tem um efeito citopático nas linhagens neuronais, ou se é um efeito indireto como consequência 

da liberação de moléculas inflamatórias em resposta à infecção. 

https://www.zotero.org/google-docs/?sqkSQD
https://www.zotero.org/google-docs/?5b4EnH
https://www.zotero.org/google-docs/?0IrWr4
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Também foi constatado que pacientes com febre por OROV apresentaram níveis mais 

elevados da quimiocina CXCL8 e interferon alpha (IFN-α), e níveis mais baixos de fator de 

necrose tumoral (TNF) e da interleucina-10 (IL-10) em comparação com doadores saudáveis. 

Pacientes que tiveram a soroconversão precoces e tardias apresentaram perfis de citocinas 

diferentes, com os precoces apresentando níveis crescentes da quimiocina CCL2 ao longo do 

tempo, e os que soroconverteram de forma tardia apresentando níveis decrescentes das 

quimiocinas CCL2 e CXCL10, e da interleucina-6 (IL-6). O estudo sugere que o IFN-α, 

CXCL10 e a interleucina-17 (IL-17) podem ser biomarcadores importantes para a febre por 

OROV, e que sua produção precede a soroconversão (de Oliveira et al., 2019). 

Neuropatogênese em modelos animais 

Em modelos animais, alguns estudos relataram a capacidade de OROV em alcançar e 

replicar no SNC. Trabalhos da década de 70, que visavam amplificar e produzir estoques de 

OROV, demonstraram que esse vírus pode se replicar e alcançar altos títulos no cérebro de 

camundongos neonatos e adultos quando inoculados pela via intracerebral (Watts et al., 1997a). 

Além disso, estudos recentes mostraram que OROV é capaz de alcançar o SNC após inoculação 

subcutânea em alguns modelos animais, como hamsters (Mesocrisetus auratus) e camundongos 

BALB/c neonatos com até três dias de vida (Rodrigues et al., 2011; Santos et al., 2014, 2012). 

Em hamster, a inoculação experimental com OROV pela via subcutânea leva ao 

desenvolvimento de uma doença grave, caracterizada pela presença de letargia, tremores, 

eriçamento de pelos, paralisia e morte em aproximadamente metade dos animais. A análise 

histológica de corte seriados do cérebro desses animais revelou presença de meningoencefalite, 

com ativação de células de Kupffer e micróglias, e acúmulo de linfócitos perivasculares. Além 

disso, o estudo mostra um acúmulo progressivo do vírus no cérebro que ocorre após o pico da 

viremia, que pode ser indício de que a entrada do vírus se dá através da BHE, por mecanismo 

de transmigração ou cavalo de tróia (Rodrigues et al., 2011).  

Em camundongos neonatos, a inoculação de OROV pela via subcutânea resulta em uma 

doença caracterizada por sinais clínicos que normalmente se associam com danos neurológicos, 

como letargia, paralisia de membros inferiores e morte de praticamente todos os animais entre 

o sétimo e o décimo segundo dia após infecção. Nesse modelo foi demonstrado presença de 

meningite leve, com ativação astrocitária, reação glial e apoptose neuronal. Ensaios de 

hibridização in situ e imunohistoquímica demonstraram que OROV se replica 

preferencialmente em neurônios neste modelo (Santos et al., 2012).   

https://www.zotero.org/google-docs/?dPojP7
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Ainda neste mesmo modelo, um outro estudo que analisou marcações de antígeno por 

imunohistoquímica identificou que a infecção por OROV no SNC ocorre em duas etapas. A 

primeira etapa se dá quando o vírus alcança a medula espinhal e ascende ao cérebro através do 

tronco encefálico, essa etapa inicial ocorre com pouca marcação de inflamação e o vírus é 

encontrado no cérebro 3 dias após infecção via subcutânea. O vírus se replica em neurônios 

com relativamente pouco comprometimento funcional. A fase tardia ocorre em paralelo e está 

associada com a passagem do vírus pela BHE, por ocorrer após um pico de viremia e apresentar 

maior marcação de antígeno em regiões próximas às meninges. A distribuição do antígeno do 

OROV e a maior marcação por evans blue em animais que apresentaram manifestações clínicas 

também é um indício de que o vírus pode ter alcançado difusamente todas as áreas do cérebro 

por uma rota não neural, possivelmente devido à quebra da BHE. O antígeno do OROV também 

foi detectado nas medulas espinhais de todos os animais infectados, predominantemente em 

neurônios motores, mas não em nervos periféricos (Santos et al., 2014). 

A resposta imune inata na infecção por OROV  

A produção de interferon do tipo I (IFN-I) após infecções por arbovírus é geralmente 

dirigida pelo reconhecimento do RNA viral ou de outros padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento padrão (PRRs) no citoplasma ou na 

vesícula endocítica da célula infectada. O reconhecimento dessas estruturas leva a iniciação de 

uma cascata de sinalização que resulta na fosforilação e translocação nuclear de fatores de 

transcrição, como os fatores reguladores de interferon (IRF-1, IRF-3, IRF-5 e IRF-7) que, por 

sua vez, induzem a transcrição dos interferons do tipo I. O IFN-I secretado pelas células 

infectadas ligam-se aos receptores de IFN-1 (IFNAR) nas próprias células infectadas e nas 

células vizinhas, levando a expressão de algumas centenas de genes estimulados por interferon 

(ISGs) que possuem atividade antiviral (Lazear et al., 2013). 

Os receptores citoplasmáticos melhor caracterizados e que demonstraram ser 

importantes na resposta contra diversos vírus de RNA são denominados de RLR (RIG Like 

Receptors), incluindo o RIG-1 (gene 1 induzido por ácido retinóico) e MDA-5 (proteína 5 

associada a diferenciação de melanoma). Eles induzem a translocação de IRF-3 e IRF-7 para o 

núcleo da célula hospedeira e a expressão de IFN-I por uma via dependente de MAVS (proteína 

sinalizadora antiviral mitocondrial). Além deles, diversos receptores de membranas, de 

localização endossomal, estão envolvidos no reconhecimento de PAMPs virais. Os mais 

relevantes para o reconhecimentos dos vírus de RNA foram denominados de Receptor do tipo 

https://www.zotero.org/google-docs/?ODTnFJ
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Toll 3 (TLR-3 ou “Toll-like receptor-3”) e o Receptor do tipo Toll 7 (TLR-7 ou “Toll-like 

receptor-7”). O TLR-3 reconhece RNA de fita dupla e age via a molécula adaptadora conhecida 

como TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β), enquanto TLR-7 

reconhece RNAs virais de fita simples e atua via a proteína adaptadora MyD88 (gene de 

resposta primária durante a diferenciação mielóide) (Fig 2.). Embora todos esses receptores e 

moléculas sinalizadoras sejam importantes no reconhecimento de patógenos, eles são 

diferencialmente expressos nos diversos tecidos e células do hospedeiro e possuem papéis 

distintos no controle da infecção e na patogênese dos diversos vírus de RNA (Wilkins and Gale, 

2010).  

De fato, componentes chaves da via de produção de IFN-I após reconhecimento do RNA 

viral por RLR mostraram-se essenciais para o controle da infecção por OROV. Enquanto 

camundongos C57BL/6 adultos são resistentes à infecção por OROV, camundongos C57BL/6 

nocautes para IFNAR, MAVS e duplos nocautes para IRF3 x IRF7 sucumbem à infecção por 

OROV, em grande parte como consequência da replicação viral descontrolada em hepatócitos. 

Já foi evidenciado o papel protetor da sinalização por IFN do tipo I em células não mielóides, 

pois a reconstituição com células da medula óssea de animais WT não foi capaz de proteger 

camundongos nocautes para IFNAR contra a infecção por OROV (Proenca-Modena et al., 

2015).   
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Figura 2 - Ativação da resposta de IFN-I/III pela detecção viral através de PRRs. Reconhecimento viral por  

PRRs endossomais (TLR3, 7, 8 e 9),  citosólicos (RLRs e cGAS) ou da membrana plasmática (TRL4) que inicia 

as cascatas de sinalização pela fosforilação dos fatores de transcrição (IRF-3, IRF-5 e IRF-7) levando a transcrição 

dos interferons do tipo I. Os IFNs atuam nos receptores transmembrana para ativar STAT1, STAT2 e IRF9 e levar 

a produção de genes estimulados por interferon (ISGS). 

 

Fonte: Adaptado de Vitiello, G. A. F. et al., 2021 

Papel do fator de interferon 5 (IRF-5) na neuropatogênese viral  

Neste mesmo grupo de receptores também existe o fator regulatório de interferon 5 

(IRF-5 ou “Toll-like receptor-5”), um fator de transcrição que induz resposta inflamatória de 

forma “downstream” a sinalização intracelular por TLR-MyD88 e RLR-MAVS, de forma 

dependente da sinalização por TRAF6 e IRAK1. O IRF5 regula a produção de citocinas pró 

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral-alpha (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), e 

interleucina-12 (IL-12) (Fig 2.) (Krausgruber et al., 2011; Takaoka et al., 2005). Esse fator de 

transcrição é expresso de forma constitutiva em várias células imunes, incluindo monócitos, 

células B e células dendríticas, desempenhando um papel na diferenciação dessas células e na 

formação de imunoglobulinas (Izaguirre et al., 2003). O IRF-5 também regula a expressão de 

Blimp-1, uma proteína necessária para a formação de células plasmáticas secretoras de 

imunoglobulinas, durante o desenvolvimento das células B (Lien et al., 2010). Estudos mostram 

que o IRF-5 está envolvido em processos relacionados à oncogênese (Roberts et al., 2024) e 

https://www.zotero.org/google-docs/?lUuieZ
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https://www.zotero.org/google-docs/?Gcr7GV
https://www.zotero.org/google-docs/?H8o23W
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apoptose (Fabié et al., 2018; Hu and Barnes, 2009). Além disso, foi encontrado que o 

polimorfismo genético nos alelos do IRF-5 está relacionado a distúrbios autoimunes como lúpus 

eritematoso sistêmico (Graham et al., 2006), artrite reumatoide (Duffau et al., 2015), síndrome 

de Sjögren (Miceli-Richard et al., 2007), esclerose múltipla (Kristjansdottir et al., 2008) e 

doença inflamatória intestinal (Weiss et al., 2015). Isso enfatiza seu papel na regulação da 

resposta imunológica. 

Em resposta à infecção por patógenos, modelos de camundongos deficientes em IRF-5 

mostraram um aumento nas células B e uma redução na expansão das células plasmáticas 

(Proenca-Modena et al., 2016). Além disso, quando há deficiência de IRF-5, as células 

dendríticas produzem menos citocinas pró-inflamatórias, como o que ocorre na infecção pelos 

vírus do Nilo Ocidental (WNV) (Chow et al., 2019) e o vírus da influenza A (IAV) (Forbester 

et al., 2020).  

O papel do IRF-5 na patogênese também já foi demonstrado na infecção por outros vírus 

como o vírus da hepatite C (HCV) onde a expressão de IRF-5 inibe a tradução de proteínas do 

HCV e a replicação do RNA viral em culturas celulares de hepatócitos humanos infectados 

(Huh). A expressão do IRF-5 também desencadeou a apoptose, interrompeu a autofagia e 

impediu a migração celular de hepatócitos. Análises de amostras clínicas de carcinoma 

hepatocelular (HCC) associado ao HCV mostraram que, em comparação com os fígados de 

doadores saudáveis ou pacientes com HCC negativo para HCV, os pacientes com HCC positivo 

para HCV têm uma expressão de IRF5 menor (Cevik et al., 2017). 

Em relação ao vírus chikungunya (CHIKV), estudos mostraram que os monócitos 

infiltrados nos gânglios linfáticos expressam óxido nítrico sintase induzível (iNOS) através de 

uma via dependente de IRF-5 e IFNAR1. A organização e função dos gânglios linfáticos são 

prejudicadas por esse influxo de células mieloides, o que afeta a resposta imune ao CHIKV ao 

impedir a resposta de células B específicas para o vírus (McCarthy et al., 2020). 

Em estudos prévios já foi identificado que o IRF-5 tem papel essencial no controle da 

neuroinvasão de OROV e de outros bunyavírus, como La Crosse vírus (LACV). Uma parte dos 

camundongos deficientes de corpo inteiro para IRF-5 sucumbem e desenvolvem encefalite e 

meningite aproximadamente 12 dias após inoculação com OROV ou LACV. Além disso, o 

vírus viável pode ser encontrado apenas no cérebro e medula desses animais, enquanto o mesmo 

não ocorre em modelos de camundongos nocautes para IRF-3 e IRF-7, o que indica que o IRF-

5 é responsável por regular a entrada do vírus no SNC. Associado aos sinais clínicos, foi 
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observado extensa marcação de antígeno viral e marcação de células TUNEL (terminal 

deoxinucleotidil transferase mediada por biotina-UTP) positivas no cérebro dos animais. A 

deficiência deste fator ainda faz com que OROV persista em células circulantes, como células 

dendríticas e linfócitos B e foi associada com uma produção ligeiramente menor de anticorpos 

neutralizantes específicos. Em ensaios in vitro, células dendríticas derivadas de medula óssea 

deficientes para IRF-5 apresentaram diminuição de IFN tipo I e aumento da infecção por OROV 

(Proenca-Modena et al., 2016). Entretanto, os mecanismos de como IRF-5 controla a 

neuropatogênese de OROV ainda são pouco entendidos. 

Vias de entrada de patógenos no Sistema Nervoso Central  

Existem diversos mecanismos utilizados pelos vírus para atingir o SNC. Essa região do 

corpo humano possui diversas barreiras que tem como o objetivo impedir a entrada de 

patógenos e toxinas. Entre elas temos a barreira hematoencefálica (BHE) que forma uma 

interface entre os vasos sanguíneos e o tecido cerebral. A BHE é composta pelas células 

endoteliais microvasculares cerebrais (BMECs) que são ligadas entre si por junções oclusivas, 

que tem como objetivo manter a integridade da barreira formada por essas células. Além disso, 

a BHE também conta com uma membrana basal sobre a qual se encontram as BMECs e outros 

tipos celulares como periócitos e extensões do corpo de astrócitos (Abbott et al., 2010).   

Para chegar ao cérebro sem precisar passar por essa barreira, alguns vírus utilizam rotas 

alternativas, como através de neurônios periféricos. Devido a picada do vetor artrópode, a 

replicação inicial do vírus ocorre geralmente em uma área bastante inervada que é a pele, onde 

o vírus consegue atingir os neurônios por uma via de transporte retrógrado axonal mediado 

pelos microtúbulos (Fig 3, B) (Ceccaldi et al., 1989). Da mesma forma, isso pode ocorrer com 

vírus que atingem os neurônios sensoriais olfativos. Esses neurônios possuem projeções 

axonais que fazem a sua ligação ao bulbo olfatório que se localiza no SNC, fazendo com que 

os vírus alcancem o SNC pela via axonal anterógrada (Fig 3, A) (Reiss et al., 1998). 

Outra forma que já foi demonstrada para alguns arbovírus é através dos vasos 

fenestrados na região do plexo coróide situado nos ventrículos, onde é produzido o líquido 

cefalorraquidiano. As partículas virais podem fazer o caminho inverso saindo da corrente 

sanguínea e atingindo esses espaços intersticiais do SNC (Schwerk et al., 2015).  

Porém a principal rota de entrada no SNC ocorre pela corrente sanguínea após a viremia. 

Alguns vírus contam com mecanismos para atravessar a BHE, sendo por uma infecção direta 
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das BMECS, difusão passiva, migração paracelular através das junções oclusivas após sua 

disrupção ou por transporte transcelular.   

A difusão passiva pode ocorrer pela passagem do vírus no interior de vesículas 

endocíticas em BMECs, que permite com que as partículas virais sejam transportadas entre o 

lado apical, que é onde se localiza o lúmen do vaso sanguíneo, para o lado basolateral, onde se 

encontra o SNC, sem que ocorra replicação nas células e consequentemente sem danos a 

integridade da BHE (Preston et al., 2014; Salimi et al., 2020).  

Por outro lado, a passagem paracelular do vírus depende que ocorra interrupção da 

integridade da barreira, seja por disrupção das junções oclusivas, seja por morte celular. A 

disrupção da BHE por essa via pode ocorrer tanto pela infecção direta das BMECs quanto por 

um mecanismo secundário na infecção, incluindo dano celular induzido pela inflamação 

excessiva (Wong et al., 2002). A entrada inicial por outras vias pode ser responsável por 

contribuir com a replicação viral no SNC, que pela liberação de citocinas e quimiocinas leva a 

quebra dessa barreira por onde se inicia a entrada do vírus pela via paracelular (Chang et al., 

2015).  

Por fim, os vírus também podem ser transportados para o SNC de forma transcelular ou 

paracelular em um mecanismo conhecido como “cavalo de Tróia”. Neste mecanismo, células 

imunes infectadas atravessam a BHE levando o vírus para o SNC. Em situações normais, a 

BHE limita a entrada de leucócitos. Portanto, a invasão viral por meio dessa via geralmente 

requer uma disrupção na estrutura da BHE com a quebra das junções oclusivas que permitam a 

migração paracelular de leucócitos entre células endoteliais (Bai et al., 2010; Tiong et al., 2018). 

Além disso, é necessário a ativação das BMECs, levando ao aumento da expressão fatores de 

adesão endoteliais como ICAM, VCAM e selectinas, e na secreção de quimiocinas, para atrair 

os leucócitos infectados para o cérebro. 

É importante ressaltar que durante a infecção viral podem ser utilizadas diversas vias de 

entrada no SNC, não se restringindo apenas a uma via. Esse mecanismo complexo é dependente 

de diversos fatores virais e do hospedeiro, podendo ocorrer de forma complementar para o 

desenvolvimento da patogênese viral (Miner and Diamond, 2016).  

Análises do sangue de pacientes infectados com OROV demonstraram que havia uma 

abundância de leucócitos polimorfonucleares infectados pelo vírus no momento agudo da 

doença. Também foi possível identificar os três segmentos do vírus por RT-qPCR no sangue, 
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https://www.zotero.org/google-docs/?4oidjH
https://www.zotero.org/google-docs/?zCIxI2
https://www.zotero.org/google-docs/?zCIxI2
https://www.zotero.org/google-docs/?ePBbmj
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confirmando o estado virêmico. Isso pode indicar que o vírus pode entrar no SNC pela via 

hematófaga por diferentes mecanismos citados (de Souza Luna et al., 2017). Uma hipótese é de 

que a entrada para o sistema nervoso central ocorre pelo mecanismo de "cavalo de Tróia" em 

microambientes específicos durante a imunossupressão. Isso pode ocorrer devido ao OROV se 

replicar em monócitos THP-1, células B Jeko-1 e células T Jurkat, e persistir em baixos títulos 

em células T humanas, monócitos, células dendríticas e células B. Embora a infecção não tenha 

sido produtiva em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), antígenos virais e 

pequenas quantidades do genoma do OROV foram detectados 24 horas após a infecção. A 

ativação da resposta de interferon também é essencial para restringir a replicação do OROV em 

PBMCs humanos (Ribeiro Amorim et al., 2020).  
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Figura 3 - Vias de entrada de arbovírus no SNC. (A) Infecção dos neurônios sensoriais olfatórios no epitélio 

neuro-olfatório após entrada do vírus por vasos fenestrados. (B) Transporte retrógrado do vírus para o SNC por 

microtúbulos axonais de neurônios periféricos. (C) Entrada do vírus através da barreira hematoencefálica por 

transporte transcelular nas células endoteliais microvasculares cerebrais, migração paracelular através da 

interrupção das junções oclusivas e passagem de leucócitos infectados no SNC por “Cavalo de Troia” via 

paracelular ou transcelular. 

  

OSN - neurônios sensoriais olfatórios; FV - vasos fenestrados; ONE - neuroepitélio olfatório; MC - células mitrais; 

OB - bulbo olfatório; CP - plexo cribiforme; MT - microtúbulos; TJ - junções oclusivas; BMEC - células 

endoteliais da microvasculatura cerebral. 

Fonte: Adaptado de Salimi, H. et al., 2016 
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JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

OROV é um arbovírus re-emergente, que está se espalhando da região Amazônica para 

outras regiões das Américas e Europa. Embora, esse vírus esteja associado com manifestações 

febris exantemáticas, dados da epidemia atual mostram que complicações neurológicas, 

malformações congênitas, abortos e óbitos podem ocorrer em pacientes infectados por OROV. 

Em modelo animal, OROV é neurotrópico e fatores associados à resposta imunológica inata e 

adaptativa são essenciais para manter a integridade da barreira hemato-encefálica (BHE) e 

manter o vírus fora do SNC. Dentre esses fatores, um que se destacou foi o IRF-5, um fator de 

transcrição que é classicamente descrito como envolvido na indução da expressão de IFN-I após 

reconhecimento de RNA viral por TLR-7 e 9.  A deleção de IRF-5 em corpo inteiro faz com 

que camundongos desenvolvam encefalite grave após infecção com o vírus OROV. Entretanto, 

pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais IRF-5 controla a neuroinvasão e replicação do 

OROV em camundongos. Nesse estudo, partimos da premissa que IRF-5 é importante para 

modular a integridade da BHE após infecção por OROV, pela modulação da expressão de 

fatores de adesão endotelial, citocinas e quimiocinas em células endoteliais infectadas, 

controlando assim a entrada do vírus no SNC pela via hematogênica ou mesmo por outras vias, 

como o transporte retrógrado por nervos periféricos. Assim, resolvemos analisar o efeito da 

deleção de IRF-5 em células endoteliais para a neuroinvasão de OROV in vivo e in vitro, assim 

como o efeito da infecção para a produção de fatores de adesão e citocinas em diferentes tipos 

celulares que compõe a BHE, como células endoteliais, células da glia e neurônios.  
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OBJETIVOS  

Objetivo geral 

Nesta tese temos como objetivo caracterizar como a expressão de IRF-5 em células 

endoteliais e a infecção no sistema nervoso central (SNC) podem regular a neuroinvasão por 

OROV in vivo ou in vitro. 

Objetivos específicos  

- Caracterizar como a expressão de IRF-5 em células endoteliais influência na 

neuroinvasão pelo OROV, analisando o tropismo viral, mortalidade e acometimento 

neurológico em um modelo de camundongos nocautes condicionais que não expressam IRF-5 

nas células endoteliais (CDH5Cre IFR5flox/flox).  

- Analisar o desenvolvimento da neuropatogênese, caracterizando acúmulo perivascular 

de células, expressão de fatores de adesão endoteliais, ativação de microglia e a adesão de 

células imunes circulantes nos microvasos sanguíneos cerebrais em camundongos CDH5Cre 

IFR5flox/flox infectados com OROV ou que receberam transferência de leucócitos infectados 

in vitro. 

- Determinar a cinética de replicação viral em linhagens estabelecidas de células 

endoteliais humanas e murinas, e células humanas progenitoras do SNC diferenciadas em 

neurônios e células da glia infectados com OROV. 

- Caracterizar a resposta celular na infecção pelo OROV pela expressão de citocinas, 

quimiocinas, fatores de adesão endotelial e regulação de vias envolvidas em diversas funções 

celulares nessas culturas infectadas com OROV. 

- Determinar o efeito da infecção por OROV e da deleção de IRF-5 na integridade da 

barreira endotelial, por meio de análises de integridade das junções oclusivas e modelos de 

barreira endotelial in vitro. 
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METODOLOGIA  

Vírus 

Neste projeto foi utilizado o vírus Orthobunyavirus Oropouchensee (OROV) da 

linhagem BeAn19991, isolada de Bradypus tridactylus em 1960 no município de Santa Maria, 

no Estado do Pará, Brasil, (Saeed et al., 2000) e que foi cedido pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais 

Figueiredo (FMRP-USP). O estoque viral de OROV foi obtido após três passagens sucessivas 

em células Vero e C636. Eles foram titulados por ensaio foco infeccioso. Nos experimentos 

realizados na University of Texas Medical Branch a cepa de Oropouche BeAn19991 foi obtida 

do Centro de Referência Mundial para Vírus Emergentes e Arbovírus (WRCEVA). Para isolar 

o vírus foi realizado purificação por ensaio de placa e sequenciamento. O vírus foi propagado 

em células Vero E6 e titulado por ensaio de placa. 

Linhagens celulares e animais 

Esse estudo foi realizado utilizando as seguintes linhagens celulares estabelecidas: Vero 

E6 (ATCC® No. CRL-1586, Manassas, Virginia, Estados Unidos) (rim de macaco 

Cercopithecus aethiops), BEND3 (ATCC® CRL-2299, Manassas, Virginia, Estados Unidos) 

(endotélio de microvasculaturas cerebrais de camundongo) e HBEC-5i (ATCC® No. CRL-

3245, Manassas, Virginia, Estados Unidos) (endotélio de microvasos cerebrais humano).  

Também foi utilizada a linhagem celular de progenitores neurais humanos imortalizados 

ReNcell VM (Millipore Sigma No. SCC008, Burlington, Massachusetts, EUA) que foi 

cultivada em Meio de Manutenção de Células-Tronco Neurais ReNcell NSC (Millipore Sigma; 

Cat. No. SCM005, Burlington, Massachusetts, EUA) suplementado com 20 ng/mL de FGF-2 

(Millipore Sigma; Cat. No. F0291, Burlington, Massachusetts, EUA) e 20 ng/mL de EGF 

(Millipore Sigma; Cat. No. E9644, Burlington, Massachusetts, EUA). As células foram 

cultivadas em frascos ou placas revestidas com 20 µg/mL de laminina (Millipore Sigma; Cat. 

No. L2020, Burlington, Massachusetts, EUA) e mantidas a 37°C em uma atmosfera de 5% de 

CO2. Os fatores de crescimento foram retirados do meio basal durante 14 dias para o protocolo 

de diferenciação. 

Os neurônios e astrócitos utilizados no modelo que mimetiza a barreira 

hematoencefálica em inserto de transwell foram diferenciados a partir de células-tronco neurais 

(CTNs) derivadas de células-tronco embrionárias humanas pluripotentes (hES, linha celular 
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BR-1). As CTNs foram cultivadas em meio Neurobasal/DMEM/F12 com 1% de suplemento 

B27 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e 1% de Glutamax 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) em placas revestidas com 

Matriz Geltrex (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para a 

diferenciação dos neurônios, 50% do meio foi trocado a cada 4 dias por um período de 20 dias. 

Já para a diferenciação dos astrócitos, o meio DMEM/F12 foi suplementado com 1% de N2, 

1% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina-estreptomicina durante 21 dias. Após essa 

etapa as células são plaqueadas em garrafas revestidas com Geltrex e mantidas em meio 

DMEM/F12 com 1% de Suplemento GlutaMAX, 10% de SFB e 1% de penicilina-

estreptomicina sendo trocado a cada 2 dias por um período de 28 dias.  

Os animais CDH5 cre (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J) e IRF5 flox (C57BL/6-

Irf5tm1Ppr/J) utilizados neste estudo foram comprados da The Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, Maine, Estados Unidos) e cruzados em laboratório, utilizando os primers de 

sequenciamento para genotipagem das linhagens resultantes dos cruzamentos (tabela 1). Os 

animais selvagens ou wild type (C57BL/6J) foram obtidos no CEMIB. Todos os experimentos 

foram aprovados pelo comitê de ética animal CEUA N° 5423-1/2019. 

Tabela 1- Primers utilizados para genotipagem.   

 

Fonte: Autoria própria 

Experimentação animal 

Os animais com 4 semanas de  idade foram infectados via subcutânea com 30uL de 

OROV para uma concentração de 105 PFU/mL na pata traseira esquerda. Os animais foram 

então acompanhados por 21 dias ou até apresentarem sinais de doença. No dia da coleta, eles 

foram anestesiados com isofluorano e depois com cetamina 250 mg/Kg/animal e xilazina 60 

mg/Kg/animal de forma intraperitoneal. O sangue foi puncionado do coração, e os animais 
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foram perfundidos com 20mL de PBS 1x para a coleta dos órgãos. Os órgãos foram coletados 

em tubos contendo beads de zircônia (colocar marca),  pesados e macerados em 1mL de meio 

MEM com 4% de SFB e 2% de antibiótico em MagNA Lyser (ROCHE, Mannheim, 

Alemanha). 

Microscopia intravital  

Os animais infectados foram anestesiados com cetamina 100 mg/kg/animal e xilazina 

16 mg/kg/animal e mantidos a 37°C usando uma almofada de aquecimento. Uma abertura do 

crânio de 3 a 4 mm de diâmetro foi feita no lobo parietal esquerdo com broca cirúrgica (Beltec, 

Araraquara, Brasil). A dura-máter e a aracnóide foram retiradas para expor os vasos sanguíneos 

da pia-máter. Os leucócitos foram marcados com Rodamina 6G (0,3 mg/kg; Millipore Sigma, 

Burlington, Massachusetts, EUA) por administração no plexo retro-orbital e a fluorescência 

captada por microscópio intravital (Axio ImagerA2; Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma 

objetiva 310 e um filtro de emissão de 590 nm, acoplado a uma câmera (AxioCam) para gravar 

as imagens. Leucócitos aderidos foram considerados aqueles que permaneceram aderidos por 

no minimo 30 segundos à parede dos microvasos sanguíneos. Ao final da captação das imagens, 

os animais foram eutanasiados utilizando cetamina 250 mg/Kg/animal e xilazina 60 

mg/Kg/animal de forma intraperitoneal. As imagens foram analisadas utilizando o software 

ImageJ (NIH) (Bastos et al., 2018).  

Coloração por ensaio de Hematoxilina e Eosina  

Os tecidos cerebrais dos camundongos foram removidos após perfusão com PBS e 

fixados em paraformaldeído (PFA) 4% por 24 horas a 4°C, seguido por lavagens com PBS 1 X 

e mantidos em etanol 70% até a inclusão em parafina. Em seguida, os cortes histológicos foram 

realizados com espessura de 5 μm e passaram pelo processo de desparafinização por xilol e 

hidratação com diferentes concentrações de álcool etílico 100, 80, 70 e 50%. Após, foi realizada 

a coloração com hematoxilina e eosina, respectivamente. As lâminas foram, então, desidratadas 

por lavagens sequenciais de álcool etílico em concentrações crescentes de 50, 70, 80 e 100% e 

posteriormente fixadas em xilol. As imagens foram obtidas utilizando o Microscópio Eclipse 

Ts2 (Nikon, Minato, Tóquio, Japão). 

https://www.zotero.org/google-docs/?cDuY1j
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Isolamento e transferência de células do baço 

Após anestesia, primeiro com isofluorano e depois com cetamina 250 mg/Kg/animal e 

xilazina 60 mg/Kg/animal de forma intraperitoneal, o baço do animal foi coletado em 1mL de 

meio RPMI (Millipore Sigma, Burlington, Massachusetts, EUA) e macerado com o auxílio do 

êmbolo de uma seringa no cell strainer 100uM. O tecido macerado foi centrifugado por 5 

minutos à 400 x g (rcf), à 20°C e o pellet ressuspendido em 1mL de buffer de lise de hemáceas 

por 2 min. A reação foi parada pela adição de 1mL de meio com 10% de SFB. As células foram  

centrifugadas novamente por 5 minutos à 400 x g (rcf), à 20°C e o pellet ressuspendido em 

meio RPMI. As células foram contadas na câmara de Neubauer e infectadas por 2h com OROV 

usando uma MOI de 3. Depois a suspensão é centrifugada por 5 minutos à 400 xg (rcf), à 20°C 

e o pellet ressuspendido em PBS 1X. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X e centrifugado, de 

acordo com a orientação anterior por 3 vezes e depois ressuspendido em meio RPMI para uma 

concentração de 2 x 106 células/mL. Os animais foram infectados com 30uL da suspensão pela 

via do plexo retro-orbital após anestesia inalatória com Isofluorano. O aparecimento de sinais 

clínicos e o peso dos animais foram acompanhados diariamente por 21 dias. 

Cinética de replicação viral 

As células endoteliais BEND3 e HBEC-5i foram plaqueadas em placas de 12 poços, em 

uma concentração de 5 x 105 células/poço e posteriormente infectadas com OROV BeAn19991 

em multiplicidades de infecção (MOI) de 1 e 0,1 por 1h a 37°C com 5% CO2.  Em seguida, as 

células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e o meio celular foi adicionado. As coletas de 

sobrenadante e monocamada celular foram realizadas 0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pós infecção 

(hpi) e imediatamente congeladas por imersão em nitrogênio líquido. As amostras de 

sobrenadante e monocamada celular foram armazenadas em biofreezer -80 ºC. 

As células ReNcell foram semeadas em placas de 6 poços em uma concentração de 1,5 x 106 

células/poço e diferenciadas por 14 dias conforme descrito anteriormente. As células foram 

infectadas com OROV BeAn19991 em um MOI de 0,1 por 1 hora a 37°C com 5% CO2. Em 

seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e o meio celular foi adicionado. As 

células foram coletadas em Trizol para extração de RNA ou em Dodecilsulfato de sódio (SDS) 

1x para análise de proteínas, também foram coletados os sobrenadantes para titulação viral. As 

amostras foram imediatamente congeladas a -20°C. As coletas foram realizadas em 0, 4, 12, 

24, 48 e 72 hpi. 
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Extração de RNA 

A extração de RNA viral do sobrenadante coletado das células endoteliais foi realizada 

por kit comercial PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos). A extração de RNA da monocamada celular foi realizada 

utilizando o kit comercial TRIzol Plus RNA Purification (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos) seguindo orientações do fabricante. A extração de RNA da 

monocamada celular das células ReNcell foi realizada utilizando o kit comercial Direct-zol 

RNA Miniprep (Zymo, Irvine, Califórnia, Estados Unidos). As amostras foram analisadas 

quantitativa e qualitativamente por espectrofotômetro Nanodrop One (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).  

Quantificação gênica por qPCR e RT-qPCR  

Quantificação viral: A detecção molecular de OROV foi realizada por RT-qPCR 

TaqMan Fast Vírus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) 

utilizando primers e sonda específicos. Em resumo, as reações foram feitas com 2 μL do RNA 

extraído (aproximadamente 100 ng), em um volume final de 12 μL em Master Mix (Applied 

Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) e utilizando os seguintes primers e sonda (IdT 

Prime Time) [14] (Tabela 1). A reação de transcrição reversa foi realizada à 48 °C por 15 

minutos mais 95 °C por 10 minutos e a amplificação do produto alvo ocorreu em 45 ciclos de 

desnaturação à 95 °C por 15 segundos e anelamento-extensão à 60 °C por 1 minuto. 

Expressão gênica: A quantificação dos genes das vias da resposta imune, citocinas, 

quimiocinas, moléculas de adesão, ISGs e marcadores de diferenciação foi realizada por qPCR 

pela metodologia de Syber Green (BioRadTaq™ Universal SYBR® Green Supermix). Foram 

utilizados 3 μL do cDNA (diluído 1:20, aproximadamente 500 ng/uL), 3 μL de primers e sondas 

específicos (600 nM) (Anexo 1), e 6 μL de fluorófilo fg 2x por reação, utilizando as seguintes 

condições: 95 °C por 3 minutos e 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 segundos e 

anelamento-extensão a 60 °C por 1 minuto. Como controle endógeno, utilizamos a amplificação 

do gene GAPDH ou Beta-actina (ACTB) (Anexo 1). A quantificação foi determinada de forma 

relativa em comparação com células não infectadas, após normalização com o controle 

endógeno escolhido.  

 



45 

Tabela 2- Primers e sonda utilizados para detecção viral.   

 

Fonte: Autoria própria 

Ensaio de viabilidade celular por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) 

As células HBEC-5i e BEND3 foram plaqueadas em placas de 96 poços utilizando 

concentração de 2 x 105 células/poço e incubadas durante a noite em estufa a 37 ºC com 5% 

CO2. A infecção foi realizada utilizando os MOIs 1 e 0,1 de OROV e adicionada 72, 48, 24, 12 

e 4 horas antes da interrupção da infecção pela adição do sal MTT nas placas. O tempo 0 h foi 

utilizado como controle celular do experimento, sendo que as células não foram infectadas. O 

resultado é apresentado pela média dos valores (n = 6). Foi adicionado o sal MTT (5mg/mL) 

que ficou em contato com as células durante 3 h e então adicionamos o DMSO a fim de garantir 

a solubilização do azul de formazan. A leitura da absorbância foi realizada em um comprimento 

de onda de 570 nm, sendo os resultados dos tratamentos subtraídos dos poços controle onde 

não foram cultivadas as células (apenas com a adição do DMSO).  

Imunofluorescência  

As células ReNcell foram cultivadas em lâminulas de vidro tratadas com laminina em 

placas de 48 poços a uma densidade de 1 x 105 células/poço e diferenciadas por 14 dias 

conforme descrito anteriormente. A infecção com OROV foi realizada utilizando um MOI de 

1, e as lâminas de vidro foram fixadas 24 horas após a infecção com 4% de paraformaldeído 

por 40 minutos à temperatura ambiente. Após a fixação, elas foram lavadas e armazenadas em 

PBS. Subsequentemente, foram realizadas lavagens usando um tampão de bloqueio contendo 

1% de BSA, 0,1% de Triton-X 100 e 50 mM de glicina diluída em PBS 0,1M. Após isso, as 

lâminas de vidro foram lavadas com tampão de trabalho (tampão de bloqueio diluído 1:5 em 

PBS). Anticorpos primários contra OROV (1:20, fluido ascítico hipermune de camundongo 

fornecido pelo WRCEVA), anti-GFAP (1:50, AB7260) e B-tubulina (1:50, AB18207) foram 
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diluídos em tampão de trabalho e incubados por 2 horas em uma câmara úmida. Após outra 

lavagem com tampão de trabalho, as lâminas de vidro foram incubadas por 1 hora com 

anticorpos secundários IgG de cabra anti-rato (CY5 A10523) e IgG de cabra anti-camundongo 

(AF488 A1101) diluídos 1:1000 e protegidos da luz. As lâminas de vidro foram montadas em 

lâminas de microscópio após a aplicação de Montante Antidesvanecedor com Corante de DNA 

DAPI (Fisher Scientific Cat. No. P36941) e armazenadas durante a noite a 4 ºC. As imagens 

foram obtidas utilizando um microscópio de fluorescência, e a análise foi realizada utilizando 

o FIJI (versão 1.52 k do FIJI). 

Os tecidos cerebrais dos camundongos foram fixados com PFA 4% por 1h em 

temperatura ambiente. Após essa etapa o tecido foi submetido a três lavagens com PBS 1X e 

incubados em sacarose 15% por 24 horas a 4°C. A solução foi substituida por sacarose 30% e 

o tecido mantido a 4°C. Os cortes de 5 μm de espessura foram feitos no Criostato Leica 

Biosystems (CM1860 UV) com o tecido imerso em composto de corte ótimo (OCT) resfriado 

com nitrogênio líquido e mantido a -70°C. As secções passaram por uma etapa de incubação 

com a solução de bloqueio (PBS1X, 5% de BSA e 0,1% de Tween-20) por 1 hora à temperatura 

ambiente, e depois seguimos com a marcação de OROV (ATCC VR-1228AF, 1:500, Manassas, 

Virginia, Estados Unidos), diluído em PBS 1X com 3% de BSA, durante a noite a 4°C. As 

secções foram então incubadas com anticorpo IgG conjugado a AF488 de cabra anti-

camundongo (Sigma-Aldrich, 1:1000, Burlington, Massachusetts, EUA), diluído em PBS 1X 

com 1% de BSA, por 2 horas à temperatura ambiente. Os passos foram repetidos em seguida 

para as marcações de p-selectina (CD62P) (Thermo Fisher Scientific, 1:500, Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos) e anticorpo IgG conjugado a  AF488 de cabra anti-

camundongo (Sigma-Aldrich, 1:1000). As lâminas foram preparadas usando o Montante 

Antidesvanecimento ProLong Gold com DAPI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos). As imagens foram obtidas no Microscópio Confocal Upright 

LSM780-NLO (Zeiss) no Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Fotônica Aplicada à 

Biologia Celular (INFABIC, Unicamp) 

Western Blot 

Realizamos o cultivo das células HBEC-5i em placas de 6 poços a uma concentração de 

9 x 105 células por poço. Destes, 5 poços tiveram suas proteínas totais extraídas com tampão de 

lise preparado no laboratório com Tris HCl pH 7,5 (50mM), NaCl (150mM), EDTA pH 8,0 

(1mM), DTT (1mM), NP-40 (1%) e acrescido de Inibidor de protease completo (Roche). A 
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quantificação foi realizada seguindo protocolo do Kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). As amostras extraídas e 

quantificadas foram armazenadas a -80 ºC, após adicionado o tampão de amostra com β-

mercaptoetanol e fervidas por 10 min a 95 ºC. 30 μg de proteínas foram separadas em um gel 

6% SDS-PAGE e transferidas para membrana Hyboard em transferência semi-seca no cassete 

Trans-Blot Turbo Transfer System. Após bloqueio com 5% de leite diluído em PBS-Tween-20 

0,1%, a membrana foi incubada durante a noite a 4 ºC com anticorpo primário anti-ZO1 Tight 

Junction Protein antibody (Abcam, 1:1000; Ab96587, Cambridge, Reino Unido) e Anti-alpha 

Tubulin antibody (Abcam, 1:1000; EP1332Y, Cambridge, Reino Unido). Depois, a membrana 

foi lavada e incubada com anticorpo secundário Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (Abcam, 

1:5000; ab6789, Cambridge, Reino Unido) por 1 h a temperatura ambiente. Os géis foram 

revelados em equipamento Gel Doc XR+ System (Bio Rad). 

As células ReNcell coletadas das placas foram ressuspendidas em SDS 1x e aquecidas 

a 95°C por 5 minutos. A quantificação de proteínas foi realizada usando o Kit de Ensaio de 

Proteínas BCA (Produtos de Biologia de Proteínas Prometheus; Cat. No. 18-441). Uma 

quantidade padronizada de 12,6 µg foi carregada em um Gel Mini-PROTEAN TGX (Bio-Rad; 

Cat. No. 4561096, Hercules, Califórnia, Estados Unidos) e corrida por 1h a 150V. A 

transferência de proteínas para a membrana de PVDF (polivinilideno difluoreto) foi feita por 

1h a 12V. As lavagens foram realizadas com solução salina tamponada com Tris com 0,1% de 

detergente Tween 20 (TBST) e bloqueio em leite 5% diluído em TBST por 1h. Os seguintes 

anticorpos primários foram diluídos em leite 5% em TBST: B-tubulina (Abcam; Cat. No. 

B18207, Cambridge, Reino Unido), Nestina (Abcam; Cat. No. MAB5326, Cambridge, Reino 

Unido), GFAP (Abcam; Cat. No. AB5804, Cambridge, Reino Unido), SOX2 (Abcam; Cat. No. 

AB5603, Cambridge, Reino Unido). Os anticorpos primários foram incubados durante a noite 

a 4°C. Os anticorpos secundários diluídos em leite 5% em TBST, Anti-rabbit IgG, HRP-linked 

Antibody (Cell Signaling; Cat. No. 7074, Danvers, Massachusetts, Estados Unidos) ou Anti-

mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling; Cat. No. 7076, Danvers, Massachusetts, 

Estados Unidos), foram incubados por 1h à temperatura ambiente. O Anticorpo Policlonal 

GAPDH, HRP linked (Thermo Scientific; Cat. No. PA1-987-HRP, Waltham, Massachusetts, 

Estados Unidos) foi diluído em leite 5% em TBST e incubado por 1h à temperatura ambiente. 

A WB foi desenvolvida usando o substrato quimioluminescente SuperSignal West Pico PLUS 

(Thermo Scientific; Cat. No. 34577, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). A análise de 

área foi realizada usando o software FIJI (versão 1.52 k). 
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Ensaios de Transwell  

As células HBEC-5i foram cultivadas no lado apical de insertos de transwell (Corning 

Costar, ME, Estados Unidos; 0.4µm membrane) até atingir a confluência. As células foram 

infectadas com OROV em um MOI 1 e a resistência elétrica transendotelial (TEER) medida 

nos tempos 0, 12, 24, 48 e 72 horas pós infecção utilizando Voltímetro (Millicell ERS-2,, 

Burlington, Massachusetts, EUA). O TEER foi calculado subtraindo o valor da resistência em 

cada poço pelo valor do poço branco (sem células) e considerando o valor da resistência 

inversamente proporcional a área da membrana do inserto. Em alguns experimentos as células 

foram transfectadas com siRNA IRF5 ou siRNA Scramble por 48 horas antes do vírus ser 

adicionado. Nesses experimentos as células foram infectadas com MOI de 0,1.  

Também foi analisada a passagem de vírus através da monocamada de células HBEC-

5i para a câmara inferior onde cultivamos células VERO a uma concentração de 1,5 x 105 

células/poço. Os sobrenadantes dos lados apical e inferior dos insertos foram coletados e 

quantificados por RT-qPCR. As células foram incubadas com o conjugado de FITC-BSA 

durante 30 min em diferentes tempos pós infecção e a passagem do conjugado para a câmara 

inferior foi quantificada pela intensidade da fluorescência utilizando o leitor de placa 

CLARIOstar Plus - BMG Labtech.  

Sensor Elétrico de Impedância de Substrato Celular (ECIS)  

Foram plaqueadas 2 x 105 céls/poço de HBEC-5i em 400uL de meio DMEM HG 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) 10%SFB + P/S em cada 

poço do eletrodo. O experimento é iniciado no equipamento e a estabilização da monocamada 

celular é aguardada por um período de 24 horas. O meio é retirado e adicionado 400uL do novo 

meio DMEM HG sem adição de soro e antibiótico durante 1-2 horas até a nova estabilização. 

Por fim, retiramos 200uL de cada poço e colocamos 200uL de meio contendo o vírus em uma 

concentração com o dobro da MOI de 1, vírus inativado, o tratamento com trombina (500.000 

U/mL) que funciona como controle positivo de quebra de barreira ou meio. Nos ensaios de 

silenciamento gênico por siRNA os compostos são adicionados no momento em que as células 

são plaqueadas no primeiro dia do experimento.  

RNA interferente pequeno (siRNA) 

A transfecção do siRNA foi realizada de acordo com o fabricante. Para isso, foi utilizado 

uma concentração de 50 μM de siGENOME siRNA IRF5 (GE Healthcare Dharmacon, 
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SMARTpool;M-011706, Lafayette, Colorado, EUA) ou siRNA SCRAMBLE (controle 

negativo) (GE Healthcare Dharmacon, SMARTpool; D-001206, Lafayette, Colorado, EUA) 

nas células HBEC-5i cultivadas a uma concentração de 3 x 105 céls/poço em placas de 12 poços, 

5 x 104 céls/poço em insertos de transwell ou 2 x 104 céls/poço nos poços do eletrodo de ECIS. 

Para a transfecção, foi adicionado em um tubo o siRNA de acordo com a quantidade definida e 

meio DMEM alta glicose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) 

sem soro, e no segundo tubo, reagente de transfecção DharmaFECT também em meio DMEM 

alta glicose sem soro. O conteúdo de cada tubo foi homogeneizado com auxílio da pipeta e 

incubado por 5 minutos. Depois, o conteúdo dos tubos foi misturado e incubado por 20 min a 

temperatura ambiente. Por fim, foi adicionado meio DMEM alta glicose com soro fetal bovino 

4% ao tubo e adicionado o volume ajustado a cada poço. As células foram incubadas em estufa 

a 37 ºC com 5% CO2 durante 48 horas. 

Sistema de Imunoensaio Multiplex Bio-Plex 

Os sobrenadantes descongelados coletados do experimento de cinética em células 

ReNcell diferenciadas foram submetidos aos Ensaios de Citocinas Humanas Bio-Plex Pro (Bio-

Rad Laboratories Cat. No. 12007283, Hercules, Califórnia, Estados Unifos) de acordo com as 

instruções do fabricante. Resumidamente, beads magnéticas revestidas com anticorpos 

específicos para citocinas foram adicionadas a cada poço de uma placa de 96 poços. Em 

seguida, amostras e padrões foram adicionados à placa e incubados em um agitador de placa. 

Após etapas de incubação e lavagem, anticorpos de detecção biotinilados foram adicionados a 

cada poço, seguidos pela adição de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). As amostras foram 

então analisadas usando um sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califórnia, 

Estados Unidos). Controles de qualidade fornecidas nos kits de Ensaio de Citocinas Humanas 

Bio-Plex Pro foram incluídos em cada execução. Os dados foram expressos em picogramas por 

mililitro (pg/mL). 

Sequenciamento de RNA e análises de vias gênicas 

O RNA total extraído das amostras de células ReNcell coletadas em Trizol foi isolado 

usando o kit RNA Direct-zol Miniprep (Zymo,  Irvine, Califórnia, Estados Unidos) de acordo 

com as instruções do fabricante. Amostras contendo 1-2 μg de RNA, com uma razão de pureza 

(A260/280) entre 1,8-2,2, foram então submetidas ao Sequenciamento de Próxima Geração 
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(NGS) na GENEWIZ (Azenta,  South Plainfield, New Jersey, Estados Unidos). A preparação 

da biblioteca foi realizada utilizando o kit NEBNext Ultra II RNA Library Prep para Illumina 

(NEB, E7770S, Ipswich, Massachusetts, Estados Unidos). A análise de RNA-seq foi realizada 

usando dados limpos mapeados para o genoma humano obtido do Ensemble. A análise de 

Bonferroni foi conduzida para identificar diferenças estatisticamente significativas. 

Posteriormente, gráficos de vulcão foram gerados usando R, com os valores de p ajustados 

utilizados para visualizar os padrões de expressão gênica diferencial. 

Análise dos resultados 

Os dados gerados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software, La Jolla, Califórnia, Estados Unidos). Análises de ANOVA de um e dois 

parâmetros foram utilizados. Valores de p menores que 0,05 foram aceitos para determinar que 

dois valores são significativamente diferentes.  
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RESULTADOS   

A expressão de IRF-5 em células endoteliais é essencial para o controle da quebra da 

barreira hematoencefálica in vivo  

Para entender o papel de IRF5 na quebra da barreira hematoencefálica após infecção 

por OROV in vivo, utilizamos um sistema de animais nocautes condicionais, em que 

camundongos que expressam a enzima cre recombinase em associação com marcadores 

endoteliais (Cdh5 cre) são cruzados com animais floxeados para o gene IRF5 (IRF5 flox), 

gerando uma prole em que o IRF5 é deletado apenas das células que expressam a enzima cre, 

no caso as células de endotélio. Sucessivos cruzamentos dão origem a uma prole mista, com 

animais cre positivos e homozigotos para o gene IRF5 (Cdh5cre+ IRF5f/f), cre positivos e 

heterozigotos para o gene IRF5 (Cdh5cre+ IRF5f/wt) ou selvagens que podem ser positivos 

para cre mas não expressarem o gene  IRF5 em nenhum alelo (Cdh5cre+ IRF5wt/wt) ou cre 

negativos (Cdh5cre- IRF5f/f, Cdh5cre- IRF5f/wt ou Cdh5cre- IRF5wt/wt). Camundongos 

selvagens são sabidamente resistentes à infecção por OROV.  

Dessa forma, caracterizamos a perda de peso e mortalidade dos animais nocautes 

condicionais homozigotos (N=17) ou heterozigotos (N=5) e selvagens (N=8) de 4 semanas de 

idade após inoculação com 105 UFF de OROV via subcutânea na pata traseira. Observamos 

que cerca de 35% (N=6) dos camundongos Cdh5cre+ IRF5f/f homozigotos sucumbiram a 

infecção por OROV entre 7 e 14 dias pós infecção (Fig. 4, A). Esses animais apresentavam 

sinais de acometimento neurológico como perda de peso (Fig. 4, B), perda de equilíbrio, letargia 

e paralisia dos membros inferiores no momento da coleta. Animais heterozigotos Cdh5cre+ 

IRF5f/wt responderam da mesma forma que os animais controle cre negativos, onde não 

ocorreu perda de peso ou sinais de adoecimento dos animais, indicando que é necessário a 

deleção dos dois alelos de IFR5 para observação do fenótipo nesse modelo e todos os 

experimentos com animais nocautes condicionais a seguir foram realizados com os animais 

homozigotos para o gene IRF5. 

A coleta de órgãos foi realizada no momento em que foi observado o sinais de 

acometimento neurológico nos animais ou no dia 21 após infecção nos animais sem sinais de 

doença. A análise da carga viral nesses tecidos por qRT-PCR mostrou a presença de altos títulos 

de vírus (>108 eqFFU/g) no cérebro e medula apenas dos animais que apresentaram sinais de 

acometimento neurológico (Fig. 4, C-H), indicando que de fato neste modelo o vírus consegue 

atingir o SNC em parte dos animais com deleção condicional de IRF5 em células endoteliais. 



52 

Assim, podemos afirmar que a presença de IRF5 em células endoteliais é essencial para 

restringir a neuroinfecção de OROV em modelo de camundongos.   

Também realizamos coletas em diferentes dias pós infecção para entender a cinética de 

replicação do vírus nos órgãos dos animais nocautes condicionais (N=21). Foram coletados o 

cérebro, medula espinhal, fígado e baço nos dias 1, 3, 7 e 14 pós infecção. O vírus só foi 

detectado em altos títulos por qRT-PCR no SNC daqueles animais no momento em que 

apresentaram sinais de acometimento neurológico (N=2) em 7dpi e 14dpi. Porém foi possível 

observar um pico de replicação viral no baço de todos os animais em 3 dpi, que decai ao longo 

do tempo, indicando que o vírus é capaz de causar uma infecção sistêmica nesses animais, que 

na maior parte dos casos é solucionada sem a entrada do vírus no SNC (Fig. 4, I-L).  
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Figura 4 - Sobrevivência, perda de peso e carga viral nos tecidos de animais IRF5f/f e Cdh5cre+IRF5f/f 

infectados com OROV. (A) Curva de sobrevivência e (B) perda de peso de animais de 4 semanas infectados após 

infecção subcutânea na pata esquerda com 10^5 UFF de OROV. Os animais são IRF5f/f (genótipo selvagem) 

N=10, Cdh5cre+IRF5 f/f (dois alelos flox mutantes) N=17 e Cdh5cre+IRF5 f/wt (heterozigoto com apenas um 

alelo flox mutante) N=5. Resultados em A são apresentados como eventos de morte e em B como porcentagens 

individuais de peso. Quantificação do vírus por RT-qPCR nos tecidos (C) cérebro, (D) medula, (E) fígado, (F) 

baço, (G) rins e (H) linfonodos inguinais no momento em que o animal apresentava sinais de doença ou sofrimento, 

ou 21 dias pós infecção. Quantificação do vírus por RT-qPCR nos tecidos (I) cérebro, (J) medula, (K) fígado, (L) 

baço coletados 1, 3, 7, e 14 dpi. Cada ponto indica um indivíduo. O ponto vermelho indica o animal que 

apresentava sinais de acometimento neurológico no momento da coleta. As linhas pontilhadas representam o limite 

de detecção do ensaio. 

 

 Fonte: Autoria própria 
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Análises histológicas do cérebro de animais com acometimento neurológico   

Para avaliar como estava a estrutura do SNC desses animais devido ao acometimento 

neurológico, coletamos os cérebros no momento em que apresentavam sinais da doença para a 

realização de análises histológicas por coloração de Hematoxilina e Eosina (Fig 5, A). Animais 

Cdh5cre+ IRF5f/f infectados mas que não apresentavam sinais de doença no momento da coleta 

foram utilizados como controle. As análises histológicas permitiram observar um acúmulo de 

células na região perivascular (seta preta) nos animais com acometimento neurológico 

comparado com o controle e também um aumento no número de células com alterações 

morfológicas compatíveis com células da microglia ativadas (setas brancas) nos animais com 

manifestações neurológicas. 

Também foi realizada marcação de antígenos virais e da molécula de adesão endotelial 

p-selectina por imunofluorescência no cérebro dos animais (Fig 5, B). Da mesma forma, nos 

animais com sinais neurológicos no momento da coleta, foi possível observar a marcação de 

antígenos virais no tecido cerebral. Essa marcação não é encontrada nos animais sem sinais de 

doença, indicando que de fato nos animais com acometimento neurológico o vírus está entrando 

e se replicando no SNC. Além disso, foi observada marcação de p-selectina na região de 

microvasos sanguíneos cerebrais nos animais com sinais de doença. A p-selectina é uma 

molécula essencial para adesão de células imunes ao endotélio em eventos que precedem o 

processo de entrada dessas células no tecido. 
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Figura 5 - Análise histológica de tecido cerebral de animais Cdh5cre+IRF5 f/f infectados. Coloração por 

Hematoxilina e Eosina (A) no cérebro dos animais Cdh5cre+IRF5 f/f infectados com OROV que sucumbiram a 

infecção ou que não apresentaram sinais de acometimento neurológico. Setas brancas indicam ativação de 

microglia e setas pretas acúmulo de células perivasculares. As imagens foram capturadas usando microscopia de 

luz, no aumento de 4x. Marcação de imunofluorescência no cérebro dos animais com marcação para OROV e p-

selectina (B). As imagens foram capturadas usando microscopia de fluorescência confocal, com uma escala de 100 

μm. 

 

Fonte: Autoria própria 
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Aumento da quantidade e adesão de leucócitos no microendotélio cerebral por análise de 

microscopia intravital.  

Com o objetivo de analisar o comportamento de leucócitos na microvasculatura cerebral 

dos animais nocautes condicionais que apresentavam sinais de acometimento neurológico, nós 

realizamos um ensaio de microscopia intravital. Neste ensaio fizemos a abertura de um espaço 

de aproximadamente 4mm no crânio dos animais anestesiados para expôr os vasos sanguíneos 

da pia máter e realizamos a infusão de Rodamina 6G na circulação sanguínea dos animais pelo 

plexo retro-orbital. A Rodamina 6G é um corante fluorescente que marca leucócitos e plaquetas. 

Utilizando microscopia intravital focamos nas veias superficiais para observação das células 

marcadas pelo corante.  

A partir das imagens sequenciais obtidas foi possível observar que, nos animais que 

apresentavam sinais de acometimento neurológico no momento do experimento, existe uma 

maior quantidade de células marcadas pela Rodamina 6G circulantes (Fig. 6, A) e aderidas aos 

microvasos sanguíneos (Fig. 6, B) quando comparadas com animais não infectados e com 

animais infectados mas que não apresentavam sinais de acometimento neurológico no momento 

da obtenção das imagens. As animações completas obtidas das sequências de imagens 

capturadas no microscópio estão apresentadas na forma de vídeos podem ser visualizados no 

seguinte link: 

https://drive.google.com/drive/folders/1plr8mLzPTeOdjXk8WbO0HOlEMQVFEPF0?usp=dr

ive_link  
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https://drive.google.com/drive/folders/1plr8mLzPTeOdjXk8WbO0HOlEMQVFEPF0?usp=drive_link
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Figura 6 - Microscopia intravital no cérebro de animais infectados Cdh5 cre+ IRF5 f/f não infectados e 

infectados que apresentavam ou não sinais de acometimento neurológico no momento da coleta. Os 

leucócitos foram marcados por fluorescência com rodamina 6G e as fotos obtidas em microscopia de fluorescência 

com fotos tiradas a casa 1 segundo (A). Resultados apresentados em quantidade de leucócitos que se mantêm 

aderidos a parede da mirovasculatura cerebral por um período de 30 segundos (B). Os resultados foram obtidos a 

patir da análise de 30 fotos de 3 animais para cada condição.   

 

Fonte: Autoria própria 
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Entrada de OROV no SNC de animais após transferência de leucócitos infectados. 

Para aprofundar nossos estudos sobre um possível mecanismo de cavalo de tróia na 

neuroinvasão de OROV, onde o vírus estaria sendo levado para o interior do SNC por células 

imunes, realizamos a transferência de células imunes infectadas in vitro para os animais 

nocautes condicionais. Para isso foi realizada a coleta do baço de animais selvagens, que foi 

usado para isolamento das células residentes no órgão. Tipicamente o baço é composto por 

linfócitos B e T, plasmócitos, além de células endoteliais que compõem os vasos sanguíneos  

que irrigam o órgão e hemácias que são lisadas no processo de isolamento das células. Essas 

células foram infectadas in vitro com uma MOI de 3 de OROV, para garantir que todas as 

células estariam infectadas. Depois de sucessivas lavagens as células foram transferidas pelo 

plexo retro-orbital para a corrente sanguínea de camundongos Cdh5cre+ IRF5f/f (N=4) e 

selvagens (N=3). Foi observado que 50% (N=2) dos animais Cdh5cre+ IRF5f/f receptores 

sucumbiram a infecção por OROV entre 7 e 14 dias pós infecção, no mesmo intervalo de tempo 

e apresentando os mesmos sinais de acometimento neurológico já descritos para os animais 

Cdh5cre+ IRF5f/f infectados pela via subcutanea na pata. (Fig. 7, A e B). Os animais 

apresentaram acentuada perda de peso (Fig. 7, B), perda de equilíbrio, letargia e paralisia dos 

membros inferiores, que foi notada antes dos outros sinais de adoecimento neste modelo. 

A análise da carga viral dos tecidos por qRT-PCR mostrou a presença de altos títulos de vírus 

(>108 eqFFU/g) no cérebro e medula dos animais que sucumbiram à infecção. (Fig. 7, C-H). 

Assim como no modelo de infecção anterior, os outros órgãos não têm aumento expressivo no 

título viral em nenhum dos animais. Este resultado mostra que células circulantes infectadas 

com OROV são capazes de fazer com que animais com deleção de IRF5 em células endoteliais 

desenvolvam doença neurológica após infecção por OROV.   
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Figura 7 - Sobrevivência, perda de peso e carga viral nos tecidos de animais CDH5cre+IRF5f/f transfectados 

com células do baço infectadas com OROV. (A) Curva de sobrevivência e (B) perda de peso de animais de 4 

semanas infectados pela via intravenosa na veia ocular com 2x106 células isoladas do baço e infectadas com MOI 

de 3 de OROV. Resultados em A são apresentados como eventos de morte e em B como porcentagens individuais 

de peso. Quantificação do vírus por RT-qPCR nos tecidos (C) linfonodos inguinais, (D) baço, (E) fígado, (F) rins, 

(G) cérebro e (H) medula espinhal no momento em que o animal apresentava sinais de doença ou sofrimento, ou 

16 dias pós infecção. Cada ponto indica um indivíduo. As linhas pontilhadas representam o limite de detecção do 

ensaio 

 

Fonte: Autoria própria 
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OROV replica em linhagens de células de microvasculatura endotelial cerebral humanas 

e murinas. 

Com o objetivo de analisar a replicação de OROV em células do endotélio, realizamos 

a cinética de replicação viral em duas linhagens de microvasculatura cerebral, uma de humanos 

(HBEC-5i) e outra de camundongos (BEND3). Para tanto, as linhagens celulares foram 

infectadas com MOI de 1 e 0,1. Nossos resultados mostram que OROV consegue infectar ambas 

linhagens celulares, mesmo quando as células foram infectadas com uma baixa MOI de 0,1 

(Fig. 8, A e B), indicando que a presença de possíveis componentes antivirais induzidos de 

forma parácrina, a partir da infecção de uma parte das células presentes no ensaio, não foi capaz 

de restringir completamente a infecção por OROV em células endoteliais. Enquanto na HBEC-

5i a infecção viral é produtiva, com aumento em até 1 log na quantidade de vírus em tempos 

tardios da infecção, como 48 ou 72h (Fig. 8, C); a infecção em BEND3 é pouco eficiente e 

aparentemente produtiva apenas em células infectadas com MOI de 1. Em menores quantidades 

(MOI 0,1), o vírus se mantém dentro das células por até 72 h mas não é encontrado no 

sobrenadante (Fig. 8, A). Dessa forma, os dados mostram que OROV se replica mais 

eficientemente em células endoteliais humanas do que camundongos. 

Além disso, com o objetivo de analisar a viabilidade celular ao longo da infecção, 

realizamos um ensaio de identificação de atividade metabólica celular pelo método de MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), nas células HBEC-5i e BEND3 

infectadas com o vírus. Os resultados indicam que OROV não induz, ou induz pouca morte 

celular em BEND3, afinal não vimos uma diminuição da taxa de sobrevivência celular mesmo 

com a maior MOI de 1 (Fig. 8, B). Já em HBEC-5i, foi observado um aumento na taxa de morte 

celular nos tempos tardios da infecção, entre 48 h e 72 h, quando comparados com o controle 0 

h, em ambos MOIs testados (1 e 0,1). (Fig. 8, D). Assim, estes resultados indicam que o OROV 

estabelece infecção produtiva, induz efeito citopático e morte de endotélio cerebral humano, o 

que pode ser importante durante o fenômeno de neuroinvasão em humanos. Já células 

endoteliais de camundongos permaneceram viáveis após infecção com OROV.  
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Figura 8 - Cinética de replicação e viabilidade em células endoteliais durante infecção por OROV com MOI 

1 e 0,1.  A quantificação do vírus em cada tempo da cinética (0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pós infecção) em células 

BEND3 (A) e HBEC-5i (C) foi realizada por RT-qPCR na monocamada celular (linhas tracejadas) e por ensaio 

de formação de foco no sobrenadante celular (linhas contínuas). A viabilidade celular foi quantificada por ensaio 

de MTT ao longo da infecção por OROV nas células BEND3 (B) e HBEC-5i (D). Absorbância foi lida em 570 

nm. 

 

Fonte: Autoria própria  
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OROV regula expressão de genes associados à resposta imune inata  

Para caracterizar o padrão de resposta associado com proteção ou permissividade de 

células endoteliais após infecção com OROV, avaliamos a expressão gênica de BEND3 e 

HBEC-5i em diferentes momentos, 0, 4 e 12 horas, após infecção com OROV utilizando uma 

MOI de 1. Para isso, a monocamada celular dos tempos iniciais de infecção 0, 4 e 24 h foram 

coletados e analisados por qPCR para a expressão de fatores associados à resposta imune inata 

como as vias de reconhecimento (Toll Like Receptor 3 e 7, RIG-I e MDA5), sinalização (TRIF, 

MYD88, MAVS, IRF-3, IRF-5 e IRF-7), interferons (IFN-β) e genes estimulados por interferon 

(ISGs) (IFITM2, IFIT1 e IFIT2). 

 Ambas as células apresentaram modulação gênica de vias de reconhecimento e 

sinalização, sendo possível observar aumento da expressão de RIG-I, MDA5 e IRF-3 nos 

tempos iniciais (4hpi) da infecção nas células HBEC-5i (Fig 9, A-J). Enquanto nas células 

BEND3 também foi possível observar uma tendência de aumento de genes de algumas vias, 

com destaque para o aumento significativo de IRF-5 em 24 hpi (Fig 9, K-T). Como resultado 

da ativação dessas vias, também foi possível observar aumento da expressão de IFN-B nas duas 

células, assim como aumento da expressão dos ISGs IFIT1, IFIT2 e IFITM2 (Fig 10, A-H).     
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Figura 9 -  Expressão de genes das vias de reconhecimento e sinalização da resposta imune inata em células 

endoteliais após infecção com OROV. Cinética de expressão gênica quantificada por qPCR, em cultura de células 

BEND3 após infecção com OROV (laranja) (A-J) e cultura de células HBEC-5i (azul) (K-T). A linha tracejada 

representa a média da expressão gênica do controle. As barras representam médias da expressão relativa do gene 

alvo +/- erro padrão. Diferenças significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estão 

representadas por *p<0,05. 

 

Fonte: Autoria própria  

 

 



64 

Figura 10 - Expressão de Interferon (IFN) e genes estimulados por Interferon (ISGs) em células endoteliais 

após infecção com OROV. Cinética de expressão gênica quantificada por qPCR, em cultura de células BEND3 

após infecção com OROV (laranja) (A-D) e cultura de células HBEC-5i (azul) (E-H). A linha tracejada representa 

a média da expressão gênica do controle. As barras representam médias da expressão relativa do gene alvo +/- erro 

padrão. Diferenças significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estão representadas por 

*p<0,05. 

 

Fonte: Autoria própria  
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Regulação da expressão de fatores de adesão endoteliais, mas não de junções oclusivas 

após infecção por OROV 

Para caracterizar a modulação de fatores que possam estar associados com alterações na 

barreira hematoencefálica, analisamos os fatores de adesão endoteliais ICAM, VCAM, p-

selectina e e-selectina, a citocina pró-inflamatória IL-6 e a junção oclusiva ZO-1. As análises 

foram realizadas pelo padrão de expressão gênica por qPCR em diferentes momentos após 

infecção de BEND3 e HBEC-5i e também expressão de proteínas por western blot.  

Os resultados de expressão gênica indicam que houve indução da expressão de fatores 

de adesão endoteliais em ambas as células, como ICAM e VCAM nas células murinas (Fig. 11, 

F e G) e VCAM, e-selectina e um aumento expressivo de p-selectina nas células humanas (Fig. 

11, B, C e E). Os fatores de adesão são essenciais para a aderência e transmigração de células 

imunes por células endoteliais. A citocina pró-inflamatória IL-6 que é conhecida por promover 

a disrupção da barreira hematoencefálica não teve modulação diferencial em nenhuma das 

células (Fig. 11, D e I), assim como a junção oclusiva ZO-1 (Fig. 11, K e L), indicando que a 

infecção por OROV não leva a modulação de fatores relacionados com a disrupção da 

integridade da ligação entre células endoteliais. 
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Figura 11 - Expressão de fatores de adesão endoteliais e junções oclusivas em células endoteliais após 

infecção com OROV. Cinética de expressão gênica quantificada por qPCR, em cultura de células BEND3 após 

infecção com OROV (laranja) (A-E) e cultura de células HBEC-5i (azul) (F-J). A linha tracejada representa a 

média da expressão gênica do controle. As Barras representam médias da expressão relativa do gene alvo +/- erro 

padrão. Diferenças significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estão representadas por 

*p<0,05. Ensaio de Western Blott onde foi analisado a expressão da proteína ZO-1 em células HBEC-5i 48 h pi 

com OROV (K) e a sua quantificação relativa utilizando alpha-tubulina como controle (L). 

 

Fonte: Autoria própria  

 

 

 

 

 

 



67 

Passagem de OROV em sistema de Transwell sem alterações na integridade da barreira 

Para analisar se a infecção por OROV leva a disrupção da integridade da barreira de 

células endoteliais, realizamos experimentos utilizando o sistema de Sensor Elétrico de 

Impedância de Substrato Celular (do inglês ECIS), um método que quantifica impedância em 

tempo real para análise do comportamento de uma monocamada celular. Neste sistema a 

monocamada celular cresce fixada a uma placa que contém eletrodos na sua parte inferior, 

assim elas funcionam como um isolante aumentando a medida de impedância. Conforme vão 

ocorrendo distúrbios nas ligações entre as células ou morte celular, as pequenas correntes 

alternadas e não invasivas geradas pelo eletrodo são captadas pelo instrumento diminuindo a 

impedância captada. Ou seja, quanto menor a impedância, maior a disrupção da barreira que 

aquelas células estavam formando. Após a formação da monocamada no eletrodo, determinada 

pela impedância próxima de 1, foi realizada a infecção com OROV utilizando a MOI de 1. 

Os resultados obtidos pelo ECIS indicam que a infecção pelo vírus em células 

endoteliais humanas causa alterações na barreira celular que se inicia em 36 hpi (Fig. 12, A). 

Já nas células murinas não foi observado disrupção da barreira celular devido a infecção viral, 

neste caso a diminuição de impedância ao longo do tempo ocorre em todas as condições e 

controles negativos ao mesmo tempo, sendo um indício de morte celular devido ao tempo de 

cultivo (Fig. 12, C). Nos dois casos a  trombina foi utilizada como controle positivo por induzir 

a quebra de barreira.  

Ao mesmo tempo da realização desses experimentos, as células endoteliais foram 

cultivadas em sistemas de transwell, seguindo a mesma concentração celular e protocolos de 

infecção do ECIS. Neste sistema as células são cultivadas em membranas de 0,4um que fazem 

a separação do inserto e do fundo do poço. Após a formação da monocamada celular, nós 

realizamos a infecção com OROV utilizando a MOI de 1, com o objetivo de observar se o vírus 

é capaz de passar por essa barreira celular formada. Apesar do ECIS indicar quebra da barreira 

causada pela infecção viral em HBEC-5i apenas após 36hpi e não indicar quebra na BEND3, 

em ambos modelos cultivados em transwell o vírus foi encontrado na câmara inferior por RT-

qPCR já em 24hpi (Fig. 12, B e D). O que indica que o vírus passa pela barreira endotelial 

mesmo antes de causar quebra de junções oclusivas ou morte celular.   

Com o objetivo de tornar o modelo de transwell ainda mais complexo para mimetizar a barreira 

hemato-encefálica, que contém diversos tipos celulares, cultivamos células HBEC-5i na câmara 

superior do inserto, imediatamente abaixo foram cultivados astrócitos e no fundo do poço foram 
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cultivados neurônios (SH) (Fig. 12, E). As células foram incubadas com um conjugado de FITC 

com albumina do soro bovino (BSA, do inglês bovine serum albumin) em diferentes tempos 

após infecção. A presença de fluorescência do FITC na câmara inferior do modelo indica quebra 

da barreira, pois só ocorre no caso de passagem de BSA pela camada de células endoteliais. 

Isso porque o BSA é uma proteína grande que naturalmente não cruza a barreira 

hematoencefálica em seu estado preservado. Nossos resultados indicam que um aumento da 

passagem de FITC-BSA pela barreira ocorre apenas após 48 hpi em comparação com o controle 

sem vírus (Fig. 12, F). Porém foi possível detectar vírus viáveis na câmara inferior por ensaio 

de RT-qPCR já em 12 hpi, indicando que sua passagem pode ocorrer mesmo na presença da 

barreira ainda intacta (Fig. 12, G). Um fator interessante é que o vírus foi detectado na câmara 

inferior 12 horas antes do que comparado com o modelo de transwell contendo apenas as células 

endoteliais, utilizando o mesmo método de detecção, indicando que de alguma forma a presença 

de vários tipos celulares pode auxiliar na passagem do vírus.   
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Figura 12 - OROV cruza a monocamada de células endoteliais sem causar aumento de permeabilidade. 

Quantificação da resistência na monocamada celular por ECIS em células HBEC-5i (A) e BEND3 (C ). Como 

controle positivo foi utilizado a trombina e como controle negativo células não infectadas. As células HBEC-5i 

(B) e BEND3 (D) foram cultivadas na  parte superior de insertos de transwell e a quantidade de vírus na câmara 

inferior do modelo foi analisada por ensaio de RT-qPCR. Esquema gráfico do ensaio indicando que células HBEC-

5i foram cultivadas na parte superior de insertos de transwell imediatamente abaixo cultivados astrócitos e 

neurônios (SH) no fundo do poço (E). Células com diferentes tempos de infecção foram incubadas com FITC-

BSA durante 30 min e a fluorescência na câmara inferior do inserto foi quantificada por espectrometria, a 

porcentagem foi calculada com relação aos insertos não infectados (F). Em pontilhado temos indicado a 

porcentagem do inserto não infectado. A quantidade de vírus na câmara inferior do modelo foi analisada por ensaio 

de RT-qPCR (G). 

 

 

Fonte: Autoria própria  
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Avaliação da ausência de IRF5 na replicação de OROV nas células endoteliais 

Após constatar os efeitos de IRF5 no modelo de células endoteliais in vivo fomos avaliar 

o papel desse gene na replicação e manutenção da barreira de células endoteliais humanas in 

vitro. Para isso, fizemos o silenciamento do IRF5 em células HBEC-5i utilizando o kit 

comercial (Dharmacon Reagents) seguindo as recomendações do fabricante utilizando as 

concentrações de 25uM e 50uM de siRNA para definir a melhor concentração de uso e 

coletamos após 24h para quantificação da expressão gênica. Observamos por análise de qPCR 

que ambas concentrações funcionaram para inibição da expressão de IRF5 (Fig. 13, A).  

Realizamos a transfecção com o siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE (controle negativo da 

transfecção) na concentração de 50uM por 24h antes da infecção com OROV utilizando uma 

MOI de 0,1 e coletamos o sobrenadante em diferentes tempos para obter uma cinética de 

replicação viral. As células transfectadas não apresentaram diferença significativa na replicação 

viral com relação ao controle scramble e ao controle infectado não transfectado em nenhum dos 

tempos analisados, atingindo altos títulos ao final de 48h de infecção (Fig. 13, B).  

Também foi repetido o ensaio de ECIS e o modelo de transwell com a inibição de IRF5 

nas células endoteliais por siRNA. Os resultados foram similares aos encontrados nas células 

não transfectadas já descritos. O vírus é encontrado na câmara inferior do inserto de transwell 

já em 12hpi e 24hpi (Fig. 13, D), mesmo antes de serem detectadas alterações na integridade 

da barreira de células endoteliais por ensaio de ECIS (Fig. 13, C), indicando que o efeito 

facilitador da deleção de IRF-5 para a neuroinvasão por OROV é indireto, não aumentando a 

replicação ou taxa de morte de células endoteliais.  
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Figura 13 - Silenciamento de IRF5 em células HBEC-5i infectadas com OROV. As células HBEC-5i foram 

transfectadas com 50uM ou 25uM de siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE e a expressão do gene IRF-5 foi 

quantificado por qPCR (A). As barras representam médias da expressão relativa do gene alvo +/- erro padrão. A 

linha tracejada representa a média da expressão do gene em células não transfectadas. Diferenças significativas 

pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estão representadas por *p<0,05. A quantificação do vírus em 

cada tempo da cinética (0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pós infecção) em células HBEC-5i transfectadas com 50uM 

de siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE foi realizada por RT-qPCR no sobrenadante (B). Quantificação da 

resistência na monocamada celular por ECIS em células HBEC-5i transfectadas. Como controle positivo foi 

utilizado a trombina e como controle negativo células não infectadas (C ). As células HBEC-5i transfectadas foram 

cultivadas na  parte superior de insertos de transwell e a quantidade de vírus na câmara inferior do modelo foi 

analisada por ensaio de RT-qPCR (D).  

 

Fonte: Autoria própria  
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Células neuronais e células da glia diferenciadas de precursoras neurais humanas são 

permissivas à infecção por OROV 

Como a expressão de IRF5 em células endoteliais humanas não se mostrou ser um fator 

que atua diretamente na replicação viral ou passagem do vírus pela barreira hemato-encefálica, 

decidimos explorar outros tipos celulares do SNC humano. Para isso utilizamos um modelo de 

células precursoras neurais humanas (ReNcell) derivadas da região mesencefálica ventral do 

cérebro humano que foram diferenciadas conforme descrito na metodologia por 14 dias. 

Durante o processo de diferenciação, uma mudança conformacional na estrutura celular pode 

ser observada, passando de uma morfologia poligonal para um processo de elongação celular, 

com estruturas semelhantes a axônios crescendo a partir dos corpos celulares (Fig. 14, A e B). 

A análise genética por qPCR revela aumento na expressão de genes associados à diferenciação 

de células gliais (GFAP) e diferenciação neuronal (SYP) após 14 dias. Enquanto isso, o 

marcador de células progenitoras (MKI67) mostra expressão diminuída após 14 dias (Fig. 14, 

C-F). A análise de western blot de marcadores neuronais e astrocíticos, β-tubulina e GFAP, 

respectivamente, também foi conduzida. Foi possível observar um aumento dessas proteínas 

em células ReN diferenciadas após 14 dias, em comparação com a expressão de GAPDH. 

O primeiro objetivo então foi determinar se a cultura de ReNcells diferenciadas era 

permissiva a infecção por OROV. As células foram infectadas com OROV utilizando uma MOI 

de 0,1 e os sobrenadantes foram coletados nos tempos 0, 4, 12, 24, 48 e 72 hpi. Os sobrenadantes 

foram titulados por ensaio de formação de placas e os resultados demonstram que as células 

ReN diferenciadas são suscetíveis à infecção por OROV e o vírus pode se replicar 

produtivamente, atingindo sua replicação máxima de 105 PFU/mL em 24hpi (Fig. 14, I). Além 

disso, foi possível observar a marcação do vírus em células neurais e gliais 24hpi por ensaio de 

imunofluorescência, o que também demonstra que essas células estão sendo infectadas pelo 

vírus (Figura 14, J e K) 
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Figura 14 - Diferenciação e infecção de células ReNcells. Diferenças morfológicas em imagens obtidas por 

microscopia de luz com aumento de 10X da linhagem celular ReN indiferenciada (A) e após passar por um 

processo de diferenciação de 14 dias (B). Expressão gênica de marcadores de diferenciação celular quantificados 

por qPCR em células indiferenciadas e após 14 dias de diferenciação (C-F). As barras representam médias da 

expressão gênica alvo relativa +/- erro padrão. Diferenças significativas por ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste de Sidak são indicadas por *p<0,05. Ensaio de Western Blot onde a expressão das proteínas β-tubulina, GFAP 

e GAPDH foi analisada em células ReN indiferenciadas e após 14 dias de diferenciação (G), e sua quantificação 

relativa usando GAPDH como controle (H). Quantificação do vírus no sobrenadante coletado em cada ponto de 

tempo da cinética (0, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pós-infecção) foi realizada por ensaio de formação de placa. Dados 

representados em unidades formadoras de placas (PFU) por mililitro (mL) (I). Imunofluorescência realizada às 24 

horas após a infecção (hpi) em células ReN cultivadas em lâminas de vidro e infectadas com OROV a uma 

Multiplicidade de Infecção (MOI) de 1. A coloração foi realizada usando anticorpos anti-OROV e anti-β-tubulina 

(J) ou anti-GFAP (K). Os núcleos foram corados com DAPI. As imagens foram capturadas usando microscopia 

de fluorescência, com uma escala de 100 μm. 
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Fonte: Autoria própria  
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A infecção por OROV leva à modulação de genes celulares conforme determinado pelo 

ensaio de RNA-seq.  

Com o objetivo de traçar o perfil de expressão gênica na cultura mista de células da glia 

e neurônios, realizamos análises de transcriptoma em células ReN infectadas e não infectadas 

com OROV. Para isso foram utilizadas as mesmas células coletadas na cinética de replicação 

viral. 

A obtenção dos dados por Sequenciamento de Próxima Geração (NGS) foi realizada 

pela empresa GENEWIZ (Azenta). O software R foi utilizado para avaliar os dados do 

sequenciamento de RNA. Alterações de log2 fold (log2 fold-change ≥ 1/log2 fold-change ≤ -

1) e o valor ajustado de p < 0,05 foram utilizados para avaliar o grau de expressão diferencial. 

Os 30 genes com maior regulação em todos os tempos analisados, seja positiva ou negativa, 

foram indicados nos gráficos de vulcão (Fig. 15, A-D), fornecendo uma indicação visual de sua 

importância na reação do hospedeiro à infecção viral.  

Entre os genes que foram mais expressos em células infectadas destacam-se aqueles 

com função neuroprotetora (GADD45B e FOSB), genes que regulam a adesão celular a barreira 

endotelial (CCN1, CCN2 e FBLN5), migração celular (TNS3), que atuam em processos 

celulares diversos como proliferação celular, diferenciação e apoptose (NR4A1, RPAP2, 

PMEPA1, CSRNP1, NFATC2, CCNL1, LDLRAD4 e PABPC1L) e genes relacionados com a 

resposta imune (CXCR4, CXCL12 e BMP6). Já entre os genes com regulação negativa temos 

aqueles que atuam no metabolismo celular (PFKFB3, GMPR e PRR5L), transporte de íons pela 

membrana (EFCC1 e SLC47A2), atividade e desenvolvimento neuronal (ARC, STAC2, 

SLC6A11 e SPRY2) e angiogênese (APLNR). 
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Figura 15 - Gráficos de Vulcão da análise de expressão gênica por RNA-seq a partir de sobrenadantes de 

células diferenciadas ReN não infectadas (mock) e infectadas por OROV em 0h (A), 4h (B), 12h (C) e 24h 

(D) pós-infecção. Genes com mudança log2 fold ≥ 1 ou log2 fold ≤ -1 e valor de p ajustado < 0,05 são destacados 

em vermelho para genes super regulados e em azul para genes super regulados para baixo. Os nomes dos 30 

principais genes diferencialmente expressos são rotulados no gráfico. 

 

Fonte: Autoria própria  
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Liberação de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de neurônios e astrócitos 

diferenciados infectados com OROV. 

Os sobrenadantes coletados durante o ensaio de cinética de replicação viral foram 

utilizados para análise por Bio-plex. Isso nos permitiu delinear o perfil de citocinas e 

quimiocinas em neurônios e células da glia diferenciados durante a infecção por OROV. 

Foi possível detectar um aumento da liberação dos fatores de crescimento PDGF-BB, GM-CSF, 

e VEGF. Também observamos que algumas citocinas pró-inflamatórias, IL-6, IL-12 e IL-13, e 

a citocina anti-inflamatória e imunossupressora IL-10 tiveram sua liberação aumentada nas 

células infectadas. De forma contrária, apenas o fator de crescimento FGF básico apresentou 

diminuição de liberação (Fig. 16).   

O dado mais significativo de liberação no sobrenadante foi da proteína quimioatraente 

de monócitos-1 (MCP-1), com uma expressão acima de 1000 pg/mL detectada em 4 horas pós-

infecção e que se manteve com uma alta concentração em todos os tempos seguintes (Fig. 16), 

indicando que a replicação de OROV em células da glia e neurônios pode estimular a migração 

de leucócitos e contribuir no fenômeno de neuroinvasão por cavalo de troia.  
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Figura 16 - Análise Bioplex de várias citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes de cultura de células ReN 

diferenciadas não infectadas (controle) e infectadas pelo OROV (0h, 4h, 12h e 24h pós-infecção) (A-B). As 

barras representam as médias de expressão de citocinas ou quimiocinas +/- erro padrão. Diferenças significativas 

pela análise de variância de dois fatores seguida pelo teste de Sidak são indicadas por *p<0.05. Os dados são 

representados em Log10 picogramas por mililitro (pg/mL). 

 

 

Fonte: Autoria própria
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DISCUSSÃO  

O OROV é um dos mais importantes arbovírus emergentes na América do Sul, sendo 

responsável por grandes surtos de doença febril exantemática na região amazônica. Apesar da 

sua importância, ainda são poucos os estudos que investigam os fatores patogenéticos 

associados à doença e ao acometimento neurológico em parte dos pacientes.Neste trabalho 

conseguimos demonstrar que a expressão do gene IRF-5 em células endoteliais é essencial para 

a entrada do OROV no SNC in vivo, destacando o IRF5 como uma importante molécula 

reguladora imunológica do hospedeiro durante a infecção por OROV. Nossos resultados 

correspondem a estudos anteriores, que demonstram que cerca de 40% dos animais nocautes de 

corpo inteiro para o gene IRF5 sucumbiam na segunda semana pós infecção, na mesma janela 

de infecção dos animais nocautes condicionais que não expressam IRF5 nas células endoteliais 

utilizados no nosso estudo, apresentando inclusive sinais neurológicos similares aos 

encontrados anteriormente (Proenca-Modena et al., 2016). Porém o mecanismo e os tipos 

celulares associados a esse controle da entrada do OROV no SNC por IRF-5 ainda não haviam 

sido elucidados.  

O acúmulo de células na região perivascular de animais nocautes condicionais que 

apresentavam sinais de acometimento neurológico pode ser um indicativo de inflamação que 

ocorre com o aumento de células imunes aderidas as células da microvasculatura cerebral, 

apesar de não ser possível distinguir os tipos celulares pela técnica utilizada. Outro sinal de que 

a resposta imune está sendo ativada no cérebro dos animais com manifestações neurológicas 

durante a infecção é a ativação de células da microglia. Quando ativadas as células da microglia 

apresentam mudança de morfologia e função, passando a ter função fagocitária. Esse processo 

ocorre em resposta a lesões no tecido cerebral, infecções ou inflamação, sendo parte 

fundamental da resposta imune no SNC (Dheen et al., 2007).  

Os dados observados aqui indicam que o mecanismo de neuroinvasão de OROV em 

camundongos pode ser em parte mediado por um mecanismo conhecido como “Cavalo de 

Tróia”, onde leucócitos periféricos infectados transportam o vírus para o SNC. Os dados obtidos 

pela transferência de células infectadas in vitro para os animais nocautes condicionais levantam 

a hipótese de que a deleção de IRF-5 nas células endoteliais pode facilitar a entrada de OROV 

no SNC por linfócitos circulantes infectados. Outro fator importante foi o aumento do número 

de células imunes circulantes e aderidas na microvasculatura cerebral dos camundongos que 

apresentavam sinais de acometimento neurológico no ensaio de microscopia intravital. 

https://www.zotero.org/google-docs/?3950A6
https://www.zotero.org/google-docs/?vRxGWW
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Outro fator importante que deve ser considerado é a via de infecção. Quando realizada 

a infecção viral na pata do animal ocorre uma replicação inicial no sítio de inoculação antes de 

atingir a corrente sanguínea, e assim podemos promover a infecção de tipos celulares presentes 

na região, como é o caso das células de Langerhan, células dendríticas que atuam na 

apresentação de antígenos e ativação da resposta de linfócitos T, que são encontradas na 

epiderme. Essas células quando ativadas podem fazer a apresentação dos antígenos nos 

linfonodos locais dando início a resposta imune (Johnson et al., 2012).  De fato já foi 

demonstrado na literatura que o primeiro sítio de replicação de alguns arbovírus, como a DENV 

e WNV, após a picada pelo mosquito são as células de Langerham (Ida et al., 2009; Johnson et 

al., 2012).   

Além disso, dados do presente estudo mostram um aumento da da expressão de fatores 

de adesão endoteliais essenciais para a transmigração de leucócitos em células endoteliais 

humanas e murinas, como ICAM, VCAM, e-selectina e p-selectina. A expressão desses fatores 

de adesão endoteliais são eventos-chave durante a neuroinvasão por mecanismo de “cavalo de 

tróia” na infecção por diferentes vírus. Um exemplo é a replicação do Vírus da Encefalite 

Japonesa (JEV) nas células endoteliais, que embora não apresente disrupção da barreira no 

primeiro momento, a infecção promove a expressão de moléculas de adesão endotelial e 

quimiocinas que resulta na infiltração de leucócitos in vivo dando início a infecção no SNC 

(Zou et al., 2021).  

Os achados do nosso estudo corroboram com estudos prévios que demonstram que o 

gene IRF-5 desempenha papel importante na resposta imune contra outros vírus. Estudos sobre 

o papel antiviral do IRF-5 na infecção pelo vírus do Nilo Ocidental (WNV) demonstram que o 

IRF-5 age na via de ativação de MAVS e trabalha com outros fatores de transcrição, como IRF-

3 e IRF-7, para controlar a resposta de IFN-I das células dendríticas após a infecção pelo vírus. 

A deficiência de IRF-5 faz com que as citocinas inflamatórias e células imunes ativadas nos 

tecidos linfóides diminuam durante a infecção (Chow et al., 2019). Em outro estudo em que foi 

utilizado vírus da influenza A (IAV) a deficiência de IRF5 em modelo animal resultou em uma 

diminuição da produção de células mieloides e, portanto, uma diminuição da produção de 

citocinas inflamatórias. No entanto, isso acontece sem prejudicar a produção de IFN-I ou a 

replicação viral. Foi utilizado também um modelo de células-tronco pluripotentes induzidas 

humanas (hIPSCs) com mutações nos alelos do IRF-5 para estudar o papel do gene em células 

humanas. Os resultados indicaram que a deficiência de IRF-5 em DCs humanas também leva à 

redução da produção de citocinas pró inflamatórias durante a infecção com o IAV (Forbester et 

https://www.zotero.org/google-docs/?pQIgYT
https://www.zotero.org/google-docs/?9ALPns
https://www.zotero.org/google-docs/?AcfWeH
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al., 2020). Esses resultados na infecção por diferentes vírus mostram a importância do gene 

IRF-5 na liberação de citocinas e na regulação da atividade de células imunes. 

A expressão de IRF-5 em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) 

também foi relacionado com o aumento da expressão da molécula de adesão endotelial VCAM-

1 na lesão de isquemia-reperfusão, acelerando a adesão de leucócitos as células endoteliais (Cai 

et al., 2017). Também já foi relatado o aumento da expressão de matriz metaloproteinase-3 

(MMP-3) induzida por TNF-α em uma via dependente de IRF-5 em condroblastos. As MMPs 

pertencem a uma classe de enzimas responsáveis pela degradação dos componentes da matriz 

extracelular, que têm papel importante na manutenção da BHE (Guo et al., 2018). 

Em nosso estudo o IRF-5 se mostra como protagonista não apenas no contexto das 

células imunes, mas também em células endoteliais. Nossos resultados apontam para um novo 

mecanismo de regulação da entrada de leucócitos no SNC de forma dependente da expressão 

de IRF-5, que pode ocorrer devido à expressão de fatores de adesão endoteliais ou liberação de 

citocinas e quimiocinas. No entanto, ainda é necessário uma investigação mais profunda para 

compreender o exato mecanismo de ação do IRF-5 nas células endoteliais.   

Também demonstramos que a capacidade do OROV de infectar células endoteliais pode ser um 

evento patogenético chave, afinal camundongos adultos são naturalmente resistentes, enquanto 

seres humanos são vulneráveis ao desenvolvimento de doenças após infecção por esse vírus. E 

de fato conseguimos observar que o OROV infecta de forma produtiva células endoteliais 

humanas in vitro, enquanto nas células murinas, apesar de estabelecer uma infecção e se manter 

na célula por longos períodos, ela não leva a liberação de grande quantidade de vírus viável. 

Esse fato sugere que o OROV pode possuir algum mecanismo mais eficiente de antagonizar a 

resposta antiviral em células endoteliais humanas do que em células endoteliais murinas. 

Estudos mostram que as células endoteliais da microvasculatura humanas são infectadas por 

diversos arbovírus causadores de doença encefalítica, como o vírus do Oeste do Nilo (WNV) 

(Wang et al., 2008), vírus Zika (ZIKV) (Papa et al., 2017) e vírus da Dengue (DENV) (da 

Conceição et al., 2013), sendo que a replicação viral neste tipo celular pode ou não induzir 

efeito citopático e tem papel importante na passagem dos vírus através da barreira endotelial. 

O aumento da expressão de IRF-5 nas células murinas, sendo o único dos genes das vias 

de sinalização moduladas de forma significativa neste tipo celular, corrobora com os resultados 

obtidos em modelo animal, em que uma parcela dos camundongos nocautes para o gene IRF5 

sucumbem ao vírus, enquanto animais do tipo selvagem não desenvolvem a doença (Proenca-
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Modena et al., 2016). Já nas células endoteliais humanas, a ausência de indução de IRF-5 após 

infecção por OROV pode refletir algum mecanismo de antagonismo viral ou a existência de 

mecanismos de ativação pós-transcricional. Desse modo, os dados indicam que a infecção por 

OROV em células endoteliais murinas leva ao aumento de expressão de fatores importantes na 

resposta imune inata, em especial IRF-5, o que pode explicar a sua menor infecção pelo vírus, 

enquanto as células humanas não conseguem combater a infecção com a mesma eficácia.  

Apesar de não encontrarmos modulação de junções oclusivas, assim como a 

manutenção da integridade da barreira endotelial observada nos experimentos de ECIS e 

modelos de transwell nos tempos iniciais da infecção viral, associado com o fato de detectarmos 

o OROV na câmara inferior dos modelos de transwell, indica que o vírus pode utilizar vias 

alternativas que permitam sua passagem pela barreira composta pelas células endoteliais. 

Assim, especulamos que OROV possa atravessar a BHE inicialmente por mecanismos como 

transcitose ou liberação basolateral através das células endoteliais.  

Esse mecanismo já foi demonstrado para vírus como Vírus da Encefalite Equina Venezuelana 

(VEEV) e Vírus da Encefalite Equina do Oeste (WEEV), em que a entrada no SNC pela via 

hematogênica in vivo ocorre por transcitose mediada por caveolina-1 (Cav-1) sem causar danos 

a integridade da barreira hematoencefálica, mesmo sem estabelecer replicação nas células 

endoteliais (Salimi et al., 2020). Em outro caso o modelo de infecção com a cepa neurovirulenta 

de Vírus do Oeste do Nilo (WNV) in vitro também foi demonstrado que a passagem do vírus 

pela barreira endotelial ocorre sem a disrupção da sua integridade, enquanto a replicação do 

vírus na célula levou ao aumento das moléculas de adesão endoteliais VCAM e e-selectina 

(Verma et al., 2009). Por outro lado, foi identificado que a infecção de astrócitos foi o fator 

responsável pela expressão de fatores que que levaram a diminuição da expressão junções 

oclusivas e aumento da permeabilidade da barreira neste modelo, mostrando que existe uma 

interação complexa entre os outros tipos celulares que compõem a BHE que podem afetar a 

quebra da barreira (Verma et al., 2010).  

Apesar disso, não conseguimos estabelecer uma relação entre o silenciamento de IRF-5 

nas culturas celulares endoteliais in vitro com efeitos sobre a replicação viral ou modulação da 

integridade da barreira. Esse resultado indica que o papel do IRF-5 no controle da neuroinvasão 

pelo OROV nas células endoteliais provavelmente não se dá através do controle da replicação 

do vírus nessas células, levantando a hipótese de que possam existir outros mecanismos 

relacionados. Já foi demonstrado que o gene IRF-5 de humanos pode ser comparado com o 
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encontrado nas células de camundongos por compartilharem semelhanças funcionais e 

estruturais. Em ambos os casos o IRF-5 atua na ativação de genes das mesmas vias da resposta 

imune inata após ativação em resposta a estímulos gerados pelo reconhecimento de PAMPs por 

receptores citoplasmaticos como RIG-I e MDA5 ou associados a membranas como os TLRs 

(Takaoka et al., 2005).   

Como destacado anteriormente, a formação complexa entre os diversos tipos celulares 

que compõem a BHE, assim como todos os fatores que atuam na manutenção da sua integridade 

e na resposta imunológica não são passíveis de serem reproduzidos de forma integral nos 

modelos in vitro utilizados. Além das BMECs, que o componente estrutural primário da BHE, 

também temos os periócitos que atuam na regulação da angiogênese e integridade vascular, as 

células da microglia que liberam citocinas e matrix metalloproteinases (MMPs) em resposta a 

estímulos de patógenos e as extensões do corpo de astrócitos que liberam fatores solúveis que 

promovem a integridade da BHE pela modulação das junções oclusivas (Abbott et al., 2010). 

Além disso, citocinas e mediadores inflamatórios secretados pelas células de suporte podem 

modular a integridade da BHE. Entre esses fatores que atuam na quebra da barreira, podemos 

destacar as citocinas (TNF-α ,IL-6 e IL-1β) e quimiocinas (CCL2 e CXCL12) pró-inflamatórias 

(Yang et al., 2022), a diminuição da expressão de junções oclusivas e a degradação dessas 

junções mediada pelas MMPs (Rempe et al., 2016). Dessa forma são necessários mais estudos 

que compreendam a complexidade e dinâmica dos mecanismos de passagem do OROV pela 

BHE, principalmente se tratando de modelos humanos.  

É importante salientar que, assim como no nosso estudo, a maioria dos trabalhos 

realizados sobre a neuroinvação de arbovírus utilizam modelos experimentais de camundongos 

ou de células endoteliais in vitro. Na maioria dos casos, camundongos selvagens adultos não 

desenvolvem manifestações neurológicas por infecção sistêmica, a não ser nos estudos 

realizados com modelos de camundongos imunodeficientes. Esse fator é importante para 

entender o papel de vias específicas da resposta imune, mas nem sempre é reprodutível com o 

que ocorre na infecção nos seres humanos. No caso do OROV, a maioria dos casos de doença 

neurológica reportados em humanos ocorreram em indivíduos que tinham algum nível de 

imunossupressão causada por doenças adjacentes ou outras infecções virais. 

  Nos experimentos realizados com a cultura de células gliais e neurônios diferenciados 

de células progenitoras do SNC observamos que não apenas as células estão sendo infectadas 

pelo OROV, mas também estão respondendo à infecção por meio da liberação de citocinas, 
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quimiocinas e modulação de diversos processos celulares. No ensaio de bio-plex observamos 

um aumento da liberação de interleucinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-12 e IL-13, e da 

citocina anti-inflamatória e imunossupressora, IL-10. Também notamos uma diminuição no 

FGF basic, um fator de crescimento que regula funções celulares como proliferação e 

diferenciação (Yun et al., 2010). Observamos também um aumento de fatores de crescimento 

como o PDGF-BB, fator de crescimento derivado de plaquetas essencial para recrutamento de 

periócitos do sistema nervoso central (Gaengel et al., 2009), GM-CSF, fator de crescimento que 

leva a estimulação de colônias de granulócitos e macrófagos (Shi et al., 2006), e VEGF, fator 

de crescimento endotelial vascular, responsável por induzir proliferação e diferenciação em 

células endoteliais, contribuindo para a angiogênese (Apte et al., 2019). Além disso, o aumento 

mais significativo foi encontrado em MCP-1, proteína quimioatraente de monócitos-1, que 

desempenha um papel essencial na infiltração e migração de monócitos e macrófagos através 

do endotélio vascular (Deshmane et al., 2009).  

Informações importantes sobre as respostas do hospedeiro à infecção pelo OROV 

também foram fornecidas pelos genes super regulados na análise de RNA-seq. Entre eles 

GADD45B, que é extensivamente expresso no sistema nervoso e desempenha um papel crítico 

na desmetilação do DNA, neuroplasticidade e neuroproteção (Shen et al., 2022), bem como 

CCN1, que é conhecido por promover a adesão de células endoteliais e formação da matriz 

extracelular (Du et al., 2018), e pode ser importante no processo de neuroinvasão do vírus. 

Outros genes super regulados incluem NR4A1, que atua como um fator de transcrição nuclear 

(Yu et al., 2023) e NFATC2, que regula a progressão do ciclo celular durante a ativação de 

linfócitos (Caetano et al., 2002). Além disso, temos a regulação de genes como RPAP2, que 

atua na expressão de genes de RNA nuclear (Wani et al., 2014), e PABPC1L, que se liga às 

caudas poliA dos RNAs mensageiros para regular a estabilidade e a tradução do mRNA (Ozturk 

et al., 2016). CXCR4 e BMP6, que codificam o receptor de quimiocina CXC e um ligante 

secretado do TGF-beta, respectivamente (Liu et al., 2023; Wang et al., 2021), regulando uma 

série de processos como a resposta imune e homeostase do ferro, também foram super 

regulados. O gene CXCR4 também é um receptor conhecido pelo seu papel na infecção de 

células imunes, como no caso da infecção pelo HIV em que o CXCR4 atua como correceptor 

facilitando a entrada do vírus nas células CD4+ (Loetscher et al., 1998). 

Examinando os papéis dos genes que tiveram uma diminuição da sua expressão, eles 

também refletem uma variedade de processos biológicos que podem ser inibidos no curso da 

infecção. Genes como PFKFB3 e GMPR, por exemplo, que estão envolvidos no metabolismo 
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celular e na geração de energia, podem sinalizar uma desaceleração ou reprogramação 

metabólica nas células infectadas para preservar os recursos energéticos (Bairagya et al., 2022; 

Zhang et al., 2022). Da mesma forma, um possível efeito da infecção viral na atividade 

neuronal, plasticidade sináptica e desenvolvimento neuronal é sugerido pela regulação de genes 

ligados à função sináptica e ao desenvolvimento neural, como ARC (Korb and Finkbeiner, 

2011), STAC2 (Legha et al., 2010), SLC6A11 (Salcedo et al., 2021) e SPRY2 (Karhausen et 

al., 2018). Além disso, APLNR está associado à proliferação de células endoteliais envolvidas 

em processos de angiogênese (Şişli et al., 2022). Mudanças na homeostase celular e na 

integridade da membrana provocadas pela invasão viral podem ser refletidas na inibição de 

genes relacionados ao transporte de íons e à dinâmica da membrana, como SLC6A11 (Salcedo 

et al., 2021). 

Assim como no nosso estudo, foi mostrado que em astrócitos humanos a infeção por 

OROV também leva a modulação de vias relacionadas a replicação do DNA celular, ciclo 

celular, remodelação da matriz extracelular, vias de ativação de IFN-I, canais iônicos e 

sinapses. Sendo fatores importantes que podem afetar a neuropatogênese (Geddes et al., 

2021).  

Essas descobertas podem ter implicações importantes no desenvolvimento de 

intervenções terapêuticas, tendo como alvo o IRF-5, para mitigar complicações relacionadas 

ao SNC associadas a infecções virais.
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CONCLUSÃO  

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que: 

- A expressão de IRF-5 em células endoteliais é um evento chave para impedir o 

acesso de OROV ao sistema nervoso central, já que a ausência deste fator de transcrição 

no endotélio de camundongos nocautes condicionais leva a um quadro de acometimento 

neurológico em animais normalmente resistentes à infecção por esse vírus.  

- O quadro de acometimento neurológico neste modelo animal está associado com 

uma alta carga viral no SNC, acúmulo perivascular de células, ativação de microglia e 

aumento do número e da adesão de células imunes circulantes nos microvasos sanguíneos 

cerebrais.  

- Células imunes circulantes infectadas com OROV têm a capacidade de causar 

doença neurológica em camundongos nocautes para IRF-5 em células endoteliais. 

Levantando a hipótese de que a neuroinvasão por OROV em modelo animal possa ocorrer 

um mecanismo de “cavalo de tróia”. 

- OROV é capaz de infectar e se replicar de forma produtiva e com a capacidade de 

gerar efeito citopático em células endoteliais humanas. Apesar de infectar também células 

endoteliais murinas, o vírus se mantém na célula sem gerar uma infecção produtiva. 

- Células endoteliais de camundongos restringem a replicação de OROV 

possivelmente pela formação de uma resposta inata efetiva, com aumento na produção de 

receptores de reconhecimento padrão (TLR7), de interferon do tipo I (IFN-b), de genes 

induzidos por IFN (OAS1L e MX-1) e de IRF5, o fator de transcrição analisado neste 

estudo. 

- A infecção por OROV em células endoteliais in vitro aumenta a expressão dos 

fatores de adesão endotelial (e-selectina, p-selectina, ICAM-1 e VCAM-1) e também in 

vivo com o aumento da marcação para p-selectina, indicando que a adesão e 

transmigração de leucócitos pode estar associada com a neuroinvasão por esse vírus. 

- A infecção por OROV não interfere na integridade das junções oclusivas 

endoteliais, mesmo na ausência de IRF-5, embora o vírus seja capaz de cruzar a barreira 

endotelial em experimentos de “transwell”. Assim, os dados indicam que OROV pode 

cruzar essa barreira por mecanismos dependentes da infecção viral, como transcitose ou 

liberação basolateral através de células endoteliais infectadas.    
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- Em células neuronais e da glia diferenciadas de células progenitoras humanas do 

SNC, a infecção por OROV ocorre de forma produtiva e leva a modulação de quimiocinas 

e citocinas associadas a angiogênese e recrutamento de leucócitos, assim como a 

modulação de diversas vias celulares que indicam intensa resposta celular frente a 

infecção viral.   
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Tabela suplementar 1 - Primers utilizados para análises de expressão gênica. 
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ANEXOS 

Aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
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