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RESUMO

O Orthobunyavirus oropoucheense (OROV) ¢ um arbovirus capaz de causar
epidemias e levar a uma doenga febril que pode evoluir para complicagdes neurologicas e
hemorragicas em humanos. Embora alguns estudos tenham demonstrado que a infecgdo por
OROV provoca uma resposta imunoldgica dependente da produgdo de interferon tipo I,
atualmente faltam dados que investiguem o impacto potencial do OROV na gravidez e o
papel dessa citocina para o controle da infecgdo fetal e placentaria. Para isso, infectamos
camundongos gravidas WT, SJL, Ifnarl”~, IL28Ra” e Mavs™ e linhagens celulares de
trofoblastos humanos com OROV. Nossos achados indicam que a infec¢do por OROV
desencadeia o desenvolvimento de uma resposta antiviral em linhagens celulares
trofoblasticas, envolvendo a producdo de interferons do tipo I e III. O estudo também
estabeleceu um modelo de transmissdo materno-fetal ao infectar fémeas gravidas por via
intravenosa, no 10° dia embrionario, resultando em diferencas significativas nos resultados
com base na diferen¢a genética dos camundongos. Os cruzamentos no qual a fémea possui
delecdo de Ifnarl leva a altas cargas virais na placenta e no feto enquanto que os cruzamentos
em que a fémea possui delecdo parcial de Ifnarl permitem albergar baixas concentragdes
virais, mas ainda capazes de chegar ao feto sugerindo um papel critico da sinalizacdo do
interferon tipo I na patogénese da infec¢ao congénita por OROV. Além disso, os dados ainda
indicam que OROV pode atravessar a barreira placentaria independentemente da origem
genética da fémea, do macho ou do gendtipo fetal. O RNA viral foi detectado 8 dias apos
infeccdo nos tecidos fetais, mas nenhum virus infeccioso foi encontrado.
Surpreendentemente, a protecao esperada oferecida pelo IFN tipo I1I durante a infecg¢do por
OROV nio foi observada, ja que animais IL28Ra”" ndo foram mais susceptiveis a infec¢io.
Estes resultados esclarecem as complexas interagdes entre o virus e a resposta imune do

hospedeiro durante a transmissao placentaria-fetal do OROV.



ABSTRACT

The Orthobunyavirus oropoucheense (OROV) is an arbovirus capable of causing
epidemics and leads to a febrile illness that can escalate to neurological and hemorrhagic
complications in humans. While some studies have shown that OROV infection elicits an
immune response reliant on type I interferon production, there is currently a lack of data
investigating the potential impact of OROV on pregnancy and the role of this cytokine in the
control of fetal and placental infection. For this, we infected pregnant WT, SJL, Ifnarl™”,
IL28Ra” and Mavs”™ mice along with human trophoblasts cell lines with OROV. Our
findings indicate that OROV infection triggers the development of an antiviral response in
trophoblast cell lines, involving the production of type I and III interferons. The study also
established a maternal-fetal transmission model by infecting intravenously pregnant dams,
on embrionary day 10 resulting in significant differences in outcomes based on the genetic
background of the mice. Crosses in which the female has a deletion of Ifnarl lead to high
viral loads in the placenta and fetus, while crosses in which the female has a partial deletion
of Ifnarl allow harboring low viral concentrations, but still capable of reaching the fetus,
suggesting a critical role of type I interferon signaling in the pathogenesis of congenital
OROV infection. Furthermore, the data also indicates that OROV can traverse the placental
barrier regardless of the genetic background of the dam, sire, or fetal genotype. Viral RNA
was detected as early as 8 days after infection in fetal tissues, but no infectious virus was
found. Surprisingly, the expected protection offered by IFN-type III during OROV infection
was not observed, since IL28Ra”" mice were not more susceptible to OROV infection. These
results shed light on the complex interactions between the virus and the host's immune

response during placental-fetal transmission of OROV.
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1.Introducao
1.1 Arbovirus

Os Arbovirus (do inglés: “Arthropod-borne virus”) representam um grupo extensivo de
virus com genoma de RNA e que compreendem as familias Flaviviridae, Togaviridae,
Bunyaviridae, Rhabdoviridae e Reoviridae (Ketkar, 2019; Karabatsos, 1985; Tabachnick, 2016).
O virus da febre suina africana da familia Asfarviridae € o Gnico representante com genoma de fita-
dupla de DNA transmitido por artropodes (Costard, 2013). Para sua transmissdo, arbovirus
necessitam de vetores artropodes que compreendem mosquitos, moscas € carrapatos nos quais
ocorre a replicagdo viral e subsequente transmissdo a um hospedeiro vertebrado. Os arbovirus
apresentam dois ciclos, um silvatico e um enzodtico onde hé transmissdo para animais selvagens
ou transmissdo para humanos e animais domésticos, respectivamente (Weaver, 2010;
Agarwal,2017).

As manifestagdes clinicas associadas aos arbovirus podem variar desde doengas febris nao
especificas, erupgdes cutaneas e artralgia, até sindromes hemorragicas ou neuroldgicas (Gubler,
2001).

Alteragdes climaticas e ambientais induzidas pela atividade humana tém provocado uma
redistribuicdo de artropodes em todo o globo, o que impacta diretamente na probabilidade de
surgimento de doengas emergentes transmitidas por esses vetores. Diferengas na temperatura,
humidade e precipitacdo podem afetar diretamente o ciclo replicativo e o comportamento dos
artropodes permitindo que se estabelecam em novas areas geograficas expondo a populacdo a
arboviroses anteriormente ndo detectadas (Walton, 2014; Zhang, 2014; Althouse, 2015; Brady,
2014; Tabachnic, 2016).

De fato, muitas das doengas emergentes que surgiram nos ultimos 50 anos foram associadas
com a disseminacao de artropodes vetores, principalmente aquelas doencas causadas por arbovirus
tais como o Orthoflavivirus denguei (DENV), Orthoflavivirus nilense (WNV), Orthoflavivirus
flavi (YFV), Orthoflavivirus zikaense (ZIKV), Orthoflavivirus japonicum (JEV), Chikungunya
virus (CHIKV), Mayaro virus (MAYV) e Orthobunyavirus oropoucheense (OROV) (Theiler,
1973; Shope, 1997; Figueiredo, 2007).Uma parte desses virus se mantém na natureza em vetores
artropodes e hospedeiros amplificadores vertebrados, podendo ser transmitidos diretamente do

vetor para um hospedeiro humano, como observado para CHIKV, DENV, ZIKV e OROV. Ja
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outros arbovirus precisam ser amplificados em hospedeiros intermediarios para serem transmitidos

por vetores para humanos (Figueiredo, 2007; Burt, 2012; Lopes, 2014; Wasay, 2015).

Tabela 1- Principais arbovirus endémicos na América tropical

Principais Primeira descrigio S . . « .
. . urtos anteriores e circulacio continua
vetores do virus (ano e pais)
lAlphavirus genus
p\Layaro Surtos anteriores e circulagio continua na América do Sul eno
| Fizueiredo 2007 e 2014; Lednicky, 2015; Mackay, Hasmagogis spp 1934 (Trinidad e Tobagp), ;Ca.ribe -
P016)
IChilungurya s < - Possivels surtosnos séculos XVIIL e XIX; espalhadonas Américas
| Ficueiredo 2007 & 2014; Weaver 2015) Aedes aegipt 1932 (Tanzinia) desde 2013 ainda circulzndo e 2017+ ,
enczuelan equine encephalitis Culex son- Ochlaroiatic: Varios surtos [en‘_lhuma.nos e caﬁ'alos} d_esd.e 1938 m}_—\mérica do
| Weaver 300?__ Figueiredo, 2007) Pseﬁf;nﬂm'(‘s = 1938 (Veneruela)  |Sul e Central Mexico e sul dos EUA; altimo surto (75.000—100.000)
TS T . TSP casoshumanos) em 1895 na Venezuela e na Colémbia |
[Eastern equine encephalitis Culex pechol; Aedes 1038 (EUA’ Encefalite equ.inz;f hum?nae;é)f;édicana_—\ﬂl_érica do _\;rf';e:;m
(Figueiredo, 2007; Carrera, 2013) taeniorlyncls 38 EUA) pequenasurtono Fanama em 20 e apenastres casos notiticados
= - na Ameérical atina (Trinidad e Tobazo e Brasil) |
Surtos generalizados de epizootias equinas e epidemias de encefality
[Western equine encephalitis , . " - na América Ocidental e do Norte enitre as décadas de 1930 e 1930;
_-\xéckﬁga-qg:lba]lo: legli} Aecles spp; Culax spp 1930 (EUA) surtos epizodticos em 197273 & 1982-83 na Argentina; e casos
esporadicosna Aménca do Sul (Tmiznai em 2009} |
Flavivirus genus
Filia o ) . Difundido nas Américas a partir de 2013; circulagéio diminuindo em|
Zaniuca 2015; Musso, 2016; Baud 2017) Seas asgpi 1947 (Uganda) 2017+
Vellow fever Haemagogis spp,; Sabethes; 13 paises americanos sio considerados endémicos pela OMS: §
| Fizueiredo, 2007; Couto-Lima, 2017; Ortiz-Martinez, =5 ’ ’ 1827 (Gana) . " . . 201617
D017- Rossetto. 2017) Aedes aegypt circulagio confinua noBrasil em 2 ]
[Dengzue Aedes aegqypti; Aedes 1944 (Japio) Arbovimsmais comunsna AméricaLatina (0.9—2 4 milhdes de
{Gubler. 2004: Brathwaite 2012} albopictis P casosanualmentena ultima década)* |
F.ocio
{Fizueiredo, 2007; de Figueiredo, 2014; Travasso da Psoroplioraferox 1875 {Brasil) Apenas um surto noBrasil em 1973-80 (cerca de 1.000 casos)
2017y
aint Louis ence itis Culex declarator; Culex an mr . " . .. . .
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Fonte: Musso, 2018.

A (re)emergéncia de arbovirus se deve principalmente ao transito internacional,
urbanizagao e globalizagdo, o que mantém a circulacao de diversos arbovirus nas Américas (Tabela
1) (Musso, 2018). Adicionado a isso, ha a falta de cobertura epidemiologica e diagndsticos precisos
para certas doengas permitindo a disseminagdo viral e podendo vir a tornar-se um problema de
saude publica como aconteceu na epidemia de ZIKV em 2015-2017 (Oidtman, 2021).

No Brasil, muitos arbovirus poderiam, em tese, causar grandes epidemias nas regides mais
densamente povoadas no pais, como o Nordeste, Sul e Sudeste. Dentre esses arbovirus circulantes
e menos conhecidos, destacam-se os virus MAYV e OROV (Figueiredo, 2007). Ambos foram
isolados em Trinidad e Tobago e rapidamente se espalharam devido a competéncia do seu vetor
(Diagne, 2020; Gutierrez, 2020).

De 2023 a 2024, foram notificados mais de quatro milhdes de casos de arboviroses nas

Américas segundo a Organizagdo Mundial da Saude. Desse total, aproximadamente 4.566.584
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eram casos de dengue (até semana epidemiologica SE5 de 2024), 213.561 eram casos de
Chikungunya (até¢ SE21 de 2023) e 8.756 eram casos de Zika (at¢ SE21 de 2023) (PAHO, 2024).
Em janeiro de 2024, foi emitido um alerta epidemiologico sobre a detec¢do do virus OROV
no estado do Amazonas (AM) (Figura 1) (PAHO, 2024). Das 675 amostras testadas, 199 foram
positivas com confirmacao molecular por PCR para OROV correspondendo a 29.5% do total no
periodo de dezembro de 2023 a janeiro de 2024. As amostras procediam do municipio de Manaus,
Presidente Figueiredo, de Maués, de Tefé e Manacapuru. De fato, mais de mil casos de OROV
foram detectados em humanos no estado do AM em 2024 (PAHO, 2024). Além disso, hé casos
notificados de OROV nos estados do Acre (AC) e Roraima (RR) e, recentemente, a deteccao de
um caso no Rio de Janeiro de um individuo com histérico de viagem para o AM (CNN, 2024) e de

dois individuos de Curitiba (dois pacientes, um do AM e outro do AC) (Naveca, 2023).

Figura 1: Distribui¢do de casos de Oropouche no estado do Amazonas
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Fonte: Relatorio enviado pelo Ponto Focal Nacional (PFN) para o Regulamento Sanitario Internacional (RSI) do
Brasil e Relatorio da Fundacdo de Vigilancia em Saude do Amazonas (FVSRCP). PAHO, 2024.
Entretanto, apesar do potencial emergente desses agentes, pouco se sabe sobre os

mecanismos patogénicos associados ao desenvolvimento de doenga por esse virus.
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Recentemente a Organizagdo Mundial da Satide (OMS ou WHQO) anunciou uma iniciativa
(Global Arbovirus Initiative) com o objetivo de monitorar doengas arbovirais em escala global de

modo a antecipar e, se possivel, prevenir epidemias e pandemias (Balakrishnan, 2022).

1.2 Virus Oropouche (OROV)

Oropouche (OROV) ¢ um arbovirus silvestre da familia Peribunyaviridae, género
Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu que infecta preguicas, primatas nao humanos, algumas
espécies de aves e seres humanos na Regido Amazonica (Anderson, 1961; Nunes, 2005). O
sorogrupo Simbu inclui também os virus Akabane, Manzanilla, Sathuperi, Shamonda, Shuni e
Simbu (Anderson, 1961; Nunes, 2005; Ladner, 2014). Esse virus foi documentado pela primeira
vez em Vega do Oropouche em Trinidad e Tobago no ano de 1955 e cinco anos depois foi detectado
pela primeira vez no Brasil (Anderson, 1961; Files, 2022). Desde a sua detec¢ao, mais de trinta
surtos ¢ epidemias de OROV foram documentadas principalmente nas regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste do Brasil (Chavez, 1992; Watts, 1997; Cardoso, 2015; da Costa, 2017; Gutierrez,
2020). Dados epidemioldgicos recentes demonstraram casos de OROV na Argentina, Bolivia,
Colombia, Panam4, Equador e Venezuela (Figura 2) (Forshey, 2020; Files, 2022).

Figura 2: Cronologia dos surtos de febre Oropouche. Os pontos vermelhos indicam surtos com evidéncia serologica
e/ou detecgdo confirmatoria de acidos nucleicos virais.
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Recentemente, ocorreu a deteccdo de mais de mil casos de OROV em quatro estados
brasileiros, incluindo: Amazodnia, Acre, Rondonia e Roraima. Naveca e colaboradores (2024)
reportam a disseminagdo de uma nova linhagem produto de “reassortment” de OROV com outros
bunyavirus. Dados coletados entre 2022 e 2024 mostraram que OROV foi o segundo arbovirus
mais frequente na Amazonia. Curiosamente, apesar de nao haver diferencas no género quanto a
infec¢do, a nova linhagem parece afetar mais individuos do sexo masculino ¢ a faixa etaria entre
25 e 44 anos. Para determinacdo da nova linhagem, as amostras positivas para OROV foram
sequenciadas e comparadas com as sequéncias dos segmentos S, M e L disponiveis de OROV
circulante entre 1955 ¢ 2021 e com as sequéncias dos prototipos dos virus Iquitos, virus Perdoes e
virus Madre de Dios (considerados rearranjos do OROV). Filogeneticamente foram identificadas
2 linhagens para o segmento M e L (M1, M2, L1 e L2) e trés para o segmento S (S1, S2 e S3). A
hipotese ¢ que o OROV circulante atualmente no Brasil ¢ um rearranjo entre um OROV M1L2S2
que adquiriu um segmento M do OROV circulante anteriormente M1L2S3 (2009-2018) e os
segmentos L+S de um virus M2L2S2 que ja circulava na Amazonia desde os anos 2000 (Figura 3)
(Naveca, 2024). Assim, presume-se que essa nova linhagem circulante ja estaria circulando ha pelo
menos um ano e causando surtos, mas sendo subnotificada e negligenciada em areas onde ele nao

¢ comumente circulante.

Figura 3: Supostos eventos de rearranjo que geraram a atual diversidade gendmica de OROV na América do Sul. Cada
segmento gendmico do OROV ¢ colorido de acordo com a linhagem identificada neste estudo. Virus Oropouche
(OROV), virus Iquito (IQTV), virus Perdoes (PEDV).
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Fonte: Naveca, 2023

OROV ¢ um virus envelopado, que possui um genoma composto por trés segmentos de

RNA de fita simples de polaridade negativa (denominados S, M e L) (Patterson, 1984; Schmaljohn,
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2007; Proenga-Modena, 2015a; Elliot, 2014; Files, 2022). O segmento S codifica a proteina do
nucleocapsideo N e a proteina nao estrutural (NS) com capacidade de inibir a resposta de interferon
do tipo L. Tilston-Lunel ef al. (2015) mostrou que a dele¢@o da proteina NS em OROV leva a uma
producdo de IFN com fosforilacdo de STAT1 e expressdo de MxA em células A549. O mesmo
grupo também mostrou que o OROV ¢ menos sensivel ao tratamento com IFN-a comparado ao
Orthobunyavirus bunyamweraense (BUNV) em células Vero E6 (que nao produzem IFN) (Tilston-
Lunel,2015; Files, 2022). J& o segmento M codifica uma poliproteina que originara as
glicoproteinas Gn e Gc, além da proteina ndo estrutural NSm (Tilston-Lunel, 2015; Files, 2022).
O segmento L codifica a proteina L, a RNA-polimerase RNA-dependente (Aquino, 2003; Ladner,
2014; Files, 2022).

O sequenciamento desses segmentos permitiu a identificacdo de quatros gendtipos virais
baseados no gene N, trés (I, II e III) descritos até os anos 2000 e um (IV) identificado depois de
2010 no Brasil (Saeed, 2000; Vasconcelos, 2011). Sugere-se que o genotipo I surgiu no Brasil ha
aproximadamente 223 anos atras e deu origem aos outros gendtipos (Vasconcelos, 2011). Contudo,
uma nova classificagdo baseada nos trés segmentos de RNA sugeriria duas linhagens dentro das
filogenias do segmento M nas quais a linhagem 1 compreenderia o primeiro caso de OROV em
Trinidad e Tobago e as sequéncias circulantes no Brasil (origem estimada em 1887), enquanto a
linhagem 2 compreenderia sequencias do Panama, Peru e Equador (origem estimada em 1905)
(Gutierrez, 2020). As diferentes historias evolutivas apresentadas possivelmente se devem a
recorrentes rearranjos entre os virus do género Orthobunyavirus resultantes de coinfecgdes em
vetores ou hospedeiros vertebrados. Esses rearranjos ocorrem naturalmente devido ao
reconhecimento cruzado entre componentes virais, por exemplo, dentro de membros do mesmo
sorogrupo e podem resultar na sele¢do de virus mais patogénicos ou com maior capacidade de
disseminag¢do (Tilston-Lunel, 2015). No Sudao foi identificado um surto de doenga febril causado
pelo virus Ngari no qual ocorreu rearranjo entre o BUNV e o virus Batai (Briese, 2006).

O rearranjo dentro do sorogrupo Simbu ocorre com a permanéncia dos segmentos Se L e a
insercao do segmento M de outro virus. No Peru, foi isolado de um paciente febril um novo virus,
o virus Iquitos (IQTV), que possui no seu genoma os segmentos S e L com grande similaridade a
OROV e um segmento M distinto. Similarmente, foram identificados mais dois virus como
possiveis produtos de rearranjos entre OROV, o virus Madre de Dios (MDDV; Peru e Venezuela)

e o virus Perddes (Brasil); contendo um segmento M de um virus ainda nao identificado dentro do
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sorogrupo Simbu (Aguilar, 2011; Tilston-Lunel, 2015; Navarro, 2016). J& o virus Jatobal, também
isolado no Brasil, foi caracterizado como contendo apenas a presenga do segmento S do OROV
(Saaed, 2001).

OROV ¢ transmitido em ambiente silvestre pela picada de mosquitos Aedes Serratus e
Coquillettidia venezuelensis. Em ambientes urbanos, sua transmissao € principalmente sustentada
pela picada de Culicoides paraenses, uma mosca hematofaga popularmente cohecida como maruim
(Smith, 1991; Adams, 2017). Existem mais de mil espécies de Culicoides, € muitos deles atuam
como vetores na transmissdo de diversos arbovirus de importancia clinica e veterinaria (Mellor,
2000; Purse, 2015). No Brasil, o C. paraenses ¢ o principal vetor de transmissdo do OROV, mas
seu alcance geografico inclui Argentina, Chile e parte dos Estados Unidos (Figura 4) (Wirth, 1989;
Files, 2022). Além disso, a mosca Culicoides sonorensis, um vetor importante na América do
Norte, é capaz de transmitir uma cepa prototipo de OROV aumentando a area de alcance do virus

(McGregor, 2021; Files, 2022).

Figura 4: Distribui¢do de Culicoides paraensis nas Américas. Cinza escuro indica os paises e estados onde C. paraensis
foi relatado.

[ Territories in which C. paraensis has been reported

Fonte: Pappas, 1991; Lamberson, 1992; Smith, 1996; Brickle, 1999; Aybar, 2011; Martin,2019; Files 2022.
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Experimentos realizados em laboratorio sobre a competéncia de outros vetores em
transmitir o virus assim como dados epidemiologicos mostraram que os mosquitos Aedes
scapularis, Aedes albopictus, Culex fatigans, Culex quiquefaciatus, Mansonia venezuelensis ¢
Psorophora ferox suportam a infec¢cdo por OROV (Anderson, 1961; Roberts, 1977; Pinheiro, 1981,
Smith, 1991; Pinheiro, 2004; Files, 2022).

OROV leva ao desenvolvimento de uma doenca febril exantematica conhecida como febre
do OROV que se caracteriza pela presenca de sintomas como febre alta (~39 °C), cefaleia, mialgia,
artralgia, ndusea, vomito, erupgdes cutaneas, fotofobia, dor retro orbital e politiria (Pinheiro, 1994;
Mouraao, 2009; Travassos da Rosa, 2017). Aproximadamente 60% dos pacientes podem apresentar
recorréncia dos sintomas agudos apds uma semana do desaparecimento dos sintomas € uma
pequena parte dos individuos infectados podem desenvolver complicagdes clinicas (Tilston-Lunel,
2015; Travassos da Rosa, 2017). De fato, OROV ja foi detectado no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com meningite asséptica e meningoencefalite (Bastos, 2012). Episddios hemorrégicos,
aumento de enzimas hepaticas e leucopenia sdo menos frequentes (Pinheiro, 1981; Pinheiro, 2014;
Mouraao, 2009). O pico de viremia ocorre no segundo dia apos o inicio dos sintomas ¢ a fase aguda
pode durar até sete dias. Quando ha envolvimento do sistema nervoso com deteccdo de encefalite
e meningite, a doenga pode durar até 4 semanas (Pinheiro, 1981). Até agora ndo foram relatadas
sequelas a longo prazo (Bastos, 2012; Pinheiro, 2014; Travassos da Rosa, 2017; Alvarez-Falconi,
2020).

A grande similaridade clinica observada entre a infec¢cdo por OROV e aquela causada por
outros arbovirus, como Dengue, Zika e chikungunya, gera dificuldades diagndsticas e faz com que
os casos de OROV sejam subnotificados, principalmente em regides endémicas. Levando isso em
consideragdo estima-se que mais de meio milhdo de pessoas ja foram infectadas pelo OROV

(Culquichicon, 2017) nas Américas.

1.3 Patogénese do OROV

Pouco se conhece sobre a patogénese do virus Oropouche. Estudos experimentais utilizando
modelos animais e pacientes positivos para OROV tém contribuido para uma melhor compreensao
da resposta imunoldgica e patogénese do virus. Santos e colaboradores (2008) demonstraram em
um modelo de infec¢do em célula HeLa que a entrada desse virus € mediada por endocitose
dependente de clatrina, visto que o tratamento com clorpromazina foi capaz de inibir a replicagdo

do OROV (Santos, 2008). Além disso, foi demonstrado que OROV ¢ capaz de induzir apoptose in
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vitro, num mecanismo dependente da liberacdo de citocromo C mitocondrial e ativacao das
caspases 3 ¢ 9 (Acrani, 2010).

Camundongos imunocompetentes adultos sdo resistentes a infec¢do por OROV. Desse
modo, os primeiros modelos animais descritos para OROV foram desenvolvidos apds infec¢ao
intracerebral em camundongos adultos ou infec¢do subcutanea em camundongos lactentes ou
hamsters adultos (Aratjo, 1978 e 1979; Rodrigues, 2011). Em camundongos recém-nascidos, a
inoculagdo via intracerebral leva ao desenvolvimento de encefalite focal (Araujo, 1978). A
inoculac¢do subcutdnea de OROV em golden hamster leva ao desenvolvimento de uma doenga
grave, caracterizada pela presenca de viremia e deteccao viral no figado e cérebro com confirmagao
histopatologica de meningoencefalite e hepatite (Rodrigues, 2011). Similarmente, camundongos
recém-nascidos infectados com OROV pela via subcutanea desenvolvem encefalite, hiperplasia do
baco e meningite branda (Santos, 2012). Por fim, foi demonstrado em camundongos neonatos que
OROV ¢ capaz de chegar ao sistema nervoso central (SNC) por transporte retrogrado, apds invasao
em terminagdes sensitivas (Santos, 2014).

Assim, podemos concluir que OROV ¢ um virus hepatotropico e neurotrépico em modelos
animais, o que possivelmente reflete alguns aspectos da infeccdo em humanos, visto que
aproximadamente 5% dos pacientes infectados podem desenvolver sintomas clinicos condizentes

com acometimento do SNC.

1.4 Interferon do tipo I e III e o reconhecimento viral

A rapida produgdo de IFN do tipo I e III e a ativacdo das vias de sinalizagdo desencadeadas
por essas citocinas sdo eventos chaves para a prote¢ao contra infecgdes por diferentes arbovirus. O
reconhecimento viral se da pela identificacdo de padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMPs), por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) (Perry, 2005; Ivashkiv, 2014). A
ligacdo dos PAMPs aos PRRs ativa a produgao de diversas citocinas e quimiocinas, que controla a
replicacao viral no inicio da infeccdo e modula a resposta imune adaptativa (Perry, 2005). Apds o
reconhecimento pelos PRRs, sdo ativadas vias de sinalizagdo que convergem para a transcri¢do de
IFN do tipo I (Figura 5). Assim, no inicio da infeccdo, as células reconhecem os patdgenos através
dos PRRs e passam a produzir e liberar IFN-o/pf. Uma vez secretado, o IFN-o/p liga-se ao seu
receptor (Ifnar) em células vizinhas levando a uma diminuicdo da sintese proteica e o
estabelecimento de um estado antiviral, que € critico para o controle da infec¢ao pela maioria dos

virus conhecidos (Randall, 2008). O estabelecimento desse estado antiviral pela produgdo de IFN
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do tipo I leva a ativacdo de elementos responsivos estimulados por IFN (ISRE) e,
consequentemente, a transcri¢ao de genes estimulados por interferon (ISGs), que sdo componentes

chaves da resposta imune inata e adaptativa (Perry, 2005; Randall, 2008, Wack, 2015).

Figura 5: Ativacao da resposta de interferon através da detecgdo de padrdes moleculares associados a patdgenos. Todos
os receptores de reconhecimento padrao (PRRs) inicial vias de sinalizagdo que convergem na ativacdo dos fatores de
transcricdo fator regulatorio de interferon 3 (IRF-3), IRF-8 e/ou fator nuclear-xB (NF- kB); isto leva a expressdo de
IFN-B. IFN-B entdo inicia um programa efetor antiviral na célula infectadas e em células vizinhas, que envolve a
expressdo de varios genes estimulados por interferon (ISGs). Alguns dos ISGs mostrados aqui, tais como RIG-1 (gene
induzivel por acido retindico I), MDAS (gene associado a diferenciagdo de melanoma 5), DAI (ativador DNA-
dependente de IRFs), alguns microRNAs ¢ a familia de proteinas TRIM (motivo tripartido), estdo envolvidos na
amplificagdo e regulagdo da resposta de IFN. Outros ISGs, mostrados aqui, tais como 2’5’-oligoadenilato sintetase
(OAS) e ribonuclease L (RNaseL), proteina quinase dsRNA-dependente induzida por IFN (PKR), proteina de
resisténcia ao myxovirus (Mx), adenosina deaminase RNA-especifica (ADAR) ¢ enzima de edicdo de mRNA
apolipoproteina B (APOBEC), estio envolvidos nos mecanismos antivirais que interferem no ciclo de vida de virus.
OAS e PKR sdo ainda ativados por RNA dupla-fita (dsRNA). Ifnarl, receptor de interferon-a; IPS1, estimulador do
promotor de IFNB 1, também conhecido como MAVS; ISG15, proteina estimulada por interferon de 15 kDa; MD2,
proteina de diferenciacdo mieldide 2; PPP, 5° trifosfato; ssRNA, RNA fita-simples; STAT, transdutor de sinal e
ativador da transcri¢do; TLR, receptor do tipo Toll.
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Além do IFN do tipo I, existem mais dois tipos de IFN em mamiferos: o IFN do tipo II
(IFN-y) e o IFN do tipo III (IFN-A). O IFN do tipo III € produzido por um grande nimero de células
e consegue induzir um forte estado antiviral. A indu¢do de IFN do tipo III também ocorre apos o
reconhecimento do patdgeno pelos PRRs, e como o IFN do tipo I, depende da ativagdo de fatores
de transcrigao tais como NF-kB, IRF-3 e IRF-7 (Randall, 2008; Wack, 2015).

Em camundongos, a agdo do IFN do tipo III esta restrita as células presentes nos tecidos

epiteliais de mucosas. Em humanos, além das mucosas, as células presentes no figado também sao
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capazes de responder ao IFN do tipo III (Wack, 2015). A resposta dependente de IFN do tipo III
em detrimento parcial da resposta por IFN do tipo I em ambientes persistentemente infectados,
como observado na associagdo entre a mucosa intestinal e a microbiota, ¢ indispensavel para
manuten¢do da homeostase desses tecidos, afinal IFN do tipo III ndo ¢ tdo toxico ou tdo pro-
inflamatério como o IFN do tipo I [42]. Além disso, estudos demonstraram que IFN do tipo III ¢
essencial para a manutencao da barreira hematoencefalica e hematoplacentaria apos infec¢cao com

alguns arbovirus, como WNV e ZIKV (Kourtis, 2014; Lazear, 2015).

1.5 O papel do interferon tipo I e das vias de reconhecimento inato e adaptativo na infec¢ao por

OROV

Estudos recentes demonstraram que a resposta imunoldgica contra OROV em modelo
murino dependente do reconhecimento desse virus por RLR (receptores semelhantes a RIG-I), da
sinalizacdo via MAVS (proteina de sinalizacao antiviral mitocondrial) e da ativagdo dos fatores de
transcri¢do IRF-3 e IRF-7 (fator regulador de interferon) (Proenca-Modena, 2015a). De fato, a
resposta ao IFN do tipo I é um fator central na resposta contra OROV, pois camundongos nocautes
para Ifnarl (receptor de interferon do tipo I) sdo extremamente susceptiveis a infeccdo ¢ morrem
em decorréncia de uma replicacao viral exacerbada no figado, que culmina num quadro de faléncia
hepética e na producdo de uma grande quantidade de citocinas inflamatorias (Proenga-Modena,
2015a). Ainda, camundongos IFN-B nocaute possuem um fenétipo intermediario quando
infectados com OROV pois apenas parte deles sucumbe a infec¢ao sugerindo um papel protetor e
fundamental do IFN-a (Proenca-Modena, 2015a). Contudo, a delecao do receptor de IFN apenas
em células ndo-mieloides expressando CDIllc ou LysM ndo afeta a sobrevivéncia dos
camundongos infectados (Proenga-Modena, 2015a).

Por fim, foi demonstrado que IRF-5, regulador de interferon que ¢ expresso
constitutivamente em diversas células hematopoiéticas, essencial no controle da neuroinvasao por
OROV. Camundongos nocautes para IRF-5 desenvolvem encefalite num fendmeno associado a
persisténcia viral em células dendriticas (DCs) e linfocitos B e replicagdao viral intensa em
neuronios (Proenga-Modena, 2015b). Nao existem dados na literatura sobre o papel do IFN do tipo
III na infec¢dao por OROV.

Camundongos selvagem (WT) adultos sdo capazes de produzir anticorpos especificos para

OROV o que explica a resisténcia ao virus e a necessidade da utilizagdo de outros modelos para o
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estudo do OROV. A resposta de células B e, mais especificamente, a sinalizagao por Myd88 nessas
células € necessaria para restringir a disseminacao viral ao cérebro (Toledo-Teixeira, sob revisao).
A transferéncia de soro de um camundongo WT previamente infectado com OROV para um
camundongo nocaute para Rag (que ndo produz células T e B maduras) ¢ suficiente para proteger
o camundongo da infec¢do devido a presenga de IgM-especifico com capacidade neutralizante
(Toledo-Teixeira, sob revisao). Ainda, a auséncia de Myd88 nas células B tornou os camundongos
susceptiveis a infeccdo por OROV (Toledo-Teixeira, sob revisdo). Myd88 ¢ uma molécula
adaptadora presente na cascata de ativagao pelos receptores do tipo Toll (TLRs) e IL-1 e pode levar
a producdo de citocinas incluindo IFN do tipo I (Deguine, 2014).

Em humanos, IFN-a surge como um biomarcador universal para a infeccdo por OROV.
Pacientes febris com soroconversao inicial (IgM/IgG positivos no inicio dos sintomas) ou tardia
(IgM/IgG negativos no inicio dos sintomas) exibiram altos niveis de IFN-a e baixos niveis de TNF-
a e IL-10 por pelo menos 11 dias (de Oliveira, 2019). Ainda individuos com soroconversao inicial
apresentaram elevados niveis de CXCL-8 e IL-5 enquanto individuos com soroconversao tardia
apresentaram altos niveis de CXCL-10 e IL-17A (de Oliveira, 2019). IL-5 € uma citocina envolvida
na ativagdo de células B e diferenciacdo de células produtoras de anticorpos enquanto CXCL-8 esta
envolvida no recrutamento de granulécitos (de Oliveira, 2019). CXCL-10 ¢ uma citocina pro-
inflamatoria secretada por células imunes e envolvida no recrutamento de células ao local da
infeccdo durante a resposta de IFN a infec¢des virais (Elemam, 2022). Além disso, CXCL-10 ¢
crucial na defesa contra virus devido sua resposta mediada por células T limitando a disseminacao
viral (Elemam, 2022). IL-17 € uma citocina inflamatoria com papéis distintos durante infecgdes
virais (Sahu, 2021). Essa citocina possui potencial patogénico podendo causar dano tecidual ou
protetor pela ativagdo de células Th17 e recrutamento de células imunes (Sahu, 2021).

Sabe-se que OROV pode ser carregado para diferentes sitios por um mecanismo conhecido
como cavalo de Trdia, ja que ele pode infectar e permanecer com baixos titulos virais em células
imunes (células T, mondcitos, células dendriticas e células B) em um ambiente imunossuprimido.
PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) de individuos saudaveis infectadas com
OROYV nao sdo capazes de suportar a replicacdo viral, na presenca de IFN do tipo I e III sendo esta
resposta revertida pela utilizacao de um bloqueador do receptor de IFN do tipo I ou glucocorticoide

(Ribeiro Amorim, 2020).
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1.6 Desenvolvimento placentario e resposta imunoldgica

A placenta ¢ um 6rgao materno-fetal, cujo formacao se inicia a partir da por¢ao externa do
blastocisto, chamada trofectodermo. As células trofoblasticas permitem a implantacao na parede
uterina (decidua) e desenvolvimento placentario e formam as vilosidades placentarias, com
ramificagdes que propiciam maior area de troca com o sangue materno (Pijnenborg, 2006; Burton,
2015). Células maternas tais como células NK (natural killer) e macrofagos participam ativamente
do remodelamento placentario. A placenta esta em contato direto com o sangue materno e realiza
as fungdes dos principais orgaos fetais permitindo a troca de nutrientes, oxigénio e residuos
(Pijnenborg, 2006; Burton, 2015).

Em humanos (Figura 6), a placentacdo definitiva ocorre na terceira semana de gestagdo e
compreende uma camada Unica e contigua de sinciciotrofoblastos (SIN) (Ander, 2019). No inicio
da gestacdo a placenta ¢ considerada hemodicoridonica com uma camada de SIN seguida de uma
camada de células indiferenciadas, os citotrofoblastos (CTB), que podem repor a camada de SIN
ou originar trofoblastos extravilosos (Ander, 2019). Os SIN sdo as principais células produtoras de
hormodnios na placenta (progesterona e gonadotrofina corionica ou hCG) durante a gestacdo
(Malassine, 2003; Ander,2019). Os trofoblastos extravilosos vao auxiliar na fixacdo da placenta a
decidua e no remodelamento das artérias (Ander, 2019). Ainda, no inicio da gestacdo, sdo
responsaveis por fornecer nutrientes necessarios ao desenvolvimento do feto (Ander, 2019). Ao
final da gestagdo a camada de trofoblastos ¢ reduzida a apenas uma camada de SIN tornando-se
hemomonocorionica (Ander, 2019). Ndo ha contato direto entre o sangue materno e a placenta até
o fim do primeiro trimestre (Ander, 2019).

Em camundongos (Figura 6), a placenta nao ¢ definitiva até o dia gestacional 10.5 a 11.5.
Diferente do que acontece em humanos, a placenta possui uma estrutura chamada labirinto na qual
¢ perfundido por sangue materno (Ander, 2019). Células trofoblasticas gigantes ancoram a decidua
a placenta e guiam o sangue materno pela camada de espongiotrofoblastos em direcao a placa
coridnica (Adamson, 2002; Ander, 2019). O labirinto é composto por duas camadas de SIN e uma
camada de CTB que fica em contato direto com o sangue materno (Ander, 2019). A circulagao
materna e fetal nunca fica em contato direto. Enquanto a zona do labirinto ¢ responsavel pela troca
de gases e nutrientes, posicionado entre a zona do labirinto e a decidua encontra-se a zona juncional

(Woods, 2018). A zona juncional contém espongiotrofoblastos, células produtoras de glicogénio
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e uma camada de células trofoblésticas gigantes sendo considerada a principal fonte de energia e
compartimento enddcrino da placenta (Woods, 2018).

Durante o desenvolvimento placentario, também ha a participagdo de leucocitos maternos
que auxiliam no estabelecimento da imunotolerancia permitindo o crescimento fetal. A propor¢ao
dessas células difere de acordo com o estagio da gestacdo. Inicialmente, células NK deciduais sao
as mais predominantes (dANK ~70%), seguido de macréfagos deciduais (20-25%) e células T (3 -
10%), com perfil distinto das células circulantes fora da placenta, e vao auxiliar no remodelamento
e invasdo da decidua (Williams, 2009; Kwan, 2014). Durante a gestagdo, em camundongos, a
auséncia de células dNK esta associada com malformagdes fetais devido a sua importancia na
formagdo da arquitetura placentaria (Guimond, 1998; Hofman, 2014). Macrofagos deciduais s@o
importantes na manuten¢do de um ambiente anti-inflamatorio uma vez que sdo responsaveis pela
fagocitose de células apoptoticas (Piacentini, 1994; Abumaree, 2012). Por fim, as células T com
perfil regulatorio (Treg) vao conferir tolerdncia aos antigenos fetais de forma a evitar o aborto
(Rowe, 2012).

A parte do desenvolvimento, o papel fundamental da placenta no mecanismo de
imunotolerancia ao feto permite proteger o embrido da infeccdo por agentes infecciosos que
alcancem a placenta por via hematogénica, incluindo do efeito danoso de uma inflamacao local
exacerbada (Yehm 2012; Cappelletti, 2017). Assim, podemos considerar que a placenta,
particularmente a camada troflobastica, funciona como uma barreira seletiva altamente complexa,

que protege o feto durante o seu desenvolvimento.

Figura 6: Linha do tempo da placenta¢do humana e do camundongo. O blastocisto inicial humano se forma por volta
do quarto dia e ¢ marcado pelo desenvolvimento do trofectoderma — o primeiro evento de diferenciagdo no
desenvolvimento dos mamiferos. O espacgo interviloso (EIV) primitivo se forma por volta dos dias 8 a 9 a partir da
coalescéncia de vacuolos formados dentro da massa de sinciciotrofoblastos (SIN) (criando lacunas). Entre as lacunas
estdo colunas de SIN (trabéculas), que s@o invadidas por citotrofoblastos (CTB) por volta do 12° dia para formar as
vilosidades nascentes. Por volta do dia 15, o CTB invade a decidua (tarefa anteriormente realizada pelo SIN para
implantagdo). No 21° dia, a placenta definitiva esta formada. No entanto, o sangue materno ndo inunda o EIV até as
semanas 10 a 12. Por outro lado, o periodo gestacional de camundongos dura apenas 20 dias. Outras diferencas entre
humanos e camundongos incluem o desenvolvimento da placenta coriovitelina no dia 8. Essa placenta primitiva (ndo
formada na gestagdo humana) é composta pela justaposi¢do do saco vitelino contra os tecidos e vasos sanguineos
maternos. Nos dias 11 a 12.5, a placenta do saco vitelino ¢ substituida pela placenta corioalantdica (definitiva), e por
volta do dia 14.5, em camundongo, a camada de CTB que cobre as vilosidades fica perfurada e o sangue materno agora
pode entrar em contato direto com a camada de SIN mais externa.
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Fonte: Ander, 2019.

A resposta imunologica e a atividade antiviral na placenta (Figura 7) sdo dependentes da
expressao de PRRs, da producdo de IFN do tipo I e do tipo III em células do citotrofoblasto,
sinciciotrofoblasto e macrofagos placentarios além da secrecdo de microRNAs com capacidade
antiviral (Chatterjee, 2001; Gomez, 2008; Delorme-Axford, 2013; Kwon, 2014; Bayer, 2015;
Racicot, 2017). Entretanto, alguns virus conseguem estabelecer infec¢des de longo prazo na
placenta, em parte por mecanismos dependentes do antagonismo das vias de IFN do tipo I (Racicot,

2017).

Figura 7: Mecanismos de defesa imunoldgica placentaria. A placenta possui varios mecanismos inatos para proteger o
feto de infecgdes congénitas de todos os tipos, incluindo a expressdo de receptores de reconhecimento de padroes,
como os receptores do tipo Toll (TLRs), a expressdo constitutiva de IFNs tipo III (IFN-LA), e a liberagdo de peptideos
antimicrobianos. A inoculagdo de trofoblastos placentarios com o parasita 7. gondii induz a secre¢do de quimiocinas,
incluindo o potente CCL22 que recruta células Th2 e Treg, sugerindo que a infec¢do com o parasita altera ou sinaliza
para células imunes de origem materna. Além disso, a expressao do receptor Fc pelo SIN também sugere um papel
protetor para a IgG materna dentro do compartimento fetal através do desenvolvimento de imunidade passiva.



31

Miométrio —T i ‘(\) ;’) ;)
y
N £= ) 4
. Artéria espiralada—=" ) Trofoblasto " 4
=) /  @— extraviloso N |
Decidua
materna o s
Ll ° . e o
Qmmlocmas Receptor Fc
e neonato
Sangue .‘
materno £ ﬁ % )E
Toxoplasma
gondii > Bactéria

’ s Sks |
F —> Pepﬂdeos E

< o anﬂm|croblanos

v \ Q¢ ¢ o

o ‘-‘”":' Tg . .
Sinciciotrofoblastos —s, 4 ©_+_Citotrofoblastos

/V!OSldade placenta o~

Fonte: Ander, 2019.

Enquanto a inibi¢ao da produgdo de IFN do tipo I pode facilitar a replicacao viral e levar a
um aumento da carga viral de alguns virus na placenta, a produgao cronica de altos niveis de IFN
do tipo I em tecido placentario pode induzir lesdes nesse tecido e facilitar o acesso viral ao feto em
desenvolvimento. De fato, um estudo recente mostrou que a resposta dependente de IFN do tipo [
na placenta de camundongos fémeas durante a infec¢ao pelo virus Zika possui efeito deletério que
resulta numa placenta com uma arquitetura anormal da barreira materno-fetal. Assim, o IFN do
tipo I parece ser um importante mediador de complicacdes durante a gravidez em gestantes
infectadas com Zika (Racicot, 2017; Yockey, 2018). Em contrapartida, o IFN do tipo III, que ¢
produzido por trofoblastos humanos, age de maneira autdcrina e paracrina e possui papel essencial
para manutengdo da barreira placentdria durante a infeccao pelo ZIKV (Bayer, 2016).

Além disso, em humanos, anticorpos maternos podem ser transportados através dos
receptores neonatais Fc na superficie dos SIN (Maltepe, 2015). A passagem transplacentéria de
IgG permite a protecdo do feto a partir da semana 16 de gestacdo (Maltepe, 2015). Em
camundongos, ndo hé transporte eficiente de IgG materno, os anticorpos sao obtidos através da
expressdo de receptores Fc presentes em células do saco vitelino (também chamado de placenta

inicial; E5-E8.5) ou tardiamente na amamentacao (Halliday,1955; Kim, 2009).
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2. Justificativa e hipotese de trabalho

O Orthobunyavirus oropoucheense esta se espalhando pelas Américas com mais de meio
milhdo de casos estimados até agora. Além das manifestacdes febris, alguns arbovirus podem
induzir malformacgdes fetais quando mulheres sdo infectadas durante a gestagdo, como foi
observado em 2015 no Brasil durante a epidemia de ZIKA e durante infecgdes por diversos
bunyavirus e nairovirus, como Orthonairovirus haemorrhagiae (CCHFV) em humanos e
Orthobunyavirus schmallenbergense (SBV) em ruminantes (Calvet, 2016; Charlier, 2017). A
infeccdo por arbovirus na placenta pode resultar em efeitos teratogénicos no feto, altos niveis de
virus no neonato, baixo peso ao nascer ¢ prematuridade (Gérardin, 2008; Hoffmann,2011;
Garigliany, 2012; Tarlinton, 2012; Paixao, 2016; Calvet, 2016).

Nao ha estudos publicados relatando complicag¢des placentarias resultantes da infec¢ao por
OROV nem quais vias de reconhecimento imunologico seriam importantes para o controle da
infec¢do placentaria.

Ainda, dados epidemiologicos levantados durante as grandes epidemias desse virus na
regido Amazonica apontam para a possibilidade de OROV causar problemas gestacionais, afinal
houve um aumento da incidéncia de abortos (Mercer, 2003). Dados ndo publicados desenvolvidos
por um aluno do Prof. Dr. Eurico Arruda da FMRP-USP mostram que OROV ¢ teratogénico apds
infeccdo em ovo embrionado de galinhas e em camundongos C57BL/6. Além disso, 0 mesmo grupo
relata que OROV pode infectar células dissociadas de placentas.

Assim nossa hipdtese ¢ que o OROV tem potencial de atravessar a barreira
hematoplacentaria desencadeando resposta imunolédgicas capazes de afetar o desenvolvimento

placentario e fetal.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi verificar o papel das vias de reconhecimento imunologico e da produgao

de interferons do tipo I e III para a quebra da barreira placentaria pelo virus Oropouche.
3.2. Objetivos gerais

e Caracterizar a cinética de replicacdo viral apds infecgdo intravenosa (i.v) de OROV em
camundongos fémeas ndo gravidas com gendétipo selvagem (C57/bl6), heterozigoto e homozigoto

para o receptor de IFN-I (Ifnarl).

e Estabelecer um modelo de transmissao materno-fetal através da infec¢ao intravenosa (iv.) de
OROV em fémeas gravidas utilizando os modelos murino com deficiéncia em Ifnarl e o animal

selvagem (C57/BL6).

eDeterminar se o genotipo materno, paterno ou fetal assim como as diferentes proporcdes de
homozigotos e heterozigotos presentes na prole resultante afetam a dispersao viral por OROV

durante a gestagdo em cruzamentos com animais selvagens e com deficiéncia em Ifnarl.

eCaracterizar o papel do IFN-III no controle da replicagdo de OROV em camundongos deficientes

em [128r.

eCaracterizar o papel das vias imunoldgicas de reconhecimento viral no controle da replicagdo de

OROV durante a gestacao utilizando camundongos deficientes em Myd88 e MAVS.

e Determinar o efeito de IFN-I para a arquitetura placentaria durante a infec¢do por OROV através

da andlise histologica da placenta de camundongos gravidas infectados.

e Determinar se a infecgdo afeta a produgdo de particulas infecciosas na placenta de camundongos

infectados por OROV.

e(Caracterizar o efeito in vitro de OROV sobre linhagens de células placentarias de humanos,
caracterizando a cinética de replicacdo, a expressao de genes relacionados a resposta imune inata,
a producdo de citocinas apds infec¢do com OROV. Determinar o papel do IFN-I na replicagdo de

OROYV na presenga de anticorpo capaz de bloquear o receptor de IFN.
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4. Metodologia

Células: Esse estudo foi realizado utilizando as seguintes linhagens celulares estabelecidas: Vero
E6 (rim de macaco Cercopithecus aethiops; ATCC® No. CRL-1586), C6/36 (dedes albopictus
mosquito; ATCC ® No. CRL-1660), BeWo (células de coriocarcinoma humano; ATCC® CCL-
98) e JEG-3 (células de coriocarcinoma humano; ATCC® HTB-3). Essas células foram cultivadas
em DMEM (Vero E6) RPMI (BeWo e JEG-3) ou Leibovitz (C636) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de Penicilina-estreptomicina (10000UI/mL penicilina e 200 mM de
estreptomicina) seguindo instru¢des da ATCC em incubadora a 37°C com 5% de COa.

Os experimentos utilizando as células BeWo e JEG-3 foram realizados em placas de 24 pocos
utilizando 2x10° células/mL. As células foram infectadas com OROV utilizando duas MOI
(multiplicity of infection) de 0.1 e 1 por duas horas em meio DMEM sem SFB. Apos, as células
foram lavadas com PBS 1x e foi adicionado meio DMEM com SFB. As células foram incubadas
por até 48 horas. Quando indicado, as células foram pré tratadas com um anticorpo anti-Ifnar 5

ng/mL (Abcam, ab10739) 30 min antes da infec¢do com OROV.

Virus: Neste projeto foi utilizado o virus Oropouche da linhagem BeAn 19991 que foi cedido pelo
Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais Figueiredo (FMRP-USP). O estoque viral de OROV foi obtido apos
trés passagens sucessivas em células Vero e C636. Para a primeira passagem, o virus foi adicionado
a monocamada de células com confluéncia de 80% e em garrafa de cultura de 25 cm? e coletado
apoOs o aparecimento de efeito citopatico ou em aproximadamente 84 horas apds a infeccdo. O
conteudo coletado foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos para clarifica¢@o e distribuido em
criotubos. Apds, o estoque foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.
Para as passagens seguintes, a propagacio viral foi feita em garrafas de cultura de 175 cm? com
coleta apds aparecimento de efeito citopatico (24-30 horas pds infec¢do). Os estoques foram

titulados por ensaio de foco infeccioso conforme descrito posteriormente.

Camundongos: O alojamento e o cuidado de animais de laboratorio foram conduzidos de acordo
com as diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio. A criagdo de animais e os
experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e apds aprovacdo pelo Comité

Institucional de Cuidados e Uso de Animais da Washington University na Escola de Medicina de
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St Louis (nimero 21-0246), do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Campinas
(Unicamp) (protocolo numero 5302-1/2019) e da Universidade de Sao Paulo (USP) (protocolo
nimero 6025140319). Camundongos C57BL/6, C57BL/6 Ifnar”’~, C57BL/6 Myd88”~ e C57BL/6
Mavs~~ foram adquiridos do The Jackson Laboratory. Os camundongos SJL foram gentilmente
doados pelo Dr. Jean Pierre Schatzmann Peron (Universidade de Sao Paulo). Todos os
camundongos tiveram acesso ad libitum a alimentos e agua e foram manipuladas em instalagdes de

Nivel de Biosseguranga 2.

Genotipagem: Para genotipagem de camundongos adultos e fetos, aproximadamente 1 mm? da
cauda do camundongo foi digerido em 75 pl de tampao de lise alcalina (NaOH 25 mM e EDTA 0,2
mM, pH 12) por 15 min a 95 °C e neutralizado com 75 pl de tampao de neutraliza¢do (Tris-HCI 40
mM pH 5). As amostras foram entdo clarificadas por centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min e
genotipadas e sexadas por PCR convencional (Tabela 2 e 3). O PCR foi realizado utilizando o kit
Q5'-Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix (New England BioLabs) com amplificacdo em
termociclador seguindo as condigdes de tempo e temperatura informadas na Tabela 2. O produto
obtido do PCR foi entdo submetido a eletroforese em gel de agarose 2% junto a um marcador com
peso molecular conhecido. O gel foi visualizado no fotodocumentador iBright (Thermo Fisher

Scientific).

Tabela 2: Ciclagem utilizada no PCR convencional
Passo 1 2 3 4 5 6 7 8
5:00 | 0:15 | 00:30 | 00:40 | 00:15 | 00:30 | 2:00 00
94°C | 94°C | 65°C* | 72°C | 94°C | 55°C | 72°C | 4°C
10x  *declinio -1°C 30x

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para PCR convencional
Alvo Sequéncia Tamanho (pb)

F:UM4 (Comum):
5'-AAGATGTGCTGTTCCCTTCCTCGCTCTCA-3"

R1:UMS5 (WT): WT: 150
Ifnarl | 3 ATTATTAAAAGAAAAGACGAGGCGAAGTGG-5' KO- 180

R2:Neo P3 (KO):
3'-ATTCGCAGGGCATCGCCTTCTATCGCC-5"
F: 5-CATGAACGCATTCATCGTGTGGTC-3"

Sry - . 280
R: 3 -CTGCGGGAAGCAAACTGCAATTCT T-5
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Titulacao viral: A quantidade de virus vidvel foi determinada por ensaio de foco infeccioso (UFF).
Para tanto, os sobrenadantes armazenados foram descongelados e clarificados por centrifugacao a
5000 xg por 10 minutos. Foram preparadas dilui¢cdes seriadas decimais para cada amostra em meio
sem SFB e passados 100uL para monocamadas de células Vero E6 (4x10* células/mL) crescidas
em placas de 96 pocos, em duplicata. As placas foram incubadas por duas horas a 37° ¢ 5% CO:
para adsor¢do viral. Apds a adsorcao, foi adicionado meio semissolido contendo DMEM 2x,
carboximetilcelulose 1,5% (CMC), SFB 4% e Penicilina/estreptomicina 2% de modo a obter uma
concentragdo final de DMEM 1x, CMC 0.75%, SFB 4% e Penicilina/estreptomicina 1% no pogo.
As placas foram incubadas novamente por 48 horas a 37° ¢ 5% CO». Para fixagdo das placas, foi
adicionado 70uL de paraformaldeido (PFA) 1% e elas foram mantidas a 4°C até o momento da
revelagao.

Para revelacdo dos focos, o paraformaldeido foi removido e as placas foram lavadas com PBS. As
placas foram permeabilizadas com uma soluciao contendo PBS, saponina 0.1% e albumina bovina
sérica 0.1% (BSA) por 30 minutos a temperatura ambiente.

As placas foram lavadas com tampao de permeabilizacdo 1x trés vezes antes da adi¢ao de 50 puL
de anticorpo primario policlonal anti-OROV (fluido ascitico, ATCC VR-1228AF) na propor¢ao
1:1000. As placas foram entdo mantidas sob agitacdo intermitente por 2 horas, em temperatura
ambiente. Em seguida foram novamente lavadas com tampao de permeabilizacdo 1x, e foram
acrescentados 50 pL. do anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma, A4416) na propor¢ao 1:2000. A leitura foi realizada pela presenca de foco azul apods
revelacdo com o substrato para peroxidase TrueBlue (KPL). Os resultados foram expressos como

UFF por mL de sobrenadante ou grama de tecido.

Real time RT-PCRs: A carga viral foi medida na decidua, placenta, feto e outros tecidos maternos
(soro, linfonodo inguinal, figado, cérebro, bago, ttero e ovarios). Os tecidos foram pesados e apos
homogeneizados em tubos contendo esferas de zirconia e meio DMEM sem SFB usando um
MagNA Lyser (Roche LifeScience). Os homogeneizados foram clarificados por centrifugacio a
10.000 x g durante 10 min, e 0 RNA foi extraido usando o kit 5X MagMax Viral Isolation (Applied
Biosystems) em um rob6 de extra¢do Kingfisher Flex (Thermo Scientific) seguindo as instrugdes
do kit. O RNA foi amplificado usando o kit TagMan RNA-to-CT 1-Step (Thermo Fisher) e
PrimeTime qPCR Assay (IDT) (mix de sonda e primer) especificos para o segmento S do OROV.
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A amostra foi amplificada em um QuantStudio 6 Flex System (Applied Biosystem) da seguinte
forma: 48°C por 15 min seguido de 2 min a 95°C; a seguir 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. A quantidade de RNA foi expressa como equivalentes de RNA viral por grama
(tecido) ou mL (soro) apds interpolagdo em uma curva padrdo de dilui¢des seriadas do RNA de

OROV obtido de um estoque com concentragdo conhecida.

As quantificagdes da expressao dos genes relacionados a resposta imune inata foram realizadas por
gqRT-PCR pela metodologia de Syber Green (BioRadiTaq™ Universal SYBR® Green Supermix).
As amostras extraidas foram quantificadas em NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) e
utilizadas para obtencdo de cDNA com kit High Capacity cDNA Reversion Transcription
(AppliedBiosystems) segundo instrugdes do fabricante. Para a transcri¢do reversa, foi utilizado o
termociclador SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific). Ap6s quantificagdo de cDNA, as amostras
foram normalizadas de modo a obter 500 ng/uL de cDNA. Para a expressdo genica, foram
utilizados primers (Tabela 4) nas seguintes condi¢des: 95°C por 3 minutos e 35 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e anelamento-extensao a 60°C por 1 minuto. Como controle
endogeno, usamos a amplificagdo do gene GAPDH. A quantificacdo foi determinada de forma
relativa em compara¢do com células ndo infectadas, depois da normalizacdo com o controle

endogeno escolhido.

Tabela 4: Sequencias dos primers utilizados para qPCR

Camundongo

Alvo Sequéncia (5°-3") Sequéncia (3°-5") Ref
Axl ATCGGAGGAAGAAGGAGACTCG CTCCATACCATGGCAATGTCG Caraux et al., 2006
Gapdh GGCAAATTCAACGGCACAGT AGATGGTGATGGGCTTCCC Van Roeyen et al., 2011
Gas6 AACTGGCTGAACGGGGAAG CTTCCCAGGTGGTTTCCGT Huang et al., 2021
Hiflo CAAGAAACCACCCATGAC GGCTCATAACCCATCAAC Chen et al., 2019
Ifit] GCCTATCGCCAAGATTTAGATGA TTCTGGATTTAACCGGACAGC Das et al., 2016
Ifn- AR1 GACGAGTACAGGCAGCTTCC AGCATTGACCCTTAGGATCTTCTC Galani et al., 2017
Ifn-o CCTGAGAGAGAAGAAACACAGCC | TCTGCTCTGACCACYTCCCAG Brzostek-Racine et al., 2011
Ifnarl ACTCAGGTTCGCTCCATCAG CTTTTAACCACTTCGCCTCG Protocol 27369 - Ifnarl
Ifn-B ATGAGTGGTGGTTGCAGGC TGACCTTTCAAATGCAGTAGATTCA | Zhang et al., 2015
Ifn-y ACTGGCAAAAGGATGGTGAC TGAGCTCATTGAATGCTTGG Oikonomou ef al., 2016
Ifngrl CCTGTCAGAGGTGTCCCTCG GGGAGACCTTAGGACAGCTC Wang et al., 2007
Ifn-A2 TCCCAGTGGAAGCAAAGGATTG TCAAGCACCTCTTCTCGATGG Okamoto ef al., 2014




Antony et al., 2021.
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Ifn-A3 AGCTGCAGGTCCAAGAGCG GGTGGTCAGGGCTGAGTCATT
IL10Rb TCAGTGCGACTTCTCTCATCT TGCATCTCAGGAGGTCCAATG Numasaki et al., 2007
118 CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGGA TGTGCTCTGCTTGTGAGGTGCTG Sun; Zhao; Hu, 2013
13 GGACTTGCACATCTCCAACA TTGCTCCACGTAGGGACAAT de Almeida et al., 2011
1tfs AATACCCCACCACCTTTTGA TTGAGATCCGGGTTTGAGAT Takaoka et al., 2005
Irf7 CACCCCCATCTTCGACTTCA CCAAAACCCAGGTAGATGGTGTA Khorooshi; Owens, 2010
Ldh-a TGTCTCCAGCAAAGACTACTGT GACTGTACTTGACAATGTTGGGA Song etal., 2018
Mavs AGCCCTCCAGAGAGCATCAA GAGGCAACATTTGCTGCGT Oshiumi et al., 2010
Mertk ACCTCCACACCTTCCTGTTA CGTGGAGAAGGTAGTCGTACATCT | Caraux et al., 2006
NfkB GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC | CTACACAGAGGCCATTGAAGTGAT | Yamamoto ef al., 2009
Oaslb TTCTACGCCAATCTCATCAGTG GGTCCCCCAGCTTCTCCTTAC Bordignon et al., 2008
Oasl GGATGCCTGGGAGAGAATCG TCGCCTGCTCTTCGAAACTG Sommereyns et al., 2008
Pfkfb3 CAACTCCCCAACCGTGATTGT TGAGGTAGCGAGTCAGCTTCT Jiang et al., 2016
Pkm2 GCTATTCGAGGAACTCCGCC AAGGTACAGGCACTACACGC Walls et al., 2020
ProS1 CGCCGTGCAAATACCTTGTT AATGAGCCAACACGGAATGC Zagorska et al., 2014
Rigl CAGACAGATCCGAGACACTA TGCAAGACCTTTGGCCAGTT Yount et al., 2008
RnaseL CTGCAACCACAAAACATCTTAATA | AGATCTGGAAATGTCTTCTGAAAAT | Gupta; Rath, 2014
?}ﬁ?l | GCTGTGCTTATGGGCTICTC CACATACATGGCACAAAGC Montel-Hagen et al., 2008
Timl TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT TCAGCTCGGGAATGCACAA Umetsu et al., 2005
Tir3 TTAGAGTCCAACGGCTTAGAT AACGGATTGAAGCGCATA Takaoka et al., 2005
TIr9 ATGGACGGGAACTGCTACTACA GACCTTGGAACCAGGAAGAGTT Takaoka et al., 2005
Tyro-3 CATTCCAGAGCAGCAGTTCAC CCACACACACTGTCATGTCCT Caraux et al., 2006
Humano

Alvo Sequéncia (5°-3") Sequéncia (3°-5") Ref
Gapdh CCCATGTTCGTCATGGGTGT TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA Micke et al., 2006
Tfit 1 AGAAGCAGGCAATCACAGAAAA CTGAAACCGACCATAGTGGAAAT Santer et al., 2017
1fit2 GGTCTCTTCAGCATTTATTGGTG TGCCGTAGGCTGCTCTCCA Imaizumi et al., 2014
Ifitm?2 ATCCCGGTAACCCGATCAC CTTCCTGTCCCTAGACTTCAC Warren ef al., 2014
Ifitm3 ATGTCGTCTGGTCCCTGTTC GTCATGAGGATGCCCAGAAT Anafu et al., 2013
Ifn-o TCCATGAGVTGATBCAGCAGA ATTTCTGCTCTGACAACCTCCC Harper et al., 2015
Ifn-B GCTTGGATTCCTACAAAGAAGCA ATAGATGGTCAATGCGGCGTC Lietal., 2016
fn-A2/3 | CTGCCACATAGCCCAGTTCA AGAAGCGACTCTTCTAAGGCATCTT | Khaitov er al., 2009
Irfl CGAATCGCTCCTGCAGCAGA GCCCAGCTCCGGAACAAACA Andersen et al., 2007
1tf3 AGCAGAGGACCGGAGCAA AGAGGTGTCTGGCTGGGAAA Reimer; Schweizer; Jungi, 2007
Irf7 TGTGCCGAGTGCACCTAGAG GAAGCACTCGATGTCGTCATAGAG | Reimer; Schweizer; Jungi, 2007
Isgl5 TGGTGAGGAATAACAAGGGC CAGATTCATGAACACGGTGC Santer et al., 2017
Mavs GTCACTTCCTGCTGAGA TGCTCTGAATTCTCTCCT Jacobs et al., 2014
Mda5 CCAAAGCTGAAGAACACAT ATCTTCTCTGGTTGCATCT Shao et al., 2018

Myd88

GACGACGTGCTGCTGGAGCTG

GATGAAGGCATCGAAACGCTCAG

Isnardi et al., 2008
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NFkb/p65 | ATCCCATCTTTGACAATCGTGC CTGGTCCCGTGAAATACACCTC Yietal,2014

Oasl CAAGCTCAAGAGCCTCATCC TGGGCTGTGTTGAAATGTGT Santer et al., 2017

Oasl GGGACAGAGATGGCACTGAT AAATGCTCCTGCCTCAGAAA Santer et al., 2017

Rig-I TGTGCTCCTACAGGTTGTGGA CACTGGGATCTGATTCGCAAAA Schbel; Rosch; Herker, 2018

Tir3 TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA TCTCCATTCCTGGCCTGTG Perrot et al., 2010

Tir3 TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA TCTCCATTCCTGGCCTGTG Perrot et al., 2010

TI7 CTCCCTGGATCTGTACACCTGTGAG | CTCCCACAGAGCCTTTTCCGGAGCT | Schaefer et al., 2004

Ti7 CTCCCTGGATCTGTACACCTGTGAG | CTCCCACAGAGCCTTTTCCGGAGCT | Schaefer et al., 2004

TIr9 TTATGGACTTCCTGCTGGAGGTGC | CTGCGTTTTGTCGAAGACCA Kokkinopoulos; Jordan; Ritter, 2005
Trif GGCCCATCACTTCCTAGCG GAGAGATCCTGGCCTCAGTTT Hong et al., 2015

Inoculacio viral e coleta dos tecidos: As gestagdes programadas foram estabelecidas e o dia
embrionario E0.5 foi determinado apos a detec¢do dos tampdes vaginais. As fémeas foram
inoculadas com 10° UFF (C57BL/6, Myd88~”, Mavs™, Ifnar1*" e SIL), 102 UFF (Ifnar1”") ou com
sobrenadante de cultura celular como controle por via intravenosa € por via retro-orbital sob
anestesia com isoflurano no dia embrionario E6.5 ou E9.5 conforme indicado. Nos dias E16.5
(6dpi), E12.5 (3dpi), E14.5 (5dpi) ou E17.5 (8dpi), os animais foram eutanasiados com
superdosagem de cetamina e xilazina (i.p.). Os tecidos maternos e fetos foram coletados em
superficie resfriada e imediatamente armazenados em gelo seco. A decidua foi dissecada da
placenta fetal conforme descrito anteriormente (Qu, 2014). A coleta de sangue foi realizada por
pungdo cardiaca em tubo para coleta de sangue (BD), centrifugado a 2000 xg por 6 minutos a 4°C
e o soro foi aliquotado em um novo criotubo. Para determinac¢do do tamanho fetal, imagens dos
fetos obtidas na hora da coleta em superficie com medidas pré-determinadas foram analisadas
utilizando o software ImageJ considerando o comprimento cabeca-nadega (crown-rump lenght-
CRL) e a distancia focinho-occipital (snout-occipital distance-SOD). Todas as amostras foram

armazenadas em -80°C até o uso.

Histologia: Placentas individuais (incluindo a decidua) foram coletadas em E17.5 das fémeas
infectadas com OROV em E9.5 e as amostras foram fixadas em 4% de PFA a temperatura
ambiente. As amostras foram reidratadas em etanol 70% e refrigeradas até o processamento para
inclusdo em parafina. O tecido foi cortado sagitalmente com um micrétomo em se¢des de 4 pm e
montado pelo Nucleo de Histologia e Morfometria Musculoesquelética da Washington University.

As secgdes foram hidratadas em PBS, seguidas de imersdes em xilol e alcool (100%, 95%, 70% e
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50%). A seguir, as sec¢Oes foram coradas com hematoxilina (Vector, #H-3401), imergidas em
solu¢do de Hidroxido de Amonia 0.3%, e coradas com eosina (Sigma-Aldrich, #HT110132). Por
fim, as sec¢des foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 95% ¢
100%) e xilol até a montagem seguindo procedimentos padrdo. Secgdes completas da placenta
foram digitalizadas com um Hamamatsu NanoZoomer (HT) com resolugdo de 20X. As medicoes
das areas placentarias foram realizadas usando o software QuPath (Bankhead et al., 2017) usando
uma abordagem semi automatica, na qual as regides placentarias, incluindo o compartimento fetal
(labirinto e zonas juncionais) e a decidua proximal, foram desenhadas e anotadas manualmente, e

medido automaticamente pelo software.

Imunofluorescéncia: Os cortes obtidos das amostras parafinadas foram desparafinados e a
recuperagdo antigénica foi realizada em solucdo de recuperagdo antigénica Target Retrieval (Dako
#S1699). As amostras foram entdo bloqueadas por 30 min em tampao de bloqueio a temperatura
ambiente (1% de BSA, 2% de soro de cabra e 0,1% de Triton em PBS) suplementado com anti-
CD16/32 para bloquear a ligagdo do receptor Fc na diluicdo de 1/100 (Biolegend, #101302). Os
anticorpos primarios para Citoqueratina-7 (Ck7; Abcam, ab181598) e Vimentina (Vim; Abcam,
ab992547) foram incubados durante a noite a 4 °C na diluicao de 1:200 e, em sequéncia, incubados
com anticorpo secundario anti-rabbit AF488 (A2106, Invitrogen) na dilui¢do de 1:1.000 por 1h a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram coradas com Hoechst 33258 (Invitrogen,
H3569) e montadas com ProLong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific, P36930).
As secgdes da placenta foram digitalizadas em Hamamatsu NanoZoomer (HT) com resolugdo de

20X.

Ensaio de Spike: Os homogenatos das amostras controle ou infectada por OROV de placenta (pool
de 5 amostras por genotipo) foram incubados com concentragdes crescentes de OROV estoque
(10?-10° UFF) por 15 min a temperatura ambiente e, apds, armazenados a -80°C. Posteriormente,
foi feita a titulacdo por foco infeccioso das particulas vidveis de OROV como descrito

anteriormente.

Analise de dados: Os dados foram plotados e analisados usando GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad

Software). A expressdo relativa do gene foi calculada usando o método AACT. As imagens foram
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analisadas utilizando o software ImagelJ (tamanho do feto) e QuPath (regides da placenta). O teste
de hipoteses para cada experimento € descrito nas legendas usando valores de p< 0,05 para indicar
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e representadas proporcionalmente por

simbolos.
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5. Resultados

5.1 Caracterizagdo da cinética de replicacao viral através da infecc¢ao intravenosa (i.v) de OROV
em camundongos fémeas nao gravidas

Para melhor caracterizar a infec¢ao por OROV em um modelo murino e sua capacidade de
atingir tecidos reprodutivos, foram infectados camundongos fémeas Ifnarl™" (selvagem; WT),
Ifnar1™" e Ifnarl 7~ com 10° unidades formadoras de foco (UFF) de OROV utilizando a via
intravenosa (i.v) retro-orbital. Apds 3 e 8 dias pos-infecg¢ao (dpi), coletamos soro, bago, linfonodo
inguinal (InLN), cérebro, figado, Gtero e ovario dos animais infectados. Nao ha dados relativos ao
dia 8 pos-infeccdo para Ifnarl” porque estes camundongos ndo sobreviveram apds 3 dpi.

Embora tenhamos detectado RNA viral em todos os camundongos independentemente do
gendtipo, os camundongos Ifnarl ™ exibiram as cargas virais significativamente mais altas no bago
(p=0,0016), InLN (p=0,0001), cérebro (p=0,0002), figado (p=0,0001), ttero (p=0,0002) e ovario
(p=0,0004) comparado ao animal WT em 3dpi. Nenhum efeito de haploinsuficiéncia foi detectado,
ja que os niveis de RNA viral foram semelhantes em camundongos WT e Ifnarl ™ (Figura 8A-G).
Figura 8: Infec¢do por OROV em camundongos ndo gravidos. As fémeas de camundongos foram desafiadas i.v. com
10° UFF de OROV seguido de coleta de tecidos no dia 3 (WT, Ifnarl "~ e Ifnarl”) e dia 8 pos-infec¢do (WT e Ifnarl ™
). As cargas virais foram avaliadas por RT-qPCR (A-G). A analise estatistica foi realizada utilizando Kruskall-Wallis
seguido pelo Teste de Comparagdo Multipla de Dunn comparando todos os grupos com o WT. Para comparagdes

pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. **p<0,01, ***p<0,001. Linha tracejada corresponde ao limite de
deteccao.
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5.2 Estabelecimento de um modelo de transmissao materno-fetal através da infec¢ao intravenosa
(iv.) de OROV em fémeas gravidas (modelo inicial E10-E16.5)

Inicialmente, com um intuito de estabelecer um modelo de infecgdo por OROV com
transmissdo materno-fetal, os camundongos foram infectados i.v. com OROV no dia E10 de
gestacdo e eutanasiados no dia E16.5. As infecgdes diferiram em quantidade de virus, enquanto os
camundongos WT foram infectados com 10° UFF, os camundongos Ifnar1”~ foram infectados com
10? UFF pois ndo sobreviveriam até o dia da coleta caso fosse utilizado um titulo maior (Proenga-

Modena, 2015a). Além disso, ocorreu a coleta apenas da placenta (+decidua) e feto.

Figura 9: Caracterizacao da infeccdo por OROV em animais com resposta parcial de IFN. As fémeas de camundongos
foram infectadas com 10° ou 10> UFF de OROV (WT e Ifnarl ", respectivamente) i.v no dia E10 da gestagdo. Seis dias
apos a infeccdo, placenta e feto foram coletados. A carga viral da placenta, cabeca do feto e corpo do feto de
camundongos foi determinada utilizando primers especificos para OROV. Os resultados foram expressos como Logio
equivalente FFU/g (A,B). A expressdo génica receptores e fatores de transcricdo (TLR9, RIG-I, IRF7, MAVS na
placenta de camundongos foi detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers ¢ GAPDH como
controle endégeno (C); a expressdo génica de IFN e receptores (IFNa, IFNy, IFNA, Ifnar, IFNyR, IFNAIR ¢ IL10Rb)
(D-F); a expressdo génica de genes estimulados por interferon (OASL, IFIT1, OAS1 e RNaseL) (G); a expressdo génica
dos receptores TIM e TAM e seus ligantes (TIM-1, Mertk, Axl, Tyro3, ProtS e Gas6) (H); a expressdo de genes
glicoliticos relacionados a hipoxia (PKM2, PFKFB3, Glutl, HIF1a e IL1B) (J-O). Os dados foram analisados usando
o método comparativo de CT (AACT). Os dados estdo expressos como o numero de vezes sobre o respectivo controle
e normalizados usando o gene GAPDH. Esquema representando o envolvimento de PKM?2 (piruvato quinase M2) e
PFKFB3 (6-fosfofructo-2-quinase / frutose-2,6-bifosfatase 3) com o gene HIF1a (fator induzivel por hipoxia) (I). Os
dados sdo representativos de pelo menos 2 ninhadas independentes. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0.001, ****p<0,0001,
Kruskal-Wallis com o teste de comparagdo multipla de Dunn. Linha tracejada corresponde ao limite de detecgao.
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A linhagem mais acometida pela infec¢do é a dos camundongos Ifnarl”, apresentando
carga viral alta na placenta (p<0,0001) e no feto (p<0,0001) comparado ao animal WT (Figura 9A).
Conseguimos obter uma carga viral igualmente alta quando usamos um modelo no qual as fémeas

Ifnar1”~ sdo cruzadas com machos do tipo selvagem (WT), criando fetos Ifnarl™~ (HET). Como



45

visto no modelo de infec¢io com camundongos Ifnarl”, uma deficiéncia na sinalizagdo de IFN do
tipo I na mae € necessaria para permitir que o virus cruze a barreira hematoplacentaria e chegue ao
feto. Uma resposta parcial de IFN do tipo I no feto e placenta, ndo € suficiente para reduzir a viremia
fetal.

Para entender melhor o impacto de uma menor expressao de IFN do tipo I e III para o
controle da infec¢do placentaria e fetal por OROV, avaliamos a carga viral na placenta, cabega e
corpo dos fetos apés infecgdo com 10° UFF de OROV i.v. durante a gestacdo (E10-E16.5) em
camundongos SJL. Esses animais possuem uma sinaliza¢ao intacta de IFN, mas com niveis basais
menores de IFNs do tipo I e III, sendo usados como modelo para avaliar o impacto de outros
arbovirus na gestacao (Bayer, 2016; Cugola, 2016). Curiosamente, ndo fomos capazes de detectar
OROYV nem na placenta nem nos fetos dos animais sobreviventes (dado ndo apresentado).

Assim, para melhor compreender a resposta imunolégica desencadeada pela infeccdo na
placenta fetos de animais WT, HET e KO, analisamos a expressdo génica de IFNs do tipo I e III na
placenta de camundongos provenientes dos cruzamentos com WT, Ifnarl”" e Ifnarl ™" (Figura 9D-
G). A expressdao de IFN-a esta elevada na placenta de camundongos proveniente do cruzamento
Ifnarl”" x Ifnar1” (p<0,0001) quando comparada aos outros modelos de infecgdo utilizados. Nao
foram encontradas diferencas na expressdo génica de outros IFNs. Ainda, foram analisados a
expressdo dos receptores especificos de IFN (Tipo I: Ifnar; Tipo II: IFNyR; Tipo III:
IFNAR1/IL10RD). Curiosamente, houve um aumento na expressao do receptor de IFN do tipo [ em
placentas do cruzamento entre camundongos Ifnar1”" x Ifnarl” sugerindo que a resposta a infecgdo
se mostra em parte dependente desse receptor, contudo a intervengdo utilizada para criar o modelo
nocaute faz com que esses camundongos produzam uma proteina truncada e nao-funcional o que
justifica a deteccdo do gene nesse modelo. Além do receptor de IFN-0, houve um aumento
significativo na expressao do receptor de IFN-y e na subunidade IL10Rb do receptor de IFN-A
(Figura 9D).

Como tivemos uma grande producao de IFN-a na auséncia de seu receptor além da ativagdo
de fatores de transcri¢ao e ISGs (OASL e IFIT1) envolvidos na sinalizagcao de IFN (Figura 9C,G),
estudos mais detalhados precisam ser realizados para explicar se essa produgdo de IFN nao ¢ devido
a algum mecanismo compensatdrio materno que ativaria vias convergentes a esses fatores e genes

estimulados por IFN.
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Para examinar possiveis anormalidades na placenta que acarretariam danos ao feto, tais
como recrutamento de células imunes, perda da arquitetura placentaria, diminui¢ao da proliferagao
e morte celular, nds analisamos genes glicoliticos que estdo presentes na hipoxia (Figura 91-0O).

Vimos anteriormente uma elevada transcricdo de IFN-o no tecido placentario de
camundongos Ifnar]l”" sendo um dos fatores que pode contribuir para o dano tecidual e consequente
diminuicdo no tamanho do feto. Concomitantemente encontramos niveis elevados de ambas as
enzimas PKM2 e PFKFB3, importantes durante a hipoxia, na placenta dos camundongos Ifnarl”
(Figura 9],K). Para melhor entender a resposta de hipoxia no camundongo Ifnarl”", analisamos a
expressao de Glutl, HIF1a e uma das citocinas produzidas em resposta a hipoxia e inflamagao, a
IL1-B. Estes genes estdo superexpressos na placenta, principalmente IL1-B, sugerindo que a
infecdo por OROV ¢ precedida por hipoxia (Figura 9L-O). Nao houve diferenca significativa na
expressdo dos genes glicoliticos nas placentas dos outros grupos. Esses achados revelam que a
producao e sinalizagdo mediada por IL1-B pode ser um determinante para o dano placentario
induzido por OROV.

Por fim, analisamos os receptores TIM (TIM-1) e TAM (Tyro3/Axl/Mer e seus ligantes
Gas6 e Proteina S) que participam na remocgao de células apoptoticas e fagocitose dependente de
fosfatidilserina (Figura 9H). Houve um aumento na expressdo do receptor TIM-1 e Mertk na
placenta de camundongos Ifnarl”~ assim como dos ligantes Gas6 e ProtS indicando que esses

receptores podem estar interagindo com proteinas do envelope viral do OROV (Figura 9H).

5.3 Estabelecimento de um modelo de transmissdo materno-fetal através da infec¢ao intravenosa
(iv.) de OROV em fémeas gravidas (modelo inicial E9.5-E17.5)

Ap0s caracterizar brevemente o perfil imunologico apresentado durante a infecgdo por
OROV em fémeas durante a gestacdo e verificar a importancia da resposta de IFN-a na prote¢do
contra o virus, algumas modificacdes foram realizadas quanto ao tempo gestacional utilizado para
infec¢do e coleta sem alterar a via de administragdo (i.v.). Agora, os camundongos foram infectados
no E9.5 (periodo em que a placentacdo também estd completa) e o tempo até a coleta foi de 8 dias
(préoximo ao nascimento).

Como as imunodeficiéncias maternas podem confundir a analise da infec¢do na interface
materno-fetal, estabelecemos um modelo de infeccio por OROV em maes imunocompetentes
(Figura 10). A fim de avaliar como o background genético afetaria as cargas virais, verificamos

primeiro se havia haploinsuficiéncia materna ou fetal cruzando fémeas Ifnarl *~ ou WT com
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machos Ifnarl” ou WT. Esses cruzamentos produziriam diferentes misturas de genétipos fetais,
enquanto a decidua teria o mesmo genotipo da mae. O objetivo foi avaliar se as imunodeficiéncias
no compartimento fetal da placenta poderiam ter efeito na infeccdo placentaria e fetal. Nao
encontramos diferencas nas cargas virais das maes (Figura 10A-G), embora nos cruzamentos

17" x Ifnar1”~ tenha havido um aumento da carga viral na decidua (p=0,0231) e uma tendéncia

Ifnar
ao aumento das cargas virais no feto (FH p=0,2321 FB p=0,0836), quando comparado ao
cruzamento WT x WT no momento D8 (Figura 10H-K). Como visto no modelo de infeccdo com
camundongos Ifnarl”", uma deficiéncia na sinalizagdo de IFN do tipo I na mie é necesséaria para
permitir que o virus atravesse a barreira hematoplacentaria e chegue ao feto. Assim, a delecao
parcial do Ifnarl no compartimento fetal da placenta nao foi suficiente para afetar
significativamente a suscetibilidade placentaria ou fetal a infeccdo por OROV. Para avaliar o efeito
do IFN do tipo III na restrigdo contra a quebra da barreira hematoplacentaria contra OROV,

avaliamos a replicacdo de OROV durante a infec¢cdo de camundongos nocautes para o receptor de

IFN do tipo III porém a delecdo do receptor ndo afetou a carga viral encontrada na mae e no feto.

Figura 10: Diferentes backgrounds genéticos em camundongos prenhes infectados com OROV. As fémeas de
camundongos foram infectadas com 10° UFF de OROV i.v no dia E9.5 da gestacdo e tecidos maternos e fetais foram
coletados 8 dias apos a infec¢do. As cargas virais nos tecidos maternos (A-H), placenta (I) e cabega (J) e corpo do feto
(K) foram avaliadas por RT-qPCR. A analise estatistica foi realizada utilizando Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de
Comparacdo Multipla de Dunn comparando todos os grupos com camundongos WT. Linha tracejada corresponde ao
limite de detecgdo.
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Como resultados anteriores com cruzamentos Ifharl”" x Ifnarl”" resultaram em altas cargas

virais na mae, fetos e placentas, testamos se a administragdo de um anticorpo anti-Ifnar aumentaria

as cargas virais em camundongos WT (Figura 11). Comecamos com camundongos nio gravidos

administrando 2.000 pg de MAR1-5A3 por via intraperitoneal (i.p.) e diminuindo até 10 pg. Os

camundongos que receberam 2.000-30 pg morreram 3 dias ap6s a infecgdo, enquanto os que

receberam 10 pg sobreviveram por 8 dias (dados ndo mostrados). Assim, utilizando as mesmas
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condig¢des dos outros cruzamentos (infecgao em E9.5 e coleta em E17.5), administramos 10 pg de
MARI1-5A3 a camundongos prenhes um dia antes da infecgdo. Foi possivel encontrar RNA viral

nos tecidos da mae, placenta e fetos (Figura 11A-C).

Figura 11: Infeccdo por OROV em camundongos prenhes que receberam anti-Ifnar em comparagdo com WT. As
fémeas de camundongos receberam i.p 10 pg de MAR1-5A3, um inibidor do receptor de IFN do tipo I, e no dia seguinte
infectadas com 103 UFF de OROV i.v no E9.5 de gravidez. 8 dias ap0s a infecgdo os camundongos foram sacrificados
e os tecidos foram coletados para medicdo de carga viral (A-C) e medi¢des fetais (D,E). O tamanho foi obtido pelo
comprimento cabega-nadega (CRL) e distancia focinho-occipital (SOD). O peso do feto foi obtido pelos valores
individuais da cabeca fetal ¢ do corpo fetal. Para comparagdes pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Linha tracejada corresponde ao limite de deteccao.

>

//- i\\

\\\ /

OROV
10° UFF & 3
RS o’

Cruzamento (FxM)
® WT MAR1-5A3 x WT

5

Carga viral (Log4o eUFF/mL)
T

Dia pay | | | 47
0 8.5 9.5 17.5 24
Acasalamento MA*‘?L&M Infecgdo Coleta dos B
lbﬁg tecidos 0——S|—
oro
B C
S 121 5 127
ks g
i 10 i 10
2 2
[ ]
2 8- —— 2 8-
g g
= 64 o 64
g 4- ot £ 4 —
> >
—— —_—
§ 2d--omm e S e § 29 -m-- . a2t TP
© ©
C o T T T T =T T S T T T T
Bagco InLN Cérebro Figado Utero Ovario Decidua Placenta FH FB
D E
300 1.5+
t - & x
E 200 Hegee -%- @ 1.0 )
o [ ] o Ezéog
< 2 o
g a
£ 1004 0.5
S
[y
Cntrl OROV Cntrl OROV
-— 0.0-t—m—F——
Gendtipo fetal WT WT Genétipo fetal WT WT
Cruzamento (FxM) WT MAR1-5A3 x WT Cruzamento (FxM) WT MAR1-5A3 x WT

Nos tecidos maternos, durante o uso de MAR1-5A3, observamos um aumento nas cargas
virais apenas no figado em comparacao com o cruzamento WT x WT (p=0.0357) (Figura 11B). No
entanto, houve um aumento significativo na suscetibilidade da placenta (p=0.0002), decidua

(p=0.0093) e tecidos fetais (FH p=0.0004 ¢ FB p=0.0371) ao OROV comparado ao cruzamento
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WT x WT (Figura 11C). Embora o virus tenha conseguido chegar ao feto, ndo observamos
diferencas de tamanho e peso em comparagdo com os animais controle (Figura 11D,E). Esses
resultados destacam a importancia da resposta do IFN Tipo I durante a gravidez, embora nao

possam recapitular totalmente os resultados obtidos com camundongos Ifnar1”" x Ifnarl ™.

Para determinar se os resultados obtidos foram devido a resolucdo da infec¢do em
momentos anteriores ao analisado anteriormente, executamos uma analise temporal para
determinar a dindmica de infecgdo neste modelo. Os tecidos foram coletados no dia 3 e 5 (dados
ndo apresentados) pos-infeccdo e as cargas virais foram avaliadas por RT-qPCR (Figura 12). As
cargas virais dos tecidos maternos e da placenta foram significativamente diferentes comparando
amostras dos cruzamentos Ifnar1 ™ x Ifnar1” (fetos HET e KO), Ifnarl” x Ifnarl” (fetos KO) ou
WT x WT (fetos WT) em D3 (Figura 12A-H). Assim, a delecao parcial do Ifnar] no compartimento
fetal da placenta foi suficiente para afetar significativamente a suscetibilidade placentaria a
infeccdo por OROV no D3 e sendo infec¢do mantida com baixas concentragdes virais ou até
eliminada at¢ o D8. Contudo a completa delecdo permite a placenta albergar titulos virais
significativamente maiores e que coincidem com a morte da mae.

Figura 12: Coleta de tecido de camundongos prenhes infectados com OROV 3 dias apos a placentag@o. As fémeas de
camundongos foram infectadas com 10° UFF de OROV 1i.v no dia E9.5 da gestagdo. 3 dias ap0s a infec¢do, as cargas
virais foram avaliadas por RT-qPCR nos tecidos da mae (A-F), placenta (G) e feto (H). Imagens do feto e placenta (I).
A analise estatistica foi realizada utilizando Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Compara¢des Multiplas de Dunn.

Para comparag¢des pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. **p<0,01; ****p<0,0001. Linha tracejada
corresponde ao limite de deteccéo.
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Embora ndo tenhamos encontrado diferencas nas cargas virais no D8, inferimos que a
infecgao por OROV pode afetar os resultados fetais em outros hospedeiros, ja que a sinalizagdo de
IFN tipo I afeta a viabilidade fetal em um modelo de infec¢do por outros virus, como ZIKV
(Gérardin, 2008). Durante a gestagdo, ha mudancgas no sistema imune materno que levam a uma
distinta resposta a infecgdes. Bordt e colaboradores (2021) mostraram que fetos humanos do sexo
masculino apresentam maior abundancia de receptores Fc, expressao de ISGs e transferéncia de
anticorpos virus-especificos. Contudo diferengas sexo-especificas ndo sdo comumente abordadas
nos estudos (Bordt, 2021; Flemming, 2021). Assim, diferengas fetais podem proporcionar
diferentes graus de imunidade para os fetos e podem assim influenciar indiretamente na resposta
imunoldgica materna.

Nao houve diferengas nas propor¢des de sexo e genotipo dos fetos para cada cruzamento
entre animais controle ou infectados, juntamente como ndo houve diferencas na taxa de reabsor¢ao

no D8 (Tabela 5 ¢ 6).

Tabela 5: Genotipo fetal e proporgdes sexuais de cada cruzamento.

Controle- sexo OROV- sexo Controle-genétipo OROV-genétipo
FxM F M F M WT HET KO WT HET KO
%o=DP %DP %oDP %oxDP P %o=DP %otDP %DP %DP %DP Yo=DP P
38.46=1.50 61.54+1.00f 51.16=1.49 48.84=1.44 100+0.00 100=0.00
WT xWT ns ns
(5/13) (8/13) (22/43) (21/43) (13/13) - - (43/43) - -
WT x Ifnar 26.67+0.00 73.33x1.50f 50.00+1.60 50.00+1.7 s 100£0.00 100=0.00 s
(4/15) (11/15) (26/52) (26/52) - (15/15) - - (52/52) -
Ifar- x WT 75.00£3.4  25.00£0.50] 52.73+2.75 38.18+1.09 s 41.67+£2.50 58.33=1.55 47.27£2.25 43.64£1.99 s
(9/12) (3/12) (29/55) (21/55) (5/12) (7/12) - (26/55) (24/55) -
Ifnar’” x Ifnar - 37.50+0.82 62.5+2.05| 23.00+1.83 20.00+1.41] s 43.75+0.94 56.25+1.41 41.86+1.39 58.14+2.03 s
(12/32) (20/32) (20/43) (20/43) - (13/32) (18/32) - (18/43)  (25/43)

*Teste qui-quadrado. As amostras foram comparadas com o controle de cada cruzamento. F-fémea. M-macho. WT-
tipo selvagem. HET-heterozigoto. KO-Nocaute

Tabela 6: Taxa de reabsor¢ao entre cruzamentos

Controle OROV
FxM p
%+tDP %LDP

WT xWT 0.00+0.00 § 6.97+0.80 | ns

WT x Ifnar™ 20.00=0.50 1 4.16£0.47 | ns

Ifnar”™ x WT 0.00+0.00 | 2.04£0.37| ns

Ifnar” x Ifnar™ | 0.00+=0.00 J21.56+1.32] ns

*Teste qui-quadrado. As amostras foram comparadas com o controle de cada cruzamento.
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Os fetos foram posteriormente analisados quanto ao tamanho fetal e peso. Para o tamanho
fetal foram consideradas as medidas do comprimento cabega-nadega (crown-rump lenght-CRL) x

distancia focinho-occipital (snout-occipital distance-SOD). No modelo Ifnarl” e Ifnarl*"

, ho qual
as fémeas gravidas foram infectadas com 102 UFF de OROV e os tecidos foram coletados 6 dias
pos infeccdo, foi possivel observar uma reducdo significativa no tamanho (p=0,0200) e peso
(p=0,0003) dos fetos infectados comparado ao seu controle com mesmo genotipo nao infectado.
Mesmo quando os fetos possuem uma sinalizagdo parcial por IFN (Ifnar”"), mas o genétipo
materno ¢ Ifnarl” a diferenga no tamanho (p=0,0003) e peso (p=0,0028) permanece quando
comparado ao controle ndo infectado (dado ndo apresentado). Concluimos assim que hd uma
protecao do feto durante a infec¢cdo quando hé o receptor de IFN do tipo I. Nao foram encontradas
diferengas significativas nos parametros de peso e tamanho fetal nos camundongos WT e SJL
considerando as mesmas condi¢des do camundongo Ifnarl”, porém com uma dose de 10° UFF de
OROYV (dados nao apresentados).

A analise macroscépica dos fetos no D8 (Figura 13) dos cruzamentos Ifnarl ™~ x Ifnarl™”
ndo revelou diferencas claras no tamanho ou peso fetal, embora eles tendessem a ser menores em
tamanho (HET p=0,4824; KO p=0,1810) e peso (HET p=0,5912; KO p=0,0674) em comparacao
com o grupo controle. Por outro lado, um leve efeito foi observado nos fetos dos cruzamentos WT
x Ifnarl” (p=0,0006; tamanho e p=0,0012; peso) e Ifnarl™ x WT (p=0,0095; peso) que foram
significativamente menores em comparacdo ao grupo controle (Figura 13). As diferengas
encontradas sugerem que hd uma menor distancia CRL (Figura 13B) assim como menor peso do
corpo fetal (Figura 13F), sugerindo uma possivel diferenca no crescimento.

Assim, estudos comportamentais pds-natais poderiam evidenciar sequelas da infecgao
gestacional por OROV e que possam estar associadas com as diferengas discretas aqui relatadas,

como as alteragdes de tamanho e peso do feto observadas durante a infecgao por OROV.

Figura 13: Tamanho e peso dos fetos de camundongos ap6s infecgdo materna com OROV. As fémeas de camundongos
foram infectadas com 10° UFF de OROV i.v no E9.5 de gravidez. 8 dias apds a infeccdo, os camundongos foram
sacrificados e os fetos foram coletados para medigdes fetais (A). O tamanho foi obtido pelo comprimento cabeca-
nadega (CRL) e distancia focinho-occipital (SOD), também representados individualmente (B-D). O peso do feto foi
obtido pelos valores individuais da cabega fetal e do corpo fetal (E-G). Para comparagdes pareadas foi utilizado o teste
de Mann-Whitney contra sua respectiva solugédo salina. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.4 Caracterizagdo do papel das vias imunologicas de reconhecimento viral no controle da
replicacdo de OROV durante a gestagdo utilizando camundongos deficientes em Myd88 e MAVS.

Para avaliar o impacto de moléculas presentes em vias de sinaliza¢ao que levam a producao
de IFN para o controle da infec¢do congénita por OROV, analisamos as consequéncias da infec¢ao
em cruzamentos entre camundongos WT e aqueles com deficiéncia em Myd88 e MAVS. Os
resultados revelaram que a dele¢do parcial desses componentes da resposta imune inata nao
interfere nas cargas virais da decidua, placenta e feto. No cruzamento WT x Mavs” vemos uma
carga viral similar ao cruzamento WT x WT (Figura 14A) enquanto nos cruzamentos com Myd88
a carga viral medida em quantidade de RNA viral é muito baixa ou indetectavel (Figura 14B,C).
Adicionalmente a infec¢do de camundongos Mavs™ durante a gestagdio com OROV se mostrou
pouco produtiva uma vez que baixos titulos virais foram encontrados na placenta e praticamente

indetectavel no feto quando coletados 6 dias pos-infecgao (dado ndo apresentado).

Figura 14: Carga viral em camundongos deficientes para as vias inatas de Myd88 e MAVS. As fémeas de camundongos
foram infectadas com 10° UFF de OROV i.v no dia E9.5 da gestagdo e tecidos maternos ¢ fetais foram coletados 8 dias
apos a infeccdo. As cargas virais na decidua, placenta, e cabega e corpo do feto foram avaliadas por RT-qPCR. Nao
foram realizados testes estatisticos. Linha tracejada corresponde ao limite de detecgdo.
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5.5 Determinagdo do efeito de IFN-I na arquitetura placentaria durante a infeccdo por OROV
através da andlise histoldgica da placenta de camundongos gravidas infectados.

Para saber se a infeccao por OROV na placenta poderia causar disfuncao placentaria neste
modelo, realizamos analise histologica com hematoxilina e eosina (H&E) e imunofluorescéncia,
utilizando marcadores de trofoblastos, citoqueratina 7, (Ck7) e de células endoteliais e
mesenquimais, Vimentina (Vim), nas placentas do cruzamento Ifnarl ¥~ x Ifnarl ”~ no D8 (Figura
15). Nao foram encontradas diferengas entre a placenta controle e infectada quanto a expressao de
Ck7 e Vim (Figura 15A,B). Ainda, ndo foram encontradas diferencas entre placentas infectadas

com OROV e controle em relagdo ao tamanho e arquitetura. Pela coloracdo H&E, observamos o
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mesmo padrao de camadas (ou zonas) sem diferencas grosseiras na quantidade de globulos

vermelhos ou infiltragdo de células imunes no tecido (Figura 15 C-F).

Figura 15: Analise histologica de cruzamentos Ifnarl*- x Ifnarl”- em E17.5 ap6s infecgdo com OROV. As fémeas de
camundongos foram infectados com 10° UFF de OROV i.v no dia E9.5 de gestagdo. 8 dias ap0Os a infecgdo, os
camundongos foram sacrificados e as placentas foram coletadas para histologia e imunofluorescéncia em parafina. As
placentas foram marcadas com anticorpos pan-trofoblasto Ck7 e vimentina (células endoteliais e mesenquimais)
contrastado com DAPI (A,B). A placenta foi corada com hematoxilina e eosina (H&E). Menor ampliagéo (C,D). Maior
ampliacdo das camadas placentarias (D,E). Sec¢des completas da placenta foram digitalizadas com ampliagéo de 2,5X
(barras de escala: 1 mm); ampliacdo de 20X (barras de escala: 50 pm). Dec-decidua; JZ-Zona juncional; LZ-Zona do
labirinto; CP-Placa coridnica.
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5.6 Detecgdo de particulas infecciosas na placenta de camundongos infectados por OROV.

Para avaliar se os dados de quantificagdo de genoma de OROV na placenta se refletiam em
diferencas na carga de particulas virais infecciosas, resolvemos titular por ensaio de formagao de

foco infeccioso a quantidade de OROV em amostras de decidua, placenta e feto de todos os
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cruzamentos D8 usando um anticorpo para OROV em células Vero. Entretanto, nao conseguimos
detectar nenhum virus viavel nessas amostras independente do cruzamento (dado nao apresentado).
Ainda, quando tecidos maternos foram titulados (cérebro e baco), fomos capazes de detectar virus
viavel apenas nas amostras de cérebro com mais de 10° eUFF/g com obtengdo de um titulo de 10°
UFF/mL (dado nao apresentado).

Para descartar qualquer inibicdo tecidual que pudesse afetar o ensaio, fizemos um
experimento adicional no qual ¢ adicionado virus as amostras de deciduo controle ou infectada
(justaposta) ou amostras de placenta de amostras Ifnarl™", Ifnarl” ¢ WT (identificadas pelo
geno6tipo do feto) (Figura 16). Pudemos detectar virus independentemente da quantidade de virus
adicionada (10% a 10° UFF) ao titular as amostras controle (Figura 16A). No entanto, ao adicionar
o OROV em amostras de animais infectados, detectamos apenas virus infecciosos quando foram
adicionadas quantidades mais elevadas de virus (Figura 16B). O mesmo ocorre quando utilizamos
a linhagem de camundongo 3T3 (resposta intacta de IFN, ao contrario da célula Vero) incubada
com MARI-5A3 pré- e pds-infeccao (dado nao apresentado).

Isto pode sugerir que a infecgdo por OROV ndo € produtiva a longo prazo na interface
materno-fetal, apesar da presenca de RNA viral ou que existem fatores presentes no tecido

infeccioso que poderiam inibir a detec¢do de virus viaveis.

Figura 16: Titulagdo de homogenatos de decidua e placenta por ensaio de foco infeccioso. Tecidos controle e infectados
com OROV coletados no dia E17.5 de gestagdo foram enriquecidos com OROV até 102-10° UFF e posteriormente
titulados em células Vero por ensaio de foco (A,B). Os homogenatos (pool de 5 amostras para cada condi¢do) de
decidua e placenta foram agrupados por genoétipo fetal. Linha tracejada corresponde ao limite de detec¢@o.
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5.7 Caracterizacao do efeito in vitro de OROV sobre linhagens de células placentarias de humanos,
caracterizando a cinética de replicacdo, a expressao de genes relacionados a resposta imune inata,
a producdo de citocinas apds infecgdo com OROV.

Para determinar se 0 OROV ¢ capaz de se replicar em células de placenta humana foram
realizadas infec¢des in vitro, com a linhagem, ndo sincicializada, BeWo (ATCC® CCL-98 ™) e,
nao fusogénica, JEG-3 (ATCC® HTB-3), ambas linhagens trofoblasticas (Figura 17 e Figura 18).
Caracterizamos a cinética de replicagao viral com dois MOIs diferentes (0,1 e 1) nos tempos 0, 6,
12, 24 e 48 h pos-infeccdo. Ambas as células apresentam replicagdo viral com producdo de
particulas virais no sobrenadante (Figura 17A e Figura 18A). O pico de replicacdo viral ocorre em
48h seguido de perda de viabilidade celular em 72h caracterizada microscopicamente pela perda
de fenoétipo e aderéncia.

Posteriormente, para caracterizar quais vias da resposta imune inata podem ser ativadas
durante a infec¢cdo por OROV na linhagem BeWo, analisamos a expressdo de receptores Toll-like
(TIr3, Tlr7 e TIr9); receptores citoplasmaticos (Rig-1 e Mda5); moléculas adaptadoras (Myd88,
Trif e Mavs); fatores reguladores de interferon (Irfl, Irf3, Irf7); fator de transcricdo (Ntkb);
interferons tipo I e tipo III (Ifn-a, Ifn-B E Ifn-1); e genes induzidos por interferon (Ifitl, Ifit2, Ifitm2,
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Ifitm3, Isg15, Oasl e Oasl) em 6 ¢ 24 hpi por RT-PCR (Figura 17D-J). Para os genes com diferenca

em sua expressao, foi realizado o mesmo experimento com a linhagem JEG-3 (Figura 18D,E).

Figura 17: Cinética de replicacdo de OROV em linhagens de células BeWo. As células BeWo foram infectadas com
duas multiplicidades diferentes de infec¢ao (MOI = 0,1 e MOI = 1) de OROV. Quando indicado, as células foram
incubadas com um anticorpo anti-Ifnar (5 ng/mL) 30 min antes da infecgdo com OROV. O titulo do virus no
sobrenadante foi determinado por RT-qPCR e ensaio de formagdo de foco em 0, 6, 12, 24 ¢ 48 h apos a infec¢do. A
expressdo génica foi detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers especificos ¢ GAPDH como
controle endogeno. Os dados foram analisados usando o método comparativo de CT (AACT). Os dados estdo expressos
como o numero de vezes sobre o respectivo controle ¢ normalizada usando o gene GAPDH. Os dados sdo
representativos de 2 experimentos independentes realizados em triplicados e representam a média + DP usando
ANOVA de duas vias com teste post-hoc de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001. Linha tracejada
corresponde ao limite de deteccao.

107 BeWo

}fﬁ
e § BeWo

{:} O JEG3 /
s QROV

Carga viral {Log,, UFF/mL)

g B Carga viral
d MOI0.1/1 gav
Horas | : e S—/ —
0 6 12 24 48 . . , . . , . .
Infecgdo Expressdo 0 6 12 18 24 30 3% 42 48
génica por Horas
RT-qPCR
B C D E
~ 408 = -
_E' 10 g 108 12 Tir3 Tir7 Tirg 12 Rig- Mda5
iC 108 [
5 5 101 104
= 10¢ D 40
g @ 8 8
3 e 9 10 5 G
= = Z 8 a4 64
£ 108 g 107 [S N
= =
g 10 §, 100 4 4 > *
© H 24 24
O 10° 8 100 | | | |
Cntrl  24h  24h cntdl  24h  24h [-1'1[--1 || r-r—l B
OROV OROV OROV OROV R ) y T 0 T T T
<IFNAR AIFNAR 6h 24h 6h 24h 8h 24h Bh 24h Bh 24h
F G H
12— Myd88 T Mavs P i} I3 if7 Nfih 12— ln-a ifn-f3 lin-2
10 104 104
8 8-
5 -
4 6 % 8
~ ~
4 44
2 " 24 .
M O s == ] BN 1o P 0 W e i e
6h 24h  6h 24h 6h 24h 6h 24h  6h 24h  6h 24h  6h 24h
| J
12 IFIT1 IFIT2 IFITM2 IFITM3 Oas{ Qasl
104
84
1]
EaC
o~
44
24
0 T T

6h 24h

Figura 18: Cinética de replicacdo de OROV em linhagens de células JEG-3. As células JEG-3 foram infectadas com
duas multiplicidades diferentes de infec¢gao (MOI = 0,1 e MOI = 1) de OROV. Quando indicado, as células foram
incubadas com um anticorpo anti-Ifnar (5 ng/mL) 30 min antes da infeccdo com OROV. O titulo do virus no
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sobrenadante foi determinado por RT-qPCR e ensaio de formagéo de foco em 0, 6, 12, 24 ¢ 48 h ap6s a infecg@o e os
resultados foram expressos em Logio unidade formadora de foco por mL (Logio UFF/mL). A expressdo génica foi
detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers especificos e GAPDH como controle enddgeno. Os
dados foram analisados usando o método comparativo de CT (AACT). Os dados estdo expressos como o numero de
vezes sobre o respectivo controle e normalizada usando o gene GAPDH. Os dados s3o representativos de 2
experimentos independentes realizados em triplicados e representam a média + DP usando ANOVA de duas vias com
teste post-hoc de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01. Linha tracejada corresponde ao limite de detecg@o.
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Os dados mostram que a infeccdo com OROV induz a formac¢ao de uma resposta antiviral
nessas c€lulas trofoblasticas culminando na produgdo de IFN tipo I e III com posterior transcrigao
de genes induzidos por interferon (ISGs) com conhecida atividade antiviral. A infec¢ao das células
BeWo com OROV levou ao aumento da expressdo dos genes TIr7 (6h p= 0,1333), TIr9 (6h p=
0,0571 e 24h p=0,0571), Rig-I (24h p= 0,0286), Mda5 (24h p= 0,0286), Irf3 (24h p= 0,0286), Ifn-
B (24h p=10,0286), Isgl5 (24h p=0,0286) e Oasl (24h p=0,0286) (Figura 10D-J). Da mesma forma,
quando analisamos os genes nas cé¢lulas JEG-3 infectada com OROV encontramos diferengas na
expressao de Ifn-a (24h p= 0,0286), Ifn-B (24h p= 0,0571), Ifn-A (24h p= 0,0286), Isgl5 (24h p=
0,0286), Oas1(24h p= 0,0286), e Oasl (24h p=0,0286).

Adicionalmente, para analisar o papel do IFN do tipo I na infec¢@o de células da placenta
in vitro, infectamos as linhagens celulares BeWo e JEG3 pré-tratadas com a-Ifnar com OROV
(Fig.17B,C e 18B,C). Curiosamente, usando uma MOI=0,1, ndo observamos um aumento da carga

viral no sobrenadante e no interior celular quando ambas as células foram tratadas com um
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anticorpo a-Ifnar. Essa falta de diferenga aponta, novamente, para mecanismos virais eficientes de
antagonismo da via efetora de IFN do tipo I. Além disso, células de linhagens podem nao ter uma
resposta tao eficiente de IFN quanto células primarias de placenta, fazendo com que a inibi¢do de
Ifnar ndo seja suficiente para levar a um aumento da replicacao viral. Isso indica que as linhagens
celulares BeWo e JEG3 podem nao ser capazes de produzir uma resposta antiviral efetiva com altos
niveis de ISGs em modelos in vitro.

Em suma, com os dados in vitro, caracterizamos as vias de sinalizacdo e de resposta
antiviral induzidas pela infeccgdo OROV em linhagens celulares de trofoblastos vilosos e
extravilosos. Verificamos que a infec¢do por OROV leva a ativagdo de receptores capazes de
reconhecer o genoma viral e induz a expressao de IFN do tipo I e III. Entretanto, a infec¢cdo por
OROYV parece ser capaz de modular a resposta induzida por IFNs, principalmente na célula BeWo,

contribuindo para o estabelecimento de um cenario favoravel a replicagao viral.

6.Discussao

A resposta imunologica e a atividade antiviral na placenta sdo dependentes da expressao de
receptores e producgdo de IFN do tipo I, principalmente em trofoblastos (Chatterjee, 2001; Gomez,
2008; Kwon, 2014; Racicot, 2017), e alguns virus sdo capazes de estabelecer infeccdes de longo
prazo na placenta, em parte por mecanismos dependentes do antagonismo das vias de IFN do tipo
I (Racicot, 2017). De fato, a resposta dependente de IFN tipo I na placenta de camundongos durante
a infeccao pelo ZIKV tem um efeito deletério que resulta em uma arquitetura anormal da barreira
materno-fetal. Assim, o IFN tipo I parece ser um importante mediador de complicagdes durante a
gravidez em gestantes (Racicot, 2017; Yockey, 2018). Em contraste, o IFN tipo III, que ¢ produzido
pelos trofoblastos humanos, atua de maneira autdcrina e paracrina e desempenha um papel
essencial na manutengdo da barreira placentaria durante a infecgao pelo ZIKV (Bayer, 2016).

Vimos anteriormente que a exposicao a alguns arbovirus pode levar a transmissao materno-
fetal e causar patologias durante a gravidez, como foi documentado para DENV, CCHFV, VEEV,
JEEV, WEEV. WNV, YFV, ZIKV e com CHIKV (Shinefield, 1953; Copps, 1959; Chaturvedi,
1980; Justines, 1980; Hayes, 2003; Fritel, 2006; Bentlin, 2009; Ergonul, 2010; Argolo, 2013;
Besnard, 2013; Kourtis, 2014; Sirois, 2014; Brasil, 2016; Calvet, 2016; Charlier, 2017). Na
auséncia de amostras de placenta humana positivas para OROV, nés utilizamos o modelo animal

mais comumente utilizado para estudar a transmissdo congénita.
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Camundongos imunocompetentes adultos ndo sdo suscetiveis a infeccdo por OROV.
Assim, os primeiros modelos animais descritos para OROV foram desenvolvidos apos infec¢ao
intracerebral em camundongos lactentes e hamsters adultos ou com inoculagdo intracerebral em
camundongos recém-nascidos (Aratjo, 1978 e 1979; Rodrigues, 2007). Nos infectamos
camundongos adultos ndo gravidos com deficiéncia na resposta de interferon tipo I € mostramos
que o RNA viral foi detectado em até 8 dias de infec¢ao. A protegao parcial de Ifnar ¢ suficiente
para sustentar a infec¢do em niveis mais baixos, bem como em camundongos WT e mostra que o
OROV pode atingir os tecidos reprodutivos e potencialmente afetar a gravidez. Claramente, a
linhagem mais acometida pela infec¢io é a dos camundongos Ifnarl ™.

Quando avaliamos os efeitos dos diferentes tipos de IFNs na infec¢do por OROV durante a
gestacdo, vemos que uma deficiéncia na sinalizacdo de IFN do tipo I na mae ¢ necessaria para
permitir que o virus atravesse a barreira hematoplacentaria. A resposta desencadeada pela
sinalizagdao via IFN do tipo I é essencial para o controle da infec¢do pois na sua auséncia os
camundongos sdo extremamente susceptiveis a infec¢do e morrem em decorréncia da replicagdo
viral e da grande quantidade de citocinas inflamatoérias (Proenca-Modena, 2015a). Camundongos
imunocompententes sdo capazes de reduzir o alcance fetal por OROV uma vez que a detec¢do do
virus na placenta e fetos ¢ baixa em camundongos WT e SJL. Contudo, uma vez administrado ao
camundongo WT um anticorpo anti-Ifnar de modo a recapitular o fenotipo observado nos animais
com completa dele¢do do receptor, vemos que uma vez bloqueada a sinalizagao por Ifnar, ha um
aumento na susceptibilidade viral da placenta e do feto. Camundongos SJL sao utilizados como
modelos de infeccdo congénita para ZIKV, devido a sinalizagdo intacta de IFN, no qual os fetos
apresentam restricdo de crescimento fetal e sinais de microcefalia, assim como encontrado nas
infecg¢des por ZIKV em humanos (Cugola, 2016). No contexto de infeccao congénita com OROV
em camundongos WT e SJL, ndo foi possivel detectar RNA viral na placenta e fetos sugerindo uma
alta sensibilidade viral a resposta de IFN do tipo I em modelo murino. Essa sensibilidade foi
evidenciada também quando utilizamos diferentes concentragdes de anti-Ifnar em camundongos
WT sendo necessaria a utilizagdo da menor concentragdo de anticorpo testada de modo a garantir
a sobrevivéncia do animal pelo periodo gestacional abordado.

A resposta imunolégica desencadeada na placenta dos animais Ifnarl” infectados por
OROV encontra-se alterada quando analisada a expressdo de alguns genes j4 conhecidamente

importantes na resposta ao OROV. Estudos ja haviam demonstrado que a resposta imunologica
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frente ao OROV depende dos receptores RLR, da sinalizagdo via MAVS e dos fatores de
transcricdo IRF-3 e IRF-7 em modelo murino (Proenga-Modena, 2015a). Além do aumento da
expressao desses genes em nosso modelo, foi possivel observar um aumento na expressao de Ifn-
o na placenta dos camundongos Ifnarl” apesar da auséncia do seu receptor. H4 pouca informacio
sobre a producao de IFN-a e consequente resposta induzida por interferon por vias independentes
do receptor de IFN do tipo I. No entanto, o estudo de Malmgaard et al. (2002) mostrou que
camundongos IFN-a/f KO infectados com o virus da coriomeningite linfocitica (LCMYV)
produzem IFN-a por meio do receptor de IFN-y e essa producdo cessa quando sdo utilizados
camundongos nocautes para o receptor IFN-o/B/y (Malmgaard, 2002). Além disso, camundongos
infectados com Orthomyxovirus SC35M podem produzir IFN-a dependente da sinalizagdo de TLR,
mas independente da retroalimentagdo do receptor de IFN-a (Hocker, 2015).

Quando analisados possiveis efeitos decorrentes da resposta por IFN do tipo I na placenta
que afetariam tanto a arquitetura placentdria quanto o desenvolvimento fetal, procuramos alguns
elementos metabolicos importantes para a placentacdo ou que ja foram descritos em patologias
associadas a placenta.

Chen et al, mostrou que a durante a infec¢do com ZIKV ocorrem mudangas metabdlicas de
modo a promover a replica¢do viral em placentas humanas. Utilizando metabolomica em larga
escala, foram encontradas alteragdes nas vias de lipogénese, rearranjo da membrana intracelular,
disfun¢do mitocondrial e desbalanco de citocinas pro- e anti-inflamatorias (Chen, 2020).

Algumas mudancas metabodlicas, como por exemplo para um estado glicolitico, sdo uma
forma de adaptacdo a um ambiente hipoxico muito estudado em células tumorais (Ward, 2012;
Biswas, 2015). Nesse estado, a via glicolitica estd muito ativa assim como a expressdo de
transportadores de glicose tais como Glutl. Essa alteragdo metabdlica pode levar a ativagao de
enzimas glicoliticas e a sinalizagdo pela via de PI3K-AKT que interage diretamente com o
complexo alvo da rapamicina mTOR que ativa e estabiliza HIF1a (Semenza, 1994 e 2003; Cairns,
2011; Ward, 2012). PKM2 (piruvato quinase M2) ¢ um regulador metabdlico chave presente
principalmente em células tumorais (Altenberg, 2004) e que quando translocado ao nucleo interage
com HIFla, um fator induzivel por hipdxia (Luo, 2011). HIF1a ¢ normalmente degradado em
condi¢des de normoxia e estabilizado em condic¢des de hipdxia (Iyer, 1998; Gultice, 2009; Redman,
2009). Durante a placentagao, ele ¢ importante na diferenciacdo de trofoblastos, e quando presente

em altos niveis pode levar ao desenvolvimento de desordens associadas a gravidez (Albers, 2019).
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Ja PFKFB3 (6-fosfofructo-2-quinase / frutose-2,6-bifosfatase 3) ¢ uma enzima limitante na
glicolise cuja expressao € maior em células vasculares, leucdcitos e células tumorais (Cao, 2019).
A glicolise mediada por PFKFB3 jé havia sido associada a um aumento na producdo de citocinas
pro-inflamatorias tais como TNF-a e IL1-f em células endoteliais do pulmao (Cao, 2019). Além
disso, a resposta de PFKFB3 em uma linhagem trofoblastica e em explantes tratados com LPS foi
associada a uma ativagdo da via de NF-kB com consequente producao excessiva de IL-6, IL1-p e
TNF-a o que ocasionou em defeitos na migracao e capacidade de invasdo dos trofoblastos (Zhang,
2021). De forma resumida, PKM2 interage diretamente com HIFla levando a transcricdo de
elementos de resposta a hipoxia (HRE) e aumento na atividade glicolitica de enzimas tais como
PFKFB3 que contribuirdo para o estabelecimento de um estado inflamatorio. Girard ef al. (2010),
mostra que produtos microbianos tais como LPS desencadeiam a inflamacgao da placenta levando
a desordens neurologicas e morte fetal (Girard, 2010). Este efeito ¢ revertido quando utilizado
modelos knockout ou antagonistas do receptor de IL1-f (Girard, 2010; Reis, 2020). Ainda, parte
do efeito de IL1-B deve-se a ativagao de vias do inflamassoma que culminam na produgdo dessa
citocina na placenta em resposta a malaria (Reis, 2020). Dessa forma, os resultados no nosso
modelo de infeccdo congénita em camundongos Ifnar”~ indicam um papel importante das vias
glicoliticas e da hipdxia durante a infec¢do por OROV contudo limitado uma vez que nao foram
realizados testes ou utilizagdo de animais especificos que permitam ver a ativagdo das vias
metabolicas, via do inflamassoma e envolvimento da hipdxia na infecgao.

Além disso, 0 OROV ¢ sabidamente um virus com capacidade de induzir apoptose em
diferentes modelos celulares (Acrani, 2010). A fosfatidilserina esta presente internamente na
camada bi lipidica da célula e ¢ exposta durante a apoptose. Esse controle ¢ principalmente
realizado por células fagociticas, tais como cé¢lulas dendriticas e macréfagos, sendo uma forma de
reduzir respostas autoimunes e inflamacao. Os receptores TIM e TAM atuam na regulagdo negativa
da resposta imunolodgica sendo importantes para o término da resposta inflamatoria e inicio da
reparacao tecidual uma vez ativada a resposta adaptativa (Fadok, 1992; Verhoven, 1995; Lu, 2001;
Savill, 2002; Rothlin, 2007; Freeman, 2010).

Recentemente os receptores TIM e TAM foram associados a ganhos de funcdo em
infecgdes por virus envelopados. O receptor Axl pode facilitar a entrada dos virus Ebola e do virus
Marburg através de uma interag@o indireta que promove sua internalizagao e fusdo a membrana da

célula hospedeira (Shimojima, 2006 e 2007; Brindley, 2011). Ainda, o ligante Gas6 pode promover
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a ligacao entre fosfatidilserinas presentes no envelope viral aos receptores TAM presentes na
superficie celular facilitando a infec¢ao por lentivirus, o virus vaccinia e ZIKV (Morizono, 2011;
Silva-Filho, 2021). O receptor TIM-1 também pode melhorar substancialmente a eficiéncia de
infeccdo de varios virus patogénicos. Jemielity et al. (2013), utilizou particulas semelhantes a virus
(VLPs-virus-like particles) contendo proteinas das familias Flavivirus, Arenavirus e Alphavirus no
estudo da interacdo entre as VLPs e o receptor TIM-1 e mostrou uma dependéncia da
fosfatidilserina presente no envelope para promover a infeccdo (Jamielity, 2013). O virus da
Dengue pode interagir diretamente com os receptores TIM ou, através do ligante Gas6, com os
receptores TAM sendo ambos considerados fatores de entrada do virus (Meertens, 2012).
Similarmente, a ligacdo aos receptores TIM e TAM pela fosfatidilserina presente no envelope viral
pode ser um cofator para a infec¢do de mondcitos pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Callahan, 2003; Chua, 2019). Na placenta, os niveis de Gas6 estdo associados a complicagdes
neuroldgicas causadas pelo virus Zika assim como a diminui¢do da resposta de IFN do tipo I (Silva-
Filho, 2021). O aumento na expressdo de TIM-1 e Mertk em nosso modelo Ifnar”’" infectado por
OROYV podem indicar uma possivel interagdo entre o virus € os receptores que promoveriam a
infeccdo e o aumento no apoptose celular o que, consequentemente, estaria contribuindo para uma
perda da arquitetura placentéria e dano fetal.

Nosso modelo até entdo se limitou a caracterizar brevemente a resposta imunologica e suas
possiveis consequéncias na gestacdo de modo a destacar a importancia da resposta de IFN do tipo
I na infec¢do por OROV em modelo murino.

Contudo, de modo a ndo se limitar a um modelo de nocaute global (para Ifnar) e para
explorar como imunodeficiéncias maternas poderiam afetar a infeccdo por OROV, diferentes
cruzamentos foram analisados criando diferentes backgrounds genéticos maternos e fetais. Nossos
dados mostraram que ndo ha haploinsuficiéncia materna ou fetal pois ndo foram encontradas
diferencas significativas na carga viral nem nos tecidos maternos nem nos tecidos fetais dos
cruzamentos entre fémeas Ifnarl ¥~ ou WT com machos Ifnarl” ou WT em D8. Esses cruzamentos
proporcionaram diferentes misturas de gendtipos fetais, enquanto a decidua teria 0 mesmo genotipo
da mie. Mesmo que a prole tenha fetos KO (cruzamento entre Ifnarl 7~ e Ifnarl”") que seriam mais
suscetiveis a infec¢do devido a auséncia do receptor de Ifnar na placenta (e parcial na decidua), ndo
foram encontradas alteracdes na carga viral nos 6rgdos maternos ou nos fetos provenientes da

mesma prole que indicassem um espalhamento viral relacionado ao genétipo fetal. No entanto,
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quando realizado o cruzamento entre fémeas Ifnarl”- com machos Ifnarl”, pudemos observar uma
alta carga viral que sugere que o genotipo materno com a completa auséncia do receptor de Ifnar ¢
necessario para que o virus se dissemine e atravesse a placenta causando alteragdes
macroscopicamente visiveis nos fetos em D3, contudo ndo mensuradas devido a facil
desestruturacao dos fetos ao fazer a coleta.

Ainda, nos propusemos avaliar se diferentes propor¢des nos gendtipos ou no sexo dos fetos
afetaria de alguma forma a resposta ao virus. Ja havia sido observado que, em porcos, a infec¢ao
por ZIKV durante a gestagdo ndo levava a sindrome congénita de ZIKA na prole, entretanto eram
observadas diferengas pos-nascimento na qual havia uma quantidade excessiva de IFN-a no soro
dos animais. Analises por RNA-seq da placenta revelaram diferengas na resposta adquirida durante
a infeccdo materna por ZIKV e uma relagdo sexo-especifica. Sugere-se que machos teriam um
potencial para resultados patologicos no cérebro maior que fémeas (Trus, 2019). Camundongos
C57BL/6 tratados com LPS (lipopolissacarideo) durante a gestacdo apresentaram uma prole com
diferengas na patologia placentaria. Enquanto machos apresentaram maiores danos pré-natal além
de hipoxia e diferengas comportamentais sociais, fémeas exibiram um perfil inflamatério agudo,
atraso no desenvolvimento corporal e ansiedade na vida adulta (Braun, 2019). No nosso modelo,
ndo foram encontradas diferencgas quanto a carga viral nos diferentes cruzamentos testados.

Como alteragdes na resposta imune inata podem em parte ser responsaveis pelo aumento
da susceptibilidade e severidade da doenca causada por alguns arbovirus devido a auséncia de
proteinas-chave na via de IFN do tipo I, utilizamos camundongos Myd88 e Mavs deficientes no
contexto da infeccdo por OROV (Couderc, 2008). Proenga-Modena et al. (2015), mostrou
anteriormente que MAVS restringe a infecgio e patogénese pelo OROV. Camundongos Mavs™"
sao vulneraveis a infecgdo por OROV com uma taxa de mortalidade de 39% e com sinais clinicos
visiveis e carga viral detectavel em alguns animais a partir do 4 dia pos infec¢cdo (Proenga-Modena,
2015). Contudo, no intervalo de tempo entre a infec¢do e a eutandsia das fémeas 6-8 dias, alguns
orgdos como figado e bago, além do soro, j4 possuiam uma carga viral indetectavel (Proenga-
Modena, 2015). E importante ressaltar que o virus consegue estabelecer uma infecgio na placenta
quando outros 6rgdos ja foram capazes de eliminar o virus, contudo isso nao ¢ suficiente para que
o virus estabeleca uma infecc¢do significativa nos fetos. Outros sensores da resposta inata podem
estar agindo para compensar a auséncia da sinalizacdo por MAVS. Ja camundongos deficientes da

molécula adaptadora Myd88 em células B tem uma resposta humoral prejudicada devido a perda
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de capacidade neutralizante de IgM e IgG na infeccao por OROV (Toledo-Teixeira, em submissao).
Anticorpos maternos sao uma das formas de protegao fetal durante o desenvolvimento placentario,
contudo em nosso modelo o periodo de infec¢do abordado a auséncia de Myd88 durante a gestagao
ndo permitiu que a placenta e feto albergassem grandes quantidades de virus no periodo analisado.

Apesar de ndo termos encontrado diferengas na carga viral utilizando diferentes estratégias
de cruzamento dos animais com deficiéncias na resposta de IFN I e III, realizamos a anélise
histologica das placentas em desenvolvimento coletadas em D8. A manutengdo da arquitetura
placentaria ¢ importante para troca de nutrientes, oxigénio e residuos além de funcionar como fonte
de energia para o desenvolvimento fetal (Pijnenborg, 2006; Burton, 2015; Woods, 2018). Muitos
virus causam restricao de crescimento fetal e até mesmo levam ao aborto devido a alteracdes nessa
estrutura desencadeadas pela resposta ao virus. Apos o E10 em camundongos, a placentagao esta
completa com quatro camadas distintas compreendidas pela decidua, zona juncional, zona do
labirinto e placa coridnica (Elmore, 2022). A disfuncao placentaria pode se dar pelo recrutamento
de células imunes, bloqueio da proliferacio e inducdo de morte celular. No modelo Ifnar™ no qual
camundongos fémeas foram infectadas por ZIKA, foi possivel observar perda vascular na zona do
labirinto e apoptose através da marcacao com caspase 3 (Yockey, 2018). Ainda, genes de resposta
a hipoxia, tais como Glutl e Pfkfb3, foram significativamente regulados nos fetos infectados
(Yockey, 2018). Placentas de ratos Sprague-Dawley (SD) infectadas pelo virus da febre do Vale
do Rift (RVFV) mostram sinais de necrose e hemorragia com congestdo vascular e infiltrado celular
que levam a letalidade fetal (McMillen, 2018). Nossos dados ndo mostraram alteracoes
macroscopicas nas placentas coletadas em DS8. Acreditamos que, devido a carga viral encontrada
nos animais Ifnar’-em D3, possiveis alteragdes estariam histologicamente visiveis uma vez que os
camundongos, mie e fetos, ndo sobrevivem a infec¢io com 10° UFF de OROV por mais tempo.

Nosso estudo se limita a ndo observar tempos gestacionais anteriores no qual a placentagao
ndo esta completa e por isso, o feto estd mais exposto a patégenos. Dessa forma ndo poderiamos
inferir o impacto da infec¢do nos primeiros meses de gesta¢ao. Ainda, apesar de ndo encontrarmos
diferencas na carga viral dos cruzamentos estudados, ndo foram realizados experimentos
comportamentais ou qualquer acompanhamento pds-nascimento.

Devido a diferencas no desenvolvimento placentdrio e na composi¢do da barreira hemato-

placentaria, torna-se dificil comparar diretamente as alteragdes patologicas observadas na placenta
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de camundongos com as dos seres humanos. Assim, de modo a recapitular a infec¢cdo observada
em camundongos, utilizamos linhagens trofobldsticas humanas.

As linhagens BeWo e JEG-3 possuem caracteristicas trofoblasticas, contudo sdo
provenientes de diferentes regides da placenta. Enquanto a BeWo representa citotrofoblastos
presentes nas vilosidades placentarias e que na sua forma fusionada caracterizariam uma barreira
contra patdégenos, a JEG-3 representa citotrofoblastos extravilosos com grande capacidade
proliferativa e que invadem a decidua (Orendi, 2010; Lee, 2016; Drwal, 2018). Considerando isso,
ambas as células consistem em trofoblastos com perfis génicos distintos (Burleigh, 2007).

A fim de relacionar os resultados obtidos em modelo murino a resposta em humanos, genes
importantes para a resposta contra virus foram analisados durante a infec¢cdo por OROV.

Os genes IFIT1 e IFIT2 pertencem a uma familia de proteinas que reduzem a replicacao
viral através de mecanismos de ligacdo ao RNA viral ou alteragdes na sintese proteica e sdo
importantes para o controle de alguns arbovirus tais como o virus Oeste do Nilo (WNV) e o virus
da encefalite japonesa (JEV) (Saha, 2006; Wacher, 2007; Zhou, 2013). Entretanto, IFIT-1 parece
ndo ser essencial para o controle dos virus de RNA de polaridade negativa, ja que a dele¢ao desse
gene ndo confere maior vulnerabilidade a camundongos ap6s infeccdo com os virus OROV, virus
influenza A, virus La Crosse e virus Ebola (Pinto, 2015). Parte desse efeito pode ser consequéncia
de mecanismos virais de antagonismo a alguns dos genes induzidos por IFNs (ISGs). De fato, sabe-
se que alguns membros da familia Peribunyaviridae possuem mecanismos para antagonizar o efeito
de ISG15, ja que dominios proteases do gene L desses virus sao capazes de hidrolizar ISG15 ligado
a proteinas-alvo, levando a perda do efeito antiviral (Frias-Staheli, 2007; Proenga-Modena, 2015a).
Desse modo, embora os citotrofoblastos estudados tenham demonstrado grande produgdo de IFN
do tipo I e, principalmente de IFN do tipo III apos infeccao por OROV, mecanismos ainda ndo
totalmente entendidos de antagonizagdo do efeito de ISGs nessas células podem fazer com que o
virus consiga se replicar em altos titulos, mesmo quando utilizado uma baixa MOI. De fato, meio-
condicionado obtido de células primarias trofoblasticas infectadas com ZIKV foram capazes de
induzir a produgdo de ISG em células ndo placentarias, o que ndo ocorreu quando utilizado um
meio condicionado das linhagens BeWo, JEG3, JAR ou HTRS8 (Bayer, 2016).

Os altos niveis de IFN-A, a maior producgdo de ISGs e a menor replicagdo de OROV na

célula JEG indica que essas citocinas antivirais podem ter um papel importante para a protecao do
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feto durante a gestagdo em humanos contra OROV, como visto para ZIKV (Bayer, 2016; Yockey,
2018).

Interessantemente, a expressao de alguns genes envolvidos na resposta imunoldgica, como
Tlr7, Rig-I, Mda$, Ifitl, Ifit2, Isgl5, Oasl e Ifn-A, estdo com a sua expressao consideravelmente
alta em JEG-3, superior ao que ¢ apresentado na célula BeWo. Acreditamos que a maior expressao
desses genes da resposta imune inata pode estar correlacionada com a menor carga viral observada
em células JEG-3 em comparagdo com a BeWo.

Como demonstrado apds infeccdo com virus Zika, trofoblastos normalmente expressam
grandes quantidades de IFN-A que pode conferir um efeito antiviral autcrino nessas células (Bayer,
2016). Além disso, os altos niveis de IFN-A podem ter um efeito antiviral paracrino, que podem
contribuir com o controle da replicagdo viral em células chaves durante a invasdo fetal, como
células endoteliais e epiteliais. Consistente com isso, observamos uma grande expressao de IFN do
tipo III em células JEG-3, que apresentaram titulo viral menor em comparacdo a BeWo.

Apesar de mostrarmos que linhagens de células trofoblésticas sdo susceptiveis a infeccao
por OROV, devido a complexidade da resposta imuno materna e sua influéncia no desenvolvimento
fetal, estudos com células isoladas da placenta humana a termo ou modelos 3D de cotilédone duplo
e perfusdo (Villazana-Kretzer, 2022) refor¢ariam a importancia do diagnoéstico para OROV em
gestantes.

Nossos dados mostram que a delecao parcial do receptor de interferon em camundongos
pode restringir a infeccao por OROV, mantendo baixos niveis virais até o dia 8, enquanto a auséncia
completa do receptor de IFN tipo I levou a letalidade no dia 3. Durante a gravidez, embora OROV
seja capaz para infectar a placenta e os fetos, isso ndo afeta o crescimento fetal nem desestabiliza a
arquitetura placentaria, embora algumas diferencas no tamanho e peso fetal tenham sido observadas
e nao se possa inferir a auséncia de complicagdes poOs-natais. Estes dados complementam
descobertas anteriores mostrando que uma deleg¢do completa de Ifnar é necessaria para que OROV
cause infec¢do produtiva em camundongos e sugerem que a sinalizagdo de Ifnarl precisa ser
anulada tanto nos compartimentos maternos quanto fetais para que OROV infecte produtivamente
e atravesse a interface materno-fetal para produzir resultados na gravidez.

A infeccdo de linhagens placentarias humanas evidencia a capacidade de transmissao
transplacentaria do OROV e a importancia da resposta imunologica desencadeada durante a

infeccdo. Assim, devido a grande circulagdo do virus e surgimento de novas variantes estudos
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epidemiologicos devem acompanhar mulheres gravidas infectadas com OROV e nao descartar a
possibilidade de transmissdo fetal principalmente em um cenario em que ha imuno

comprometimento materno.
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7.Conclusao

-Uma delecao completa do Ifnar ¢ necessaria para que o OROV cause infec¢ao produtiva
em camundongos e sugere que a sinalizagdo do Ifnarl precisa ser anulada tanto nos compartimentos

maternos quanto fetal para induzir resultados na gravidez.

-Nao foi detectada haploinsuficiéncia materna ou fetal para o gene Ifnarl nos camundongos

infectados por OROV.

-Nao foram encontradas diferengas na susceptibilidade viral da prole entre camundongos

fémeas e machos.

- Foi detectado RNA viral por até 8 dias pos infec¢do nas placentas e fetos infectados por

OROV, mas ndo foi possivel detectar particulas virais vidveis nesse contexto.

-Linhagens trofoblasticas humanas sdo susceptiveis a infeccdo por OROV e respondem a

infecgdo através da resposta de interferon do tipo I e III.

A abordagem da suscetibilidade ao OROV (e outras infec¢des por arbovirus) e as
respostas teciduais no compartimento fetal da placenta podem ser fundamentais em um grande

surto.
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Abstract: A SARS-CoV-2 B.1.1.7 variant of concern (VOC) has been associated with increased trans-
missibility, hospitalization, and mortality. This study aimed to explore the factors associated with
B.1.1.7 VOC infection in the context of vaccination. On March 2021, we detected SARS-CoV-2 RNA
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SUMMARY

Chikungunya virus (CHIKV) is a mosquito-borne alphavirus that causes acute, subacute, and chronic human
arthritogenic diseases and, in rare instances, can lead to neurological complications and death. Here, we com-
bined epidemiological, virological, histopathological, cytokine, molecular dynamics, metabolomic, proteomic,
and genomic analyses to investigate viral and host factors that contribute to chikungunya-associated (CHIK)
death. Our results indicate that CHIK deaths are associated with multi-organ infection, central nervous system
damage, and elevated serum levels of pro-inflammatory cytokines and chemokines compared with survivors.
The histopathologic, metabolite, and proteomic signatures of CHIK deaths reveal hemodynamic disorders
and dysregulated immune responses. The CHIKV East-Central-South-African lineage infecting our study
population causes both fatal and survival cases. Additionally, CHIKV infection impairs the integrity of the
blood-brain barrier, as evidenced by an increase in permeability and altered tight junction protein expression.
Overall, our findings improve the understanding of CHIK pathophysiology and the causes of fatal infections.

INTRODUCTION transmission.” Recent outbreaks in the southern cone of South

America (e.g., Argentina, Paraguay, and Uruguay)®* support
Chikungunya virus (CHIKV) is a mosquito-borne alphavirus that  predictions that climate change is likely expanding the CHIKV
has caused over 10 million cases in more than 125 countries  distribution, putting more highly populated temperate regions,
or territories over the last two decades.’ Currently, 1.3 bilion including the United States of America, China, and continental
people live in tropical and subtropical areas at risk for CHIKV ~ Europe, at increased risk for epidemic transmission.” In

Cell Host & Microbe 32, 1-17, April 10, 2024 © 2024 The Author(s). Published by Elsevier Inc. 1
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

89



Cell Reports @ CelPress

OPEN ACCESS

Entry receptor LDLRADS is required for Venezuelan
equine encephalitis virus peripheral infection
and neurotropism leading to pathogenesis in mice

Natasha M. Kafai,.2 Hana Janova,” Matthew D. Cain, Yael Alippe,’ Stefanie Muraro,’ Alan Sariol,” Michelle Elam-Noll,’.¢
Robyn S. Klein,’2:* and Michael S. Diamond.2:4.5.7.*

'Department of Medicine, Washington University School of Medicine, St. Louis, MO 63110, USA

2Department of Pathology and Immunology, Washington University School of Medicine, St. Louis, MO 63110, USA

3Department of Neuroscience, Washington University School of Medicine, St. Louis, MO 63110, USA

“Department of Molecular Microbiology, Washington University School of Medicine, St. Louis, MO 63110, USA

5The Andrew M. and Jane M. Bursky Center for Human Immunology and Immunotherapy Programs, Washington University School of
Medicine, St. Louis, MO 63110, USA

SDeceased

7Lead contact

*Correspondence: mdiamond@wustl.edu

https://doi.org/10.1016/}.celrep.2023.112946

SUMMARY

Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) is an encephalitic alphavirus responsible for epidemics of neuro-
logical disease across the Americas. Low-density lipoprotein receptor class A domain-containing 3
(LDLRAD3) is a recently reported entry receptor for VEEV. Here, using wild-type and Ldlrad3-deficient
mice, we define a critical role for LDLRAD3 in controlling steps in VEEV infection, pathogenesis, and neuro-
tropism. Qur analysis shows that LDLRAD3 is required for efficient VEEV infection and pathogenesis prior to
and after central nervous system invasion. Ldlrad3-deficient mice survive intranasal and intracranial VEEV
inoculation and show reduced infection of neurons in different brain regions. As LDLRAD3 is a determinant
of pathogenesis and an entry receptor required for VEEV infection of neurons of the brain, receptor-targeted

therapies may hold promise as countermeasures.

INTRODUCTION

Alphaviruses are mosquito-transmitted, enveloped, RNA viruses
of the Togaviridae family that cause disease in millions of people
worldwide. ™ New World alphaviruses are zoonotic pathogens
with the potential to cause severe neurological disease and
include Eastern equine encephalitis (EEEV), Western equine en-
cephalitis, and Venezuelan equine encephalitis (VEEV) viruses.”
In its epizootic cycle (subtypes IAB and IC), VEEV can have de-
vasting consequences for equines (mortality rates of 50%-—
70%)° with occasional spillover into humans.®'" Enzootic VEE
complex viruses (subtype ID-F and related species in subtypes
1I-V1) are less or non-virulent in equids but can still cause clinical
disease in humans.'” Enzootic strains generally circulate be-
tween mosquito vectors and small mammals'“'® including
spiny (Proechimys species) and coftton (Sigmodon species)
rats.'”'? Laboratory studies have shown that a variety of wild ro-
dents can survive experimental infection and develop strong
antibody responses after infection with VEEV.""%*° Nonethe-
less, some wild rodents develop severe disease after VEEV
infection, though responses vary among geographic host popu-
lations and virus strains.®*' Additionally, VEEV poses a risk as an
aerosolized bioweapon.”*“® Despite its potential to cause se-
vere disease and death, there are no approved human vaccines

m

o

or antiviral drugs against VEEV.?* A live-attenuated vaccine
against VEEV (senally passaged strain TC-83 and boosters of
C-84, an inactivated form of TC-83) is available as an investiga-
tional drug productin the United States through the Army Special
Immunizations Program but only for at-risk laboratory workers
and military personnel.”>"

Much of what is known about the VEEV infection life cycle is
inferred from experiments with other alphaviruses. The alphavi-
rus positive-sense RNA genome is approximately 11.5 kb and
encodes four non-structural proteins, nsp1—4, and five structural
proteins, capsid, E3, E2, 6K, and E1.%* The non-structural poly-
proteins are translated from genomic RNA in the host cell cyto-
plasm and regulate viral replication, protein processing, and im-
mune evasion. A subgenomic 26S RNA encodes the structural
polypeptide C-p62(E3-E2)-6K-E1, which is cleaved into proteins
required for viral encapsidation, morphogenesis, and budding.33
The mature VEEV virion includes a nucleocapsid surrounded by
a lipid envelope embedded with heterodimers of surface enve-
lope glycoproteins E2 and E1. E2-E1 heterodimers assemble
into trimeric spikes on the viral surface to create a virion with
T = 4 quasi-icosahedral symmetry.”**> The E1 protein lies
beneath E2 at the base of each trimeric spike and mediates
low-pH endosomal fusion before release of the viral nucleo-
capsid in the r:y't:)plasm.33 The E2 protein, the target for most

Cell Reports 42, 112946, August 28, 2023 © 2023 The Author(s). 1
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COVID-19-related hyperglycemia is associated with infection
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Occurrence of hyperglycemia upon infection is associated with worse clinical outcome
in COVID-19 patients. However, it is still unknown whether SARS-CoV-2 clirectly
triggers hyperglycemia. Herein, we interrogated whether and how SARS-CoV-2 causes
llyperglycemia by iufecting llepamcyTes and increasing glucose producrion. We per-
formed a retrospective cohort study inc]uding patients that were admitted at a lmspital
with suspicion of COVID-19. Clinical and laboratory data were collected from the
chart records and daily blood glucose values were analyzed to test the hypothesis on
whether COVID-19 was independently associated with hyperglycemia. Blood glucose
was collected from a subgroup of nondiabetic patients to assess pancreatic hormones.
Postmortem liver biopsies were collected to assess the presence of SARS-CoV-2 and
its transporters in hepatocytes. In human hepatocytes, we studied the mechanis-
tic bases of SARS-CoV-2 entrance and its gluconeogenic effect. SARS-CoV-2 infec-
tion was independen[ly associated with hyperglycemin, regarclless of diabetic history
and beta cell function. We detected replicating viruses in human llepamc_wes from
postmortem liver biopsies and in primary hepatocy‘[es. We found that SARS-CoV-2
variants infected human llepatoc_v'[es in vitro with different susceptibility. SARS-CoV-2
infection in hcpamcytcs yields the release of new infectious viral particles, tlmugh not
causing cell damage. We showed that infected hepatocytes increase glucose produc-
tion and this is associated with induction of PEPCK activity. Furthermore, our results
demonstrate that SARS-CoV-2 entry in hepatocytes occurs partially through ACE2- and
GRP78-dependent mechanisms. SARS-CoV-2 infects and replicates in hepatocytes and
exerts a PEPCK-dependent gluconeogenic effect in these cells that potentially is a key
cause of hyperglycemia in infected patients.

SARS-CoVv-2 | liver | glucose

Diabetes constitutes a major risk factor for the development of severe forms of COVID-19
(1, 2). Moreover, several studies indicate that the incidence of hyperglycemia in COVID-19
patients is associated with longer periods of hospitalization and with worse clinical out-
come (3, 4). Intriguingly, hyperglycemia resulting from COVID-19 is also prevalent in
patients withourt a history of diabetes (5), which suggests that like other RNA viruses,
SARS-CoV-2 may directly interfere with glucoregulal:ory padlways, resulring in increased
blood glucose levels.

Other groups have tried to address the mechanistic link between the viral infection and
hypsrg]ycemia (6, 7). Beta cell infection and damagc induced by SARS-CoV-2 was shown
in vitro, but its clinical relevance is still controversial. On the contrary, COVID-19 is also
associated with the onset of insulin resistance (8), which potentially contributes to the
imbalance in blood glucose control. Since other viral infections caused by RNA viruses

Significance

Hyperglycemia is a prevalent
complication in hospitalized
COVID-19 patients that occurs
regardless of the diabetes history
and is associated with a worse
clinical outcome. In this study, we
found that COVID-19 is
independently associated with
in-hospital hyperglycemia and
that SARS-CoV-2 is capable of
infecting hepatocytes and
stimulate these cells to produce
glucose through
gluconeogenesis. Moreover, our
data suggest that SARS-CoV-2's
entrance in hepatocytes is
partially mediated by the
cooperation between GRP78 and
ACE2 cotransporters. Our data
provide mechanistic insights on
how COVID-19 pathophysiology
impact glucose metabolism and
shed light on the importance of
in-hospital control of hepatic
glucose production as a means
to achieve better clinical cutcome
in COVID-19 patients.
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Abstract: The COVID-19 pandemic was triggered by the coronavirus SARS-CoV-2, whose peak
occurred in the years 2020 and 2021. The main target of this virus is the lung, and the infection is
associated with an accentuated inflammatory process involving mainly the innate arm of the immune
system. Here, we described the induction of a pulmonary inflammatory process triggered by the
intranasal (IN) instillation of UV-inactivated SARS-CoV-2 in C57BL/6 female mice, and then the
evaluation of the ability of vitamin D (VitD) to control this process. The assays used to estimate the
severity of lung involvement included the total and differential number of cells in the bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), histopathological analysis, quantification of T cell subsets, and inflammatory
mediators by RT-PCR, cytoki_ne quantification in lung homogenates, and flow cytometric analysis
of cells recovered from lung parenchyma. The IN instillation of inactivated SARS-CoV-2 triggered
a pulmonary inflammatory process, consisting of various cell types and mediators, resembling
the typical inflammation found in transgenic mice infected with SARS-CoV-2. This inflammatory
process was significantly decreased by the IN delivery of VitD, but not by its IP administration,
suggesting that this hormone could have a therapeutic potential in COVID-19 if locally applied. To
our knowledge, the local delivery of VitD to downmodulate lung inflammation in COVID-19 is an
original proposition.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; lung; inflammation; mice; vitamin D

1. Introduction

SARS-CaV-2, a newly identified 3-coronavirus, is the causative agent of the pandemic
respiratory pathology known as COVID-19, whose peak occurred in 2020 and 2021. Even
though most affected individuals are asymptomatic or develop mild symptoms, a minor
proportion evolves towards a severe pathology. A plethora of factors related to the host,
the environment, and the virus itself can affect the disease outcome [1]. Although the
lung is considered the primary target of SARS-CoV-2, the virus can spread to many other
organs such as the kidneys, intestine, liver, pancreas, spleen, muscles, and the nervous
system [2,3]. Pulmonary manifestations vary from asymptomatic or mild pneumonia
to a severe disease accompanied by hypoxia, shock, respiratory failure, and multiorgan
deterioration or death [4]. The complexity of SARS-CoV-2 infection includes its aggravation
by other comorbidities as hypertension, diabetes, and cardiovascular diseases [5] and

Cells 2023, 12, 1092. https:/ /doi.org/10.3390/ cells12071092
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Background and aims: Low-density lipoprotein (LDL) plasma concentration decline is a biomarker for acute
inflammatory diseases, including coronavirus disease-2019 (COVID-19). Phenotypic changes in LDL during
COVID-19 may be equally related to adverse clinical outcomes.
Methods: Individuals hospitalized due to COVID-19 (n = 40) were enrolled. Blood samples were collected on
days 0,2, 4, 6,and 30 (D0,D2, D4, D6, and D30). Oxidized LDL (ox-LDL), and lipoprotein-assodiated phospholi-
pase A2 (Lp-PLA2) activity were measured. In a consecutive series of cases (n = 13), LDL was isolated by gradient
ultracentrifugation from DO and D6 and was quantified by lipidomic analysis. Association between clinical
outcomes and LDL phenotypic changes was investigated.
Results: In the first 30 days, 42 5% of participants died due to Covid-19. The serum ox-LDL increased from DO to D6
(p <0.005) and decreased at D30. Moreover, individuals who had an ox-LDL increase from DO to D6 to over the
90th percentile died. The plasma Lp-PLA2 activity also increased progressively from DO to D30 (p < 0.005), and
the change from DO to D6 in Lp-PLA2 and ox-LDL were positively correlated (r = 0.65, p < 0.0001). An explor-
atory untargeted lipidomic analysis uncovered 308 individual lipids inisolated LDL particles. Paired-test analysis
from DO and D6 revealed higher concentrations of 32 lipid species during disease progression, mainly
represented by lysophosphatidyl choline and phosphatidylinositol. In addition, 69 lipid species were exclusively
modulated in the LDL particles from non-survivors as compared to survivors.
Conclusions: Phenotypic changes in LDL particles are assodated with disease progression and adverse dinical
outcomes in COVID-19 patients and could serve as a potential prognostic biomarker.

© 2023 Published by Elsevier Inc.
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Severe COVID-19 is associated with hyperinflammation and weak T cell responses against SARS-CoV-2. However,
the links between those processes remain partially characterized. Moreover, whether and how therapeutically
manipulating T cells may benefit patients are unknown. Our genetic and pharmacological evidence demonstrates
that the ion channel TMEM176B inhibited inflammasome activation triggered by SARS-CoV-2 and SARS-CoV-2-

related murine B-coronavirus. Tmem176b™"~

mice infected with murine B-coronavirus developed inflammasome-

dependent T cell dysfunction and critical disease, which was controlled by modulating dysfunctional T cells with
PD-1 blockers. In critical COVID-19, inflammasoeme activation correlated with dysfunctional T cells and low mono-
cytic TMEM176B expression, whereas PD-L1 blockade rescued T cell functionality. Here, we mechanistically link
T cell dysfunction and inflammation, supporting a cancer immunotherapy to reinforce T cell immunity in critical

p-coronavirus disease.

INTRODUCTION

Coordinated innate and adaptive immunity triggered by pathogenic
human and animal -coronaviruses are thought to prevent severe
disease through conserved mechanisms (1-6). Accordingly, when
severe coronavirus disease 2019 (COVID-19) arises, it is associated
with dysregulated innate immunity (hyperinflammation), weak
T cell responses, and high viral load (3, 5, 7-10). Thus, dysfunctional
innate and adaptive immune responses may lead to uncontrolled
viral replication and life-threatening disease. Nevertheless, whether
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hyperinflammation affects T cell immunity needs further research.
Monoclonal antibodies blocking the proinflammatory interleukin-6
(IL-6) receptor may add some therapeutic benefit in COVID-19
patients, although seemingly contradictory results have been reported
(11-13). However, this therapy does not necessarily control viral
load (14). CD8" T cell responses have the potential capacity to control
viral replication by killing infected cells (15). Nevertheless, thera-
peutic strategies aiming to reinforce T cell responses in f-coronavirus
disease have not been developed. This scenario may be explained
because (i) it is still unclear whether impaired T cell immunity causes
severe disease (9) and (ii) the mechanisms leading to low T cell
responses remain only partially understood (16, 17). Thus, charac-
terizing these issues may help to repurpose and/or develop rational
immunotherapies targeting T cells in critical COVID-19 patients.
T cells appear to be dysfunctional in COVID-19, although
contradictory data have been published in this field (8, 18-23).
Exhausted T cells are a specific lineage of dysfunctional cells charac-
terized by impaired effector mechanisms and transcriptional, epi-
genetic, and metabolic programs as well as the expression of inhibitory
receptors such as programmed cell death 1 (PD-1) (24, 25). Thera-
peutically, T cell exhaustion can be modulated by blocking PD-1
and its cognate ligand PD-L1 (26). PD-1/PD-L1 blockade improves
disease-free and overall survival in several human cancers (27).
However, it remains unknown whether PD-1/PD-L1 blockade may
benefit COVID-19 patients (28). A mechanistic understanding of
T cell dysfunction in B-coronavirus disease is necessary to validate
and rationalize this approach. The efficacy of PD-1/PD-L1 blockers
may be determined, at least in part, by the inflammatory context
(29). Thus, characterizing potential links between inflammation
and T cell dysfunction may help to select COVID-19 patients who
could benefit from PD-1/PD-L1 blockade. We have proposed that
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SARS-CoV-2 infects adipose tissue in a fat
depot- and viral lineage-dependent manner
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|1 Check for updates

Visceral adiposity is a risk factor for severe COVID-19, and a link between
adipose tissue infection and disease progression has been proposed. Here we
demonstrate that SARS-CoV-2 infects human adipose tissue and undergoes

productive infection in fat cells. However, susceptibility to infection and the
cellular response depends on the anatomical origin of the cells and the viral
lineage. Visceral fat cells express more ACE2 and are more susceptible to SARS-
CoV-2 infection than their subcutaneous counterparts. SARS-CoV-2 infection
leads to inhibition of lipolysis in subcutaneous fat cells, while in visceral fat
cells, it results in higher expression of pro-inflammatory cytokines. Viral load
and cellular response are attenuated when visceral fat cells are infected with
the SARS-CoV-2 gamma variant. A similar degree of cell death occurs 4-days
after SARS-CoV-2 infection, regardless of the cell origin or viral lineage. Hence,
SARS-CoV-2 infects human fat cells, replicating and altering cell function and
viability in a depot- and viral lineage-dependent fashion.

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) outbreak has become a sig-
nificant public health emergency worldwide, yielding millions of vic-
tims. The COVID-19 etiologic agent is the novel enveloped RNA
betacoronavirus named severe acute respiratory syndrome cor-
onavirus 2 (SARS-CoV-2)'. Since its discovery in late 2019, SARS-CoV-2
has undergone several mutations and acquired distinct properties and
capabilities, leading to the emergence of multiple variants, some of
them characterized as variants of concern (VOCs) by the World Health
Organization (WHO)>>.

Obesity increases the likelihood of the development of severe
COVID-19, hence prolonging hospital stay and increasing death rates”.
Besides the fact that individuals with obesity may display a compro-
mised immune system, the higher abundance of adipose tissue in such
a population has been pointed out as a major cause of severe COVID-
19*.Since adipose tissue cells express ACE2 and SARS-CoV-2 replication
and its inflammatory insult are favored by the presence of lipid
droplets’, the hypothesis that adipose tissue may serve as a reservoir
for storing and replicating the virus, as well as a site for cytokine
amplification, has emerged as a potential explanation for the strong
association between obesity and COVID-19 severity®’. Recent studies
have shown that SARS-CoV-2 can indeed infect adipose tissue cells,
including adipocytes, thus favoring a local inflammatory response and
resulting in changes in the lipid profile®™ In turn, these changes are

thought to contribute to insulin resistance and hamper patients’
recovery.

Such an “adipocentric” view is challenged because womenusually
have higher adiposity than men when paired by age'’. However, con-
versely, the male population has been the most affected by the severe
illness from COVID-19*%. Indeed, fat distribution strikingly differs
between sex as women tend to have more subcutaneous fat while men
have higher visceral fat mass®. In line with this, the severe forms of
COVID-19 are more specifically associated with high visceral fat mass
than high overall adiposity or subcutaneous fat mass'*'*. Furthermore,
visceral adiposity is a stronger risk factor for cardiometabolic diseases
than subcutaneous adiposity'®*°. In this context, deciphering the
contribution of different fat depots for SARS-CoV-2 infection and
replication is imperative for understanding how adipose tissue con-
tributes to COVID-19 pathophysiology.

Here we confirm that adipose tissue is a frequent extrapulmonary
site where SARS-CoV-2 can be found in COVID-19 patients and provide
evidence that visceralfat cells are more susceptible than subcutaneous
fat cells to SARS-CoV-2 infection in vitro. We also show that SARS-CoV-
2 triggers cellular responses that are partially overlapping between the
fat depots but can also be depot-specific. Notably, SARS-CoV-2 results
in higher levels of proinflammatory markers when it infects visceral fat
cells when compared to subcutaneous fat cells. Finally, we observed
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Abstract: Clinical and experimental data indicate that severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV)-2 infection is associated with significant changes in the composition and function of
intestinal microbiota. However, the relevance of these effects for SARS-CoV-2 pathophysiology is
unknown. In this study, we analyzed the impact of microbiota depletion after antibiotic treatment on
the clinical and immunological responses of K18-hACE2 mice to SARS-CoV-2 infection. Mice were
treated with a combination of antibiotics (kanamycin, gentamicin, metronidazole, vancomycin, and
colistin, Abx) for 3 days, and 24 h later, they were infected with SARS-CoV-2 B lineage. Here, we show
that more than 80% of mice succumbed to infection by day 11 post-infection. Treatment with Abx had
no impact on mortality. However, Abx-treated mice presented better clinical symptoms, with similar
weight loss between infected-treated and non-treated groups. We observed no differences in lung
and colon histopathological scores or lung, colon, heart, brain and kidney viral load between groups
on day 5 of infection. Despite some minor differences in the expression of antiviral and inflammatory
markers in the lungs and colon, no robust change was observed in Abx-treated mice. Together, these
findings indicate that microbiota depletion has no impact on SARS-CoV-2 infection in mice.

Keywords: respiratory infection; SARS-CoV-2; COVID-19; intestinal microbiota; colon; gut-to-lung axis
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Although increasing evidence confirms neuropsychiatric manifestations associated
mﬂinly with severe COVID-19 infection, ]ungvterm nclu‘opsychiatric dysﬁmction
(recently characterized as part of “long COVID-19” syndrome) has been frequentdy
observed after mild infection. We show the spectrum of cerebral impact of severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection, ranging from long-term
alterations in mildly infected individuals (orbitofrontal cortical atrophy, neurocognitive
impairment, excessive fatigue and anxiety syrnptums) to severe acute dﬂmage confirmed
in brain tissue samples extracted from the orbitofrontal region (via endonasal transeth-
moidal access) from individuals who died of COVID-19. In an independent cohort of
26 individuals who died of COVID-19, we used histopaﬂw]ugiczﬂ signs of brain dam-
age as a guide for possible SARS-CoV-2 brain infection and found that among the 5
individuals who exhibited those signs, all of them had genetic material of the virus in
the brain. Brain tissue samples from these five patients also exhibited foci of SARS-
CoV-2 infection and rcp]icatiun, p:l.rticu]arly in astrocytes. Suppurting the hy‘puthcsis
of astrocyte infection, neural stem cell-derived human astrocytes in vitro are susceptible
tw SARS-CoV-2 infection through a noncnonical mechanism that involves
spike=NRP1 interaction. SARS-CoV-2-infected astrocytes manifested changes in
energy metabolism and in key proteins and metabolites used to fuel neurons, as well as
in the biogcncsis of neurotransmitters. Moreover, human astrocyte infection elicits a
secretory phenotype that reduces neuronal viability. Our data support the model in
which SARS-CoV-2 reaches the brain, infects astrocytes, and conscquenﬂy, leads to
neuronal death or dysfunction. These deregulated processes could contribute to the
structural and functional alterations seen in the brains of COVID-19 patients.

SARS-CoV-2 | COVID-19 | neurological symptoms | astrocytes | NRP1

COVID-19 is a disease caused by infection with severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 (SARS-CoV-2). Although the hallmark symptoms of COVID-19 are respira-
tory in nature and related to pulmonary infection, extrapulmonary effects have been
reported in COVID-19 patients (1, 2), including symptoms involving the central ner-
vous system (CNS) (3). Notably, over 30% of hospitalized COVID-19 patients manifest
neurological and even neuropsychiatric symptoms (4, 5), and some present varying
degree of encephalitis (6). There are increasing reports of persistent and prolonged effects

Significance

Neurological symptoms are among
the most prevalent of the
extrapulmonary complications of
COVID-19, affecting more than 30%
of patients. In this study, we provide
evidence that severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) is found in the human
brain, where it infects astrocytes
and to a lesser extent, neurons. We
also show that astrocytes are
susceptible to SARS-CoV-2 infection
through a noncanonical mechanism
that involves spike-NRP1

interaction and respond to the
infection by remodeling energy
metabolism, which in turn, alters
the levels of metabolites used to
fuel neurons and support
neurotransmitter synthesis. The
altered secretory phenotype of
infected astrocytes then impairs
neuronal viability. These features
could explain the damage and
structural changes observed in the
brains of COVID-19 patients.
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Zika Virus Strains and Dengue Virus Induce Distinct Proteomic
Changes in Neural Stem Cells and Neurospheres
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Abstract

Brain abnormalities and congenital malformations have been linked to the circulating strain of Zika virus (ZIKV) in Brazil
since 2016 during the microcephaly outbreak; however, the molecular mechanisms behind several of these alterations and
differential viral molecular targets have not been fully elucidated. Here we explore the proteomic alterations induced by
ZIKV by comparing the Brazilian (Br ZIKV) and the African (MR766) viral strains, in addition to comparing them to the
molecular responses to the Dengue virus type 2 (DENV). Neural stem cells (NSCs) derived from induced pluripotent stem
(iPSCs) were cultured both as monolayers and in suspension (resulting in neurospheres), which were then infected with ZIKY
(Br ZIKV or ZIKV MR766) or DENV to assess alterations within neural cells. Large-scale proteomic analyses allowed the
comparison not only between viral strains but also regarding the two- and three-dimensional cellular models of neural cells
derived from iPSCs, and the effects on their interaction. Altered pathways and biological processes were observed related
to cell death, cell cycle dysregulation, and neurogenesis. These results reinforce already published data and provide further
information regarding the biological alterations induced by ZIKV and DENV in neural cells.

Keywords Neurodevelopment - Microcephaly - Flaviviridae - Neural cells - iPS
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Mass testing for the diagnosis of COVID-19 has been hampered in many countries owing to the high cost of

SARS-CoV-2 genetic material detection. This study reports on a low-cost immunoassay for detecting SARS-CoV-2 within 30

Immunosensors min using dynamic light scattering (DLS). The immunosensor comprises 50-nm gold nanoparticles (AuNPs)

g;iz:::f:;: techniques functionalized with antibodies against SARS-CoV-2 spike glycoprotein, whose bioconjugation was confirmed

Influenza viras using transmission electron microscopy (TEM), UV-Vis spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), and surface-enhanced Raman scattering spectroscopy (SERS). The specific binding of the bioconjugates to
the spike protein led to an increase in bioconjugate size, with a limir of derecrion (LOD) 5.29 % 10° TCIDsg/mL
(Tissue Culture Infectious Dose). The immunosensor was also proven to be selective upon interacrion with
influenza viruses once no increase in size was observed after DLS measurement. The strategy proposed here
aimed to use antibodies conjugated to AuNPs as a generic platform that can be extended to other derection
principles, enabling technologies for low-cost mass testing for COVID-19.
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neutrophil differentiation and activation markers. Multiplex and
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protease inhibitor, chemokine and cytokine concentrations in
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Summa

Ba(kgrnux Mutations accrued by SARS-CoV-2 lineage P.1—first detected in Brazil in early January, 2021—include
amino acid changes in the receptor-binding domain of the viral spike protein that also are reported in other variants
of concern, including B.1.1.7 and B.1.351. We aimed to investigate whether isolates of wild-type P.1lineage SARS-CoV-2
can escape from neutralising antibodies generated by a polyclonal immune response.

Methods We did an immunological study to assess the neutralising effects of antibodies on lineage P.1 and lineage B
isolates of SARS-CoV-2, using plasma samples from patients previously infected with or vaccinated against
SARS-CoV-2. Two specimens (P.1/28 and P.1/30) containing SARS-CoV-2 lineage P.1 (as confirmed by viral genome
sequencing) were obtained from nasopharyngeal and bronchoalveolar lavage samples collected from patients in
Manaus, Brazil, and compared against an isolate of SARS-CoV-2 lineage B (SARS.CoV2/SP02.2020) recovered from a
patient in Brazil in February, 2020. Isolates were incubated with plasma samples from 21 blood denors who had
previously had COVID-19 and from a total of 53 recipients of the chemically inactivated SARS-CoV-2 vaccine
CoronaVac: 18 individuals after receipt of a single dose and an additional 20 individuals (38 in total) after receipt of
two doses (collected 17-38 days after the most recent dose); and 15 individuals who received two doses during the
phase 3 trial of the vaccine (collected 134-230 days after the second dose). Antibody neutralisation of P.1/28, P.1/30,
and B isolates by plasma samples were compared in terms of median virus neutralisation titre (VNT,,, defined as the
reciprocal value of the sample dilution that showed 50% protection against cytopathic effects).

Findings In terms of VNT,,, plasma from individuals previously infected with SARS-CoV-2 had an 8.6 times lower
neutralising capacity against the P.1 isolates (median VNT,, 30 [IQR <20-45] for P.1/28 and 30 [<20-40] for P.1/30)
than against the lineage B isolate (260 [160—400]), with a binominal model showing significant reductions in lineage
P.1isolates compared with the lineage B isolate (p<0.0001). Efficient neutralisation of P.1 isolates was not seen with
plasma samples collected from individuals vaccinated with a first dose of CoronaVac 20-23 days earlier (VNT s
below the limit of detection [<20] for most plasma samples), a second dose 17-38 days earlier (median VNT,,
24 [IQR <20-25] for P.1/28 and 28 [<20-25] for P.1/30), or a second dose 134-260 days earlier (all VNT.,s below limit
of detection). Median VNT,_ s against the lineage B isolate were 20 (IQR 20-30) after a first dose of CoronaVac
20-23 days earlier, 75 (<20-263) after a second dose 17-38 days earlier, and 20 (<20-30) after a second dose
134-260 days earlier. In plasma collected 17-38 days after a second dose of CoronaVac, neutralising capacity against
both P.1 isolates was significantly decreased (p=0-0051 for P.1/28 and p=0-0336 for P.1/30) compared with that
against the lineage B isolate. All data were corroborated by results obtained through plaque reduction neutralisation
tests.

Interpretation SARS-CoV-2 lineage P.1 might escape neutralisation by antibodies generated in response to polyclonal
stimulation against previously circulating variants of SARS-CoV-2. Continuous genomic surveillance of SARS-CoV-2
combined with antibody neutralisation assays could help to guide national immunisation programmes.

Funding Sao Paulo Research Foundation, Brazilian Ministry of Science, Technology and Innovation and Funding

Authority for Studies, Medical Research Council, National Council for Scientific and Technological Development,
National Institutes of Health.
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expression of ACE2 in BE tissues compared to normal squamous esophagus, and that
the lower pH associated with BE may drive this increase in expression. Human primary
monocytes cultured in reduced pH displayed increased ACE2 expression and higher viral
load upon SARS-CoV-2 infection. We also showed in two independent cohorts of 1,357
COVID-19 patients that previous use of proton pump inhibitors is associated with 2- to
3-fold higher risk of death compared to those not using the drugs. Our work suggests
that pH has a great influence on SARS-CoV-2 Infection and COVID-19 severity.

Keywords: COVID-19, pH, SARS-CoV-2, proton pump inhibitors, Barrett's ph

INTRODUCTION

As of August 2020, the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infected
over 20 million people worldwide (World Health Organization). The new coronavirus disease
2019 (COVID-19) caused by SARS-CoV-2 is characterized by a broad range of symptoms, from
respiratory to neurological and digestive disorders (1, 2). Although a small fraction of patients
develops highly lethal pneumonia, at least 20% of COVID-19 patients may display one or more
gastrointestinal (GI) symptoms (1), such as diarrhea, vomiting, and abdominal pain (2, 3).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
K . Zika virus (ZIKV) has the ability to cross placental and brain barriers, causing congenital malformations in ne-
Zika virus onates and neureclogical disorders in adults. However, the pathogenic mechanisms of ZIKV-induced neurological
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SUMMARY

COVID-19 can result in severe lung injury. It remained to be determined why diabetic individuals with uncon-
trolled glucose levels are more prone to develop the severe form of COVID-19. The molecular mechanism un-
derlying SARS-CoV-2 infection and what determines the onset of the cytokine storm found in severe COVID-
19 patients are unknown. Monocytes and macrophages are the most enriched immune cell types in the lungs
of COVID-19 patients and appear to have a central role in the pathogenicity of the disease. These cells adapt
their metabolism upon infection and become highly glycolytic, which facilitates SARS-CoV-2 replication. The
infection triggers mitochondrial ROS production, which induces stabilization of hypoxia-inducible factor-1a
(HIF-12) and consequently promotes glycolysis. HIF-1«-induced changes in monocyte metabolism by SARS-
CoV-2 infection directly inhibit T cell response and reduce epithelial cell survival. Targeting HIF-1a may have
great therapeutic potential for the development of novel drugs to treat COVID-19.

INTRODUCTION ronavirus Resource Center of John Hopkins University. There is

an urgent need for treatments and vaccines; however, little is
COVID-19 is a highly infectious disease caused by the acuteres-  known about the cellular mechanisms that underie SARS-
piratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). As of July 3, CoV-2 (CoV-2) infection. The reasons why certain individuals
2020, the pandemic of COVID-19 had already affected over 10 are more prone to develop the severe form of COVID-19 are
million people and taken over 500,000 lives according to the Co-  also elusive, although it is clear that age, cardiovascular

Context and Significance

COVID-19 is a highly infectious disease. There is an urgent need for novel therapeutic approaches to treat COVID-19 dis-
ease. Why certain individuals are more prone to develop the severe form of COVID-19 remains elusive. Obese and diabetic
people with uncontrolled blood glucose levels have a greater risk to develop the severe form of COVID-19. The cytokine
storm observed in severe COVID-19 patients is thought to be associated with dysfunctional adaptive immune response
and epithelial cell death. Here we show that elevated glucose and sustained aerobic glycolysis in monocytes directly pro-
mote viral replication, cytokine production, and the subsequent T cell dysfunction and lung epithelial cell death. Thus, tar-
geting metabolic pathways may provide new therapeutic strategies to treat COVID-19 disease.

;‘, Cell Metabolism 32, 437-446, September 1, 2020 © 2020 Elsevier Inc. 437
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Keywords: To investigarte the role of TYRO3, AXL and TIM1 receptors in the Zika virus (ZIKV) cycle, we determined their
mRNA expression mRNA expression in different placental sites of ZIKV infected tissue during pregnancy. Unexpectedly, the ZIKV
Placenta infection was not related with mRNA upregulation of these receptors or changes in expression of type I and III
;‘:&:ﬂr:p'::j interferons in different placental sites. Instead, a decrease of TYRO3 mRNA expression was observed in positive
Interferons sites of ZIKV positive placentas in comparison to negative sites. The basis of this downregulation can help to
Zika virus. understand how ZIKV persists in placental tissue during pregnancy.

1. Introduction

Zika wvirus (ZIKV — family Flaviviridae, genus Flavivirus) is an
emerging arbovirus of high global relevance [1-2]. The most striking
characteristics associated with the infection of this pathogen are the
consequences during pregnancy, with significant adverse gestational
and fetal outcomes, known as Congenital Zika Syndrome [4,5]. Due to
its capacity for vertical ransmission, increasing our understanding of
the placenta as the maternal-fetal interface is essential [6].

TAM (TYRO3, AXL and MER) and TIM (T-cell immunoglobulin and
mucin domain) receptor families are considered key in the ZIKV infec-
tion [7]. These receptors recognize phosphatidylserine (PS) present in
apoptotic cell membranes, promoting senescent cell phagocytosis and
are essential regulators of immune homeostasis [2,9]. Similar to other
Flaviviruses, ZIKV contains PS on its envelope, facilitating viral
adsorption and internalization by TAM and TIM directed phagocytosis,
and downregulation of the immune response with repercussions on cell
transeription [10-17].

The results of previous studies have shown conflicting evidence
regarding the relation of ZIKV infection and TAM receptors expression in
mouse placental cells [18] while some authors have determined that
TIM and TAM are the main putative receptors in human placenta [19].
Therefore, to address the investigation of TYRO3, AXL and TIM1 re-
ceptors in natural human placental infection is of key relevance. We
hypothesized that ZIKV could induce an increase in the expression of
TAM and TIM receptors in placental cells, facilitating its persistence in
that organ. Here we report the mRNA expression of these three receptors
and the type I (xand p) and III (3) interferons (IFNs) as immune response
indicators in different human placental sites of ZIKV infected placentas
during pregnancy.

2. Methods
2.1. Placental samples

The present study investigated placentas from 14 pregnant women

* Corresponding author. Deparmment of Obstetrics and Gynecology, University of Campinas, Brazil.
** Corresponding author. Department of Geneties, Evolution, Microbiology and Immunology, University of Campinas, Brazil.
E-mail addresses: mlaura@unicamp.br (M.L. Costa), jlmodena@unicamp.br (J.L. Proenca-Modena).
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Abstract: Oropouche orthobunyavirus (OROV) is an emerging arbovirus with a high potential of
dissemination in America. Little is known about the role of peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
response during OROV infection in humans. Thus, to evaluate human leukocytes susceptibility,
permissiveness and immune response during OROV infection, we applied RNA hybridization,
qRT-PCR and cell-based assays to quantify viral antigens, genome, antigenome and gene expression
in different cells. First, we observed OROV replication in human leukocytes lineages as THP-1
monocytes, Jeko-1 B cells and Jurkat T cells. Interestingly, cell viability and viral particle detection
are maintained in these cells, even after successive passages. PBMCs from healthy donors were
susceptible but the infection was not productive, since neither antigenome nor infectious particle was
found in the supernatant of infected PBMCs. In fact, only viral antigens and small quantities of OROV
genome were detected at 24 hpi in lymphocytes, monocytes and CD11¢™ cells. Finally, activation of
the Interferon (IFN) response was essential to restrict OROV replication in human PBMCs. Increased
expression of type I/IIl IFNs, ISGs and inflammatory cytokines was detected in the first 24 hpi and
viral replication was re-established after blocking [FNAR or treating cells with glucocorticoid. Thus,
in short, our results show OROV is able to infect and remain in low titers in human T cells, monocytes,
DCs and B cells as a consequence of an effective I[FN response after infection, indicating the possibility
of leukocytes serving as a trojan horse in specific microenvironments during immunosuppression.

Viruses 2020, 12, 785; doi:10.3390/v 12070785 www.mdpi.com/journal/viruses
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Inflammation markers in the saliva
of infants born from Zika-infected
mothers: exploring potential
mechanisms of microcephaly
during fetal development

Diogo N. de Oliveira®, Estela O. Lima?, Carlos F. O. R. Melo(®?, Jeany Delafiori,
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Zika virus (ZIKV) has emerged as one of the most medically relevant viral infections of the past
decades; the devastating effects of this virus over the developing brain are a major matter of concern
during pregnancy. Although the connection with congenital malformations are well documented, the
mechanisms by which ZIKV reach the central nervous system (CNS) and the causes of impaired cortical
growth in affected fetuses need to be better addressed. We performed a non-invasive, metabolomics-
based screening of saliva from infants with congenital Zika syndrome (CZS), born from mothers that
were infected with ZIKV during pregnancy. We were able to identify three biomarkers that suggest that
this population suffered from an important inflammatory process; with the detection of mediators
associated with glial activation, we propose that microcephaly is a product of immune response to the

virus, as well as excitotoxicity mechanisms, which remain ongoing even after birth.

With the recent outbreak of ZIKV infection in Brazil in 2015 and 2016, followed by the intimate association
between this infection and the increase in microcephaly, well-documented by case reports, public health author-
ities throughout the country assumed a state of alert that impacted the worldwide health community'2. The
neurotropism of ZIKV in adults and children has been studied in the last years, and viral pathogenesis is known
to lead to autoimmune aggravations such as the Guillain-Barré syndrome**. Effects on infected pregnant women
are even more devastating, as ZIKV is able to cross the placental and blood-brain barriers, causing disruptions in
the developing brain of the fetus, impairing the growth of neural progenitor cells (NPCs), which ultimately lead
to brain damage™”. Furthermore, the role of ZIKV as a teratogen is strongly implicated from an epidemiological
point of view, and the phenotypic spectrum of CZS has been accurately described and outlined by neuroimaging
techniques®®.

Studies detailing the pathophysiological effects and the cell machinery involved in ZIKV infection and pro-
liferation are providing clearer information on the viral replication cycle, as research advances towards effective
screening methods for viral detection in human fluids'. The mechanisms leading to neural underdevelopment
in human NPCs, nonetheless, remain little known!!. Recent literature reports rely on the hypothesis that ZIKV
promotes impaired NPCs growth, with associated apoptotic events, exerting similar effects over the systems of
both newborns and adults'. The idea of interfering in the replication of cells with high metabolic rate has even

Unnovare Biomarkers Labaratory, School of Pharmaceutical Sciences, University of Campinas, Campinas, Brazil.
2Medical Genetics Department, School of Medical Sciences, University of Campinas, Campinas, Brazil. *Emerging
Viruses Study Laboratory, Department of Genetics, Evolution, Micrabiology and Immunology, Biclogy Institute,
University of Campinas, Campinas, Brazil. “Public Health Department, Universidade Federal do Maranhao, Sao Luls,
Brazil. Correspondence and requests for materials should be addressed to R.R.C. (email: rrc@g.unicamp.br)
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada O papel das vias de reconhecimento inato e dos interferons do tipo |
e lll na quebra da barreira placentaria apés infeccao por OROV, registrada com o n® 5302-1/2019, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. José Luiz Proenca Médena e Stéfanie Primon Muraro, Gabriela Fabiano de

Souza, Matheus Cavalheiro Martini, Daniel Augusto de Toledo Teixeira, que envolve a produgao,
manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para

fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N2 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N2 6.899,
DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reuniao de 11/07/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/09/2019 a 01/02/2023

Vigéncia da autorizagao para 11/07/2019 a 01/02/2023
manipulacao animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / CS7BL/6]
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ racga: Camundongo isogénico / C57BL/6]
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ racga: Camundongo isogénico / C57BL/6J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm].2Ees/J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas 4
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas / '3



Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm].2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

| Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / B6 (Cg)- Ifnarltm1.2Ees/J

No. de animais:

12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie /| gem/ racga: Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J
No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais: 12
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6;129-Mavstm1Zjc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas
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Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J

X Ifnar+/-

No. de animais:

12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltml.1Ees/J
x Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
x Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
x Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
X Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
X Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
X Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / B6 (Cg)- Ifnarltm1.1Ees/J
x Ifnar+/-

No. de animais: 12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm](cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tmI(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)
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No. de animais: 12

Idade/Peso: 0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / B6;129P2-

Lyz2tm1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm]1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / B6;129P2-
Lyz2tm]1(cre)Ifo/J Ifnar(flox/flox)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 S /20.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

| Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

| Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

|_No. de animais:

12

| Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

| No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

0.00 Dias / 2.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout /
B6.129P2(SJL)Myd88tm1.1Defr/ J

No. de animais:

12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas
Origem: Biotério de animais SPF, 4rea de imunologia,

DGEB/UNICAMP

Biotério onde serao mantidos
0s animais:

Biotério de Animais SPF, Area de Imunologia, DGEB/IB

/UNICAMP
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A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nzo dispensa autoriza 50 a junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 24 de setembro de 2019.

w;iv.w}wjfm Alerts

Prof. Dr. Wag(jr José (é aro Rosangela dos Santos
Presidente Secretéria Executiva

sua vigéncla. O formulirio encontra-se disponivel

ik Jos sofa id

na pagina



115

ANEXO V - CEUA USP-SP

I Instituto Universidade de S3o Paulo
d? C|e'n€|as Comissdo de Etica no
Biomédicas Uso de Animais
ICBUSP excelénda em ensinoe Pesquisa

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "O papel das vias de reconhecimento inato e dos interferons do tipo I e Ill na quebra da
barreira placentéria apés infec¢ao por OROV", protocolada sob o CEUA n2 6025140319, sob a responsabilidade de Jean Pierre
Schatzmann Peron e equipe; Carolina Manganeli Polonio - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) (CEUA-ICB/USP) na reunidao de 30/08/2019.

We certify that the proposal "The role of innate recognition and type | and lll interferon pathway in the rupture of the placental
barrier after OROV infection. “, utilizing 120 Isogenics mice (40 males and 80 females), protocol number CEUA 6025140319, under
the responsibility of Jean Pierre Schatzmann Peron and team; Carolina Manganeli Polonio - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Biomedical Sciences Institute (University of Sao Paulo) (CEUA-ICB/USP) in the meeting of
08/30/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: 48 meses Depto/Setor: Imunologia

Origem:  Biotério de Experimentacado do Departamento de Imunologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas Idade ou peso: 8 a 12 semanas
Linhagem: SJL N amostral: 80

Origem:  Biotério de Experimenta¢ao do Departamento de Imunologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 8 a 12 semanas
Linhagem: SJL N amostral: 40

Sdo Paulo, 02 de setembro de 2019

Iucant, Yoding, Sda, |

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Séo Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB il / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sdo Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 8 &s 16h : e-mail: ceua@icb.usp.br
CEUA N 6025140319



ANEXO VI - CEP CAISM

Comissao de Pesquisa
CAISM/UNICAMP

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELA
COMISSAO DE PESQUISA/CAISM/UNICAMP

IDENTIFICAGCAO
| Titulo do Projeto: "Titulo do Projeto: O papel das vias de reconhecimento inato e dos interferons do tipo | e lll na
quebra de barreira placentaria apés infeccées por OROV"
| 1. Pesquisador Responsavel: Stefanie Primon Muraro

3. Instituicdo do Pesquisador: Pos graduanda do Instituto de Biologia - UNICAMP

4. Local onde sera realizada a Pesquisa: Divisao de Obstetricia do Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo
| Pinotti - Centro de Aten¢&o Integral a Saude da Mulher— CAISM - da Universidade Estadual de Campinas,

: 5. N° de inscricdo no CEP/FCM: 1201 . l 6. Grupo: | 7. Data de apresentagéo ac CEP:  / /201

APRESENTACAO DO PROJETO:
8. Introdugao: O virus Oropouche (ORQOV) & um arbovirus com potencial de causar 98 epidemias nas
regides mais populosas do Brasil. Os individuos infectados com OROV 99 desenvolvem uma doenca
febril, que pode evoluir para complicagdes neurolégicas e 100 hemorragicas. Ainda, foi relatado um
aumento da incidéncia de aborto durante as 101 grandes epidemias de OROV. Contudo, os
mecanismos patogenéticos associados 102 com a quebra da barreira hematoplacentaria ainda nao
estao elucidados. 103 Objetivos:Caracterizar o papel das vias de reconhecimento do sistema|
imunolégico 104 inato e da produgdo de interferon (I e Ill) na quebra da barreira hematoplacentaria |
pelo 105 OROV em humanos. Metodologia e Analise dos Dados: Sera avaliada a capacidade 106
replicativa, a producdo de citocinas e alteragdes por metaboléomica induzida por OROV 107 em
placentas de humanos em um modelo ex-vivo, utilizando explantes de placentas 108 obtidas de|
gestantes saudaveis, e nado infectadas com arbovirus, e de gestantes com 109 diagnostico positivo |
para OROV.A coleta das placentas de gestantesatendidas na 110 maternidade do Hospital da Mulher |
Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti sera realizada em 111 colaboragcdo com a Profa. Dra. Laura Costa do |
CAISM-Unicamp. Serao coletadas 112 amostras de cerca de 20 placentas (de gestacdes de termo,
sem comorbidades) e 113 utilizadas amostras j& armazenadas em Biobanco. Para caracterizar a
infeccéo, 114 analisaremos a cinética de replicacéo viral em células da placenta, a estrutura tecidual
115 e a presenca de apoptose e virus por ensaios de TUNEL e imuhistoquimica, 116
respectivamente. Para caracterizar o perfil metaboélico, serdo utilizados explantes em 117 cultura
| infectados com OROV. Faremos uma analise metabolémica em larga escala 118 por espectrometria
de massas. Os resultados serdo avaliados por ANOVA com o teste 119 de Tukey para multiplas
comparagoes.

[ AVALIACAO DOS RISCOS E BENEFICIOS:
| 9. Nao sao previstos riscos adicionais as pacientes além daqueles envolvidos nos procedimentos a que
| serdo regularmente submetidas.

| COMENTARIOS E CONSIDERACOES SOBRE A PESQUISA:

| 10. Amostras de placenta ja sdo regularmente incluidas no Biobanco e assim, serdo utilizadasa
| amostras provenientes do Biobanco de pacientes com suspeita de arbovirose. Caso sejam detectadas |
| amostras positivas para o Oropouche, sera solicitada ao Biobanco uma amostra da placenta, ja
1 coletada e armazenada e sera revisto o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e do§
i TCLE de Armazenamento em Biobanco para verificar se ha concordancia na utilizagdo do material |
| biolégico do paciente. Os sujeitos incluidos na pesquisa terdo TCLE para armazenamento de amostra |
| em Biobanco e TCLE especifico para uso do material para experimentos com material “a fresco”.

L

CONSIDERACOES SOBRE OS TERMOS DE APRESENTACAO OBRIGATORIA:
11

-1/2-
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RECOMENDAGOES:

12,

CONCLUSOES OU PENDENCIAS E LISTA DE INADEQUAGOES:

13
14. SITUAGAO DO PARECER: : Go L
Aprovado } [[] N&o Recomenda a Aprovagéo ‘ [C] Em Pendéncia [ Com Destaque

Campinas, 18 de novembro de 2019. | Nome e assinatura do(s) membro(s) relator(es):

y{a e for
Prof*. Dr". Daniela A. Yela Gémes

Presidente da Comissao de Pesquisa DTG/CAISM/Unicamp.

P
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ANEXO VII- CEP UNICAMP

UNICAMP - CAMPUS g Plataforma
CAMPINAS %fnrl

QE?UNIBAMP
pr e Lyt

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PRQJETC DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O Papel das vias de reconhecimento inato e dos interferons do tipo | e Il na quebra da
barreira placentaria apés infeccéo por OROV

Pesquisador: Stefanie Primon Muraro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 29662120.0.0000.5404

Instituicao Proponente: Instituto de Biologia - Unicamp

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.988.378

Apresentacao do Projeto:

As informacgdes contidas nos campos "Apresentacéo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos apresentados para apreciacéo ética e das informacdes
inseridas pelo Pesquisador Responsavel do estudo na Plataforma Brasil.

Alteracdes climaticas e ambientais induzidas pela atividade humana tém provocado uma redistribuicdo de
artropodes em todo o globo, o que impacta diretamente na probabilidade de surgimento de doencas
emergentes transmitidas por esses vetores. De fato, muitas das doencas emergentes que surgiram nos
ultimos 30 anos foram associados com a disseminacéo de artropodes vetores, principalmente aquelas
doengas causadas por arbovirus (Arthropodborne virus), como o virus Dengue (DENV), Oeste do Nilo
(WNV), febre amarela (YFV), Zika (ZIKV), Encefalite Japonesa (JEV), Chikungunya (CHIKY), Mayaro
(MAYV) & Oropouche (OROV). Uma parte desses virus se mantém na natureza em vetores artrépodes e
reservatorios vertebrados, podendo ser transmitidos diretamente do vetor para um hospedeiro humano,
como observado para CHIKY, DENV, ZIKV e CROV. Ja outros arbovirus precisam ser amplificados em
hospedeiros intermediarios para serem transmitidos por vetores para humanos. As doencas associadas aos
arbovirus podem variar desde manifestacdes febris ndo especificas, até doencas hemorragicas ou que
envolvam inflamac&o articular crénica ou acometimento neurolégico. Além disso, alguns arbovirus podem
induzir malformacdes fetais quando mulheres séo infectadas durante a gestacéo, como foi

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairre: Baro Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm unicamp br
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Continuacio do Parecer: 3.988.378

observado em 2015 no Brasil durante a epidemia de ZIKA. A infecgdo por arbovirus na placenta pode
resultar em efeitos teratogénicos no feto, altos niveis de virus no neonato, baixo peso ao nascer e
prematuridade. No Brasil, muitos arbovirus poderiam, em tese, causar grandes epidemias nas regides mais
densamente povoadas do no pais, como o Nordeste, Sul e Sudeste. Dentre esses arbovirus, destacam-se
os virus MAYV e OROV. Entretanto, apesar do potencial emergente desses agentes, pouco se sabe sobre
0s mecanismos patogénicos associados ao desenvolvimento de doenca por esse virus. Além disso, pouco
se sabe sobre o potencial teratogénico desses agentes. Baseado em indicios epidemioldgicos, pretendemos
avaliar o potencial teratogénico de OROV e as mecanismos associados ao dano placentario apés infeccéo
por esse virus em modelo murino. -Virus Oropouche (OROV) Cropouche (ORQOV) & um arbovirus silvestre
da familia Peribunyaviridae, género Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu que infecta preguicas, primatas néo
humanos, algumas espécies de aves e seres humanos na Regido Amazodnica. Esse virus foi documentado
pela primeira vez em Vega do Oropouche em Trinidad e Tobago no ano de 1955 e cinco anos depois foi
detectado pela primeira vez no Brasil. Desde a sua detecc@o, mais de trinta surtos e epidemias de OROV
foram documentadas nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Dados epidemioldgicos recentes
demonstraram casos do OROV na Argentina, Bolivia, Colédmbia, Equador & Venezuela. OROV & um virus
envelopado, que possui um genoma composto por trés segmentos de RNA de fita simples de polaridade
negativa (denominados S, M e L). O sequenciamento desses segmentos permitiu a identificacdo de quatros
genotipos virais, trés (I, 1l e I1l) descritos até os anos 2000 e um (IV) identificado depois de 2010 no Brasil.
OROV e transmitido em ambiente silvestre pela picada de mosquitos Aedes Serratus e Coquillettidia
venezuelensis. Em ambientes urbanos, sua transmisséo é principalmente sustentada pela picada de
Culicoides paraenses, uma mosca hematofaga. Existem mais de mil espécies de Culicoides, e muitos deles
atuam como vetores na transmisséo de diversos arbovirus de importancia clinica e veterinaria. OROV leva
ao desenvolvimento de uma doenca febril exantematica conhecida como febre do OROV que se caracteriza
pela presenca de sintomas como febre alta, cefaleia, mialgia, erupcdes cuténeas, fotofobia, dor retro orbital
e poliuria. Aproximadamente 60% dos pacientes podem apresentar recorréncia dos sintomas agudos apos
uma semana do desaparecimento dos sintomas e uma pequena parte dos individuos infectados podem
desenvolver complicagdes clinicas. De fato, ORQV ja foi detectado no liquide cefalorraquidianc de pacientes
com meningite asséptica e meningoencefalite. A grande similaridade clinica observada entre a infeccéo por
OROQV e aquela causada por outros arbovirus, como Dengue, Zika e Chikungunya, gera dificuldades
diagnésticas e faz com que os casos de OROV sejam subnotificados, principalmente em regides endémicas.

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone:  (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp br

Pagina 02 de 11

119



UNICAMP - CAMPUS g Plataforma
CAMPINAS 2;9!01!

:E?LJNIC:AMP
o Yt iy

Confinuagio do Parecer: 3.988.378

Levando isso em consideracdo estima-se que mais de meio milhdo de pessoas Ja foram infectadas pelo
OROV nas Americas. Pouco se conhece sobre a patogénese do virus Oropouche. Estudos experimentais
utilizando modelos animais e pacientes positivos para OROV tem contribuido para uma melhor
cempreenséo da resposta imunoclogica e patogénese do virus. Santos e colaboradores demonstraram em
um modelo de infecgdo em célula Hela que a entrada desse virus é mediada por endocitose dependente de
clatrina, visto que o tratamento com clorpromazina foi capaz de inibir a replicacdo do OROV. Além disso, foi
demonstrado que OROQOV & capaz de induzir apoptose in vitro, num mecanismo dependente da liberacéo de
citocromo C mitocondrial e ativacdo das caspases 3 e 9. Camundongos imunocompetentes adultos néo séo
susceptiveis a infeccdo por OROV. Desse modo, os primeiros modelos animais descritos para OROV foram
desenvolvidos apés infeccdo intracerebral em camundongos lactentes ou hamsters adultos. Em
camundongos recém-nascidos, a inoculacdo via infracerebral leva ao desenvolvimento de encefalite focal. A
inoculacdo subcutdnea de OROV em golden hamster leva ao desenvelvimento de uma doenca grave,
caracterizada pela presenca de viremia e deteccéo viral no figado e cérebro com confirmacéo
histopatologica de meningoencefalite e hepatite. Similarmente, camundongos recém-nascidos infectados
com OROV pela via subcutanea desenvolvem encefalite, hiperplasia do bago e meningite branda. Por fim,
foi demonstrado em camundongos neonatos que OROV foi capaz de chegar ao sistema nervoso central
(SNC). Assim, podemos concluir que OROV & um virus hepatotropico e neurotropico em modelos animais, o
que possivelmente reflete alguns aspectos da infec¢@o em humanos, visto que aproximadamente 5% dos
pacientes infectados podem desenvolver sintomas clinicos condizentes com acometimento do SNC. A
rapida producéo de IFN do tipo | e lll e a ativac&o das vias de sinalizagdo desencadeadas por essas
citocinas séo eventos chaves para a protecdo contra infeccdes por arbovirus. O reconhecimento viral se da
pela identificacdo de padrdes mcleculares associados a patégenos (PAMPSs), por receptores de
reconhecimento padréo (PRRs). A ligacdo dos PAMPs aos PRRs ativa a produgéo de diversas citocinas e

quimiocinas, que controla a replicacéo viral no inicio da infeccdo e modula a resposta imune adaptativa.

Apds o reconhecimento pelos PRRs, séo ativadas vias de sinalizacdo que convergem para a transcri¢éo de
IFN do tipo I. Assim, no inicio da infeccdo, as células reconhecem os patégenos através dos PRRs e
passam a produzir e liberar IFN-/. Uma vez secretado, o IFN-/ liga-se ao seu receptor (IFNAR) em celulas
vizinhas levando a uma diminuicdo da sintese proteica e o estabelecimento de um estado antiviral, que é
critico para o controle da infeccéo pela maioria dos virus conhecidos. O estabelecimento desse estade
antiviral pela produgéo de IFN do tipo | leva a ativacdo de elementos responsivos estimulados por IFN
(ISRE) e, consequentemente, a transcricdo de genes estimulados por interferon
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(1SGs), que sdo componentes chaves da resposta imune inata e adaptativa. Além do IFN do tipo |, existem
mais dois tipos de IFN em mamiferos: o IFN do tipo Il (IFN-) & o IFN do tipo Il (IFN-). © IFN do tipo 1ll &
produzido por um grande numero de células e consegue induzir um forte estado antiviral. A indugdo de IFN
do tipo lll também ocorre apoés o reconhecimento do patégeno pelos PRRs, e como o IFN do tipo |, depende
da ativacdo de fatores de transcricdo tais como NF-B, IRF-3 e IRF-7. Em camundongos, a acéo do IFN do
tipo 11l esta restrita as células presentes nos tecidos epiteliais de mucosas. Em humanos, aléem das
mucosas, as células presentes no figado também séo capazes de responder ao IFN do tipo Ill. A resposta
dependente de IFN do tipo Ill em detrimento parcial da resposta por IFN do tipo | em ambientes
persistentemente infectados, como observado na associacdo entre a mucosa intestinal e a microbiota, &
indispensavel para manutencéo da homeostase desses tecidos, afinal IFN do tipo |1l ndo & téo toxico ou téo
pré-inflamatério como o IFN do tipo I. Além disso, estudos demonstraram que IFN do tipo Ill &€ essencial para
a manutencdo da barreira hematoencefalica e hematoplacentaria apés infeccdo com alguns arbovirus, como
WNV e ZIKV. Estudos recentes demonstraram que a resposta imunologica dependente do reconhecimento
desse virus por RLR (RIG-I-like receptors), da sinalizacdc via Mavs (proteina de sinalizac&o antiviral
mitocondrial) e da ativacdo de dos fatores de transcricdo IRF-3 e IRF-7 (fator regulador de interferon) &
essencial para o controle da replicagdo viral inicial em modelo murino. De fato, a resposta ao IFN do tipo | &
um fator central na resposta contra OROV, pois camundongos nocautes para IFNAR (receptor de interferon
do tipo 1) sdo extremamente susceptiveis a infeccdo e morrem em decorréncia de uma replicag¢éo viral
exacerbada do figado, que culmina num quadro de faléncia hepatica e na producdo de uma grande
quantidade de citocinas inflamatdrias. Por fim, foi demonstrado que IRF-5, regulador de interferon que €
expresso constitutivamente em diversas células hematopoiéticas, essencial no controle da neurcinvaséo por
OROV. Camundongos nocautes para IRF-5 desenvolvem encefalite num fenédmeno associado & persisténcia
viral em DCs e linfécitos B e replicacgéo viral intensa em neurdnios. Ndo existem dados na literatura sobre o
papel do IFN do tipo lll na infeccdo por OROV. Dados epidemioldgicos levantados durante as grandes
epidemias desse virus na regido Amazénica apontam para a possibilidade de OROV causar problemas
gestacionais, afinal houve um aumento da incidéncia de abortos durante as epidemias de OROV. Além
disso, dados ndo publicados desenvolvidos por um aluno do Prof. Dr. Eurico Arruda da FMRP-USP mostram
que OROV é teratogénico apos infeccéo em cvo embricnado de galinhas e em camundongos C57BL/6.
Alem disso, o mesmo grupo relata que OROV pode infectar células dissociadas de placentas.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario:

O objetivo desse estudo & verificar o papel das vias de reconhecimento imunologico e da producéo de
interferons do tipo | e Ill para a quebra da barreira placentaria pelo virus Oropouche. Pretendemos, ainda,
caracterizar quais vias de sinalizac&oc séo ativadas durante a infeccéo por esse virus.

Objetivo Secundario:

-Caracterizar a capacidade replicativa do OROV em explantes de placentas de humanos.

-Caracterizar a producéo de citocinas induzida per OROV em placentas de humanos em um modelo ex-vivo.
-Identificar possiveis alteragdes metabdlicas resultantes da infeccdo com OROV, através da metaboléomica,
nos explantes de placentas de humanas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao hé riscos e desconfortos previsivels, a participante apenas doard uma amostra de tecido de placenta, a
qual sera coletada apés o parto e expulséo da placenta. Beneficios:

Nao existem beneficios diretos para o participante. Mesmo que néo haja beneficio direto com os resultados
da pesquisa, os resultados poder&o contribuir para o esclarecimento de processos fisiologicos e também
complicagdes durante a gravidez, sendo uma fonte importante para cbtengéo de informagGes acerca da
interacdo materno-fetal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de responsabilidade de Stefanie Primon Muraro, com a participagéo de Maria Laura Costa do
Nascimento e de Jose Luiz Proenca Modena. Finalidade: Tese de Doutorado. O protocolo esta bem escrito,
detalhado e claro. A metodologia é adequada e factivel. Este estudo serd desenvolvido no laboratério de
Estudos de Virus Emergentes no Instituto de Biclogia da UNICAMP com amostras de placentas obtidas no
Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti, Campinas, Sdo Paulo. Serdo também utilizadas
amostras armazenadas nc Biobanco de placenta do CAISM (Centro de Atencdo Integral a Saude da
Mulher). Este estudo € de carater experimental. Para caracterizar a infeccdo, serfo dissociadas as células
da placenta utilizando o protocolo descrito abaixo e seréd analisada a cinética de replicacdo de OROV nos
tempos 0, 6, 12, 24, 48 e 60h apoés infeccdo, serdo dosadas as citocinas, caracterizadas a expresséo génica

de genes da resposta imune inata e a estrutura tecidual e a presenga de apoptose e virus apds 60 horas de

infeccéo por ensaios de TUNEL e imuhistoquimica, respectivamente. Para caracterizar o perfil metabélico,

seréo
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utilizados explantes dissociados, em cultura, e infectados com OROV. Sera realizada uma analise
metabolomica em larga escala por espectrometria de massas. As amostras obtidas do biobanco serdo
utilizadas para a imuhistoquimica, citometria, dosagem de citocinas e expressdo génica.

Critério de Incluséo: As amostras de placentas utilizadas nesse estudo serdo obtidas apés o parto de
gestantes saudaveis, que néo tiveram complicacBes gestacionais, ndo apresentaram sintomas clinicos de
infeccdo por arbovirus na gestacéo, tiveram diagnéstico negativo para arboviroses e que néo faziam uso de
antimicrobianos nos dois meses que antecederam o parto, preferencialmente gestaces de termo, com
cesarea eletiva, sem trabalho de parto ou rotura de membrana. A coleta sera realizada em colaboragéo com
a Profa. Dra. Maria Laura Costa do CAISM-Unicamp apos aprovacao pelo comité de ética em pesquisa
humana da Unicamp e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), seguindo o
protocolo para coleta sistematica de tecido placentario. Amostras de placenta ja sdo regularmente incluidas
no Biobanco e por isso, seréo utilizadas amostras provenientes do Biobanco de pacientes com suspeita de
arbovirose. O laboratério realiza a deteccdo de arbovirus, incluindo Oropouche, em amostras (sangue e/ou
urina) em gestantes com suspeita de arbovirose (Projeto “Deteccdo e caracterizacédo de arbovirus em
Campinas CEP 56793516 0 0000 5404). Caso sejam detectadas amostras positivas para o Oropouche, sera
solicitada ao Biobanco uma amostra da placenta, ja coletada e armazenada e sera revisto o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e do TCLE de Armazenamento em Biobanco para verificar se ha
concordéncia na utilizagdo do material biolégico do paciente. Ainda, serdo respeitadas as normas de
gerenciamento e responsabilidade institucional, com solicitagédo de autorizacéo.

Critério de Excluséo: Idade inferior a 18 anos; gestacdo multipla; uso crénico de corticosteroide nas 3

semanas que antecederam o parto: diagnostico prévio de lupus eritematoso sistémico, doenca renal,

trombofilia, diabetes, hipertensdo crénica em uso de medicacdo anti-hipertensiva na gestacéo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Além do relatorio de pesquisa, foi encaminhada a folha de rosto da CONEP assinada pela pesquisadora e

complementada por autorizacdo do Diretor do Instituto de Biologia da UNICAMP. Foi encaminhado, também,

o parecer favoravel da Comissédo de Pesquisa do CAISM/UNICAMP. No TCLE a linguagem € clara. Consta
o titulo completo da pesquisa e o nome dos pesquisadores responsaveis. A justificativa da necessidade da
pesquisa esta clara. Ha a descricdo dos procedimentos envelvidos. S&o descritos possiveis riscos e
beneficios da participacdo na pesquisa. Esta explicado como sera feito o acompanhamento. Esta claro o
direito de recusa, e que a recusa
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ndo acarretara em consequéncias para o participante da pesquisa. Esta claro que havera confidencialidade

dos dados. Esta claro que o TCLE sera elaborado em duas vias, e que o participante ira receber uma delas.

Ha dados do CEP, e formas de contato com o pesquisador. Ha campo para a rubrica do participante e do
pesquisador nas paginas do TCLE, e estas estdo numeradas. Ha dados sobre ressarcimentos e indenizacéo
por possiveis danos decorrentes da pesquisa. Consta o Termo de Responsabilidade do Pesquisador, no
qual o mesmo assegura ter cumprido as exigéncias da resolucédo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracgdo do protocolo e na obtengdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Recomendagoes:

1-Mo item "Justificativa e objetivos” corrigir o erro ortografico na frase da linha

28:"(...) fundamentais para o desenvolvimento do bebé durante a gravidez e proteger o o bebé (...)";
2-Adequar a frase do item "Ressarcimento e indenizacdo" para: "A coleta de material ndo depende de
nenhuma consulta adicicnal, pois ela sera realizada durante a sua hospitalizacdo, por isso ndo havera
ressarcimento. Vocé terd a garantia ao direito & indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdoes:
Lista de pendéncias e inadequacdes emitidas no parecer CEP n° 3.957.149:

1- Quanto ao documento anexado "TCLE.pdf 24/10/2019 20:29:47":

1.1-Inserir o item "Procedimentos no TCLE", pois as informacdes sobre os procedimentos ficaram juntas
com as informagdes do item "Justificativa e objetivos".

Resposta:O item “Procedimentos”, na linha 49, ficou escondido pela figura da rubrica devido a uma
desconfiguracdo no momento em que o arquivo foi convertido para .pdf. O mesmo ja foi ajustado.
Andlise: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2-ltem "Desconforto e riscos™: Cabe ressaltar que, para fins de estabelecimento de banco de amostras
biolégicas para uso em pesquisas, os termos "doar” e seus derivados néo séo admitidos, uma vez que uma
doacgéo denota que a pessoa que originou a amostra ndo possui mais poder sobre a destinacdo da sua
amostra (o0 mesmo vale para “ceder”), diferentemente de uma concessdo de uso da amostra para o
biobanco e/ou biorrepositério. Solicitamos adequacfes nc TCLE e no documento "Informagées Basicas do
Projeto” gerado pela Plataforma Brasil.

Resposta:Foram feitas as seguintes alteragdes: -Pagina 2, linha 66-67: Mudanca de “a senhora
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apenas doard uma amostra de tecido de placenta” para “ a senhora apenas concedera uma amostra de
tecido de placenta”. Na Plataforma Brasil, o mesmo termo foi adequado, na aba de riscos.
Andlise:PENDENCIA ATENDIDA.

1.3-ltem "Ressarcimento e Indenizacéo": O fato da participante da pesquisa ser voluntaria ndo eximi o direito
ao ressarcimento de quaisquer despesas que ela tenha para participar da pesquisa. Portanto, a correlacéo
de ser voluntaria e ndo receber o ressarcimento, ndo esta correta. Informar que a participante ndo tera
gastos para participar da pesquisa, pois a coleta de dados sera realizado durante o periodo em que a
participante estiver hospitalizada. Além disso, as informac&es sobre o direito a indenizac@o devera ser
adequada para: "Vocé tera a garantia ao direito a indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.”

Resposta:-Pagina 2, linha 85-86: Mudanca de “Vocé & voluntaria. A coleta de material ndo depende de
nenhuma consulta adicional, por isso ndo havera ressarcimento” para * Vocé € voluntaria e a coleta de
material ndo depende de nenhuma consulta adicional.” -Péagina 2, linha 86-87: Mudancga de “Vocé tem o
direito @ indenizac&o caso néo sejam respeitados o estabelecido por este TCLE" para * Vocé tera a garantia
ao direito a indenizacéo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa”.

Anélise:PENDENCIA ATENDIDA COM "RECOMENDAGCOES" Adequar a frase do item "Ressarcimento e
indenizacdo" para: "A coleta de material ndo depende de nenhuma consulta

adicional, pois ela sera realizada durante a sua hospitalizacéo, por isso ndo havera ressarcimento. \Vocé tera
a garantia ao direito & indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.”.

1.4-Incluir o item "Acompanhamento e assisténcia " com as seguintes informagdes: "Vocé tem o direito &
assisténcia integral e gratuita devido a danos diretos e indiretos, imediatos e tardios, pelo tempo que for
necessario."

Resposta:-Pagina 2, linha 89-91: Foi adicionado “Acompanhamento e assisténcia: Vocé tem o direito &
assisténcia integral e gratuita devido a danos diretos e indiretos, imediatos e tardios, pelo tempo que for
necessario”.

Andlise:PENDENCIA ATENDIDA.

1.5- Como as amostras também serdo coletadas para o Biobanco, o item "Armazenamento de material"

devera ser excluido e informado no item "Procedimentos” que ao final da pesquisa o material biologico sera
descartado.N&o é possivel armazenar material biolégico no CAISM para
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pesquisa futuras, pois para isso existe o Biobanco.

Resposta:-Pagina 2, linha 56: Foi adicionado ao final do paragrafo “Ao final da pesquisa o material biologico
sera descartado”. - Pagina 2: O item e sua descricdo “Armazenamentoc de material: As amostras seréc
armazenadas para a realizacéo dos testes, quando serdo usadas em quase sua totalidade, ou no biobanco,
quando autorizado e assinado o termo de armazenamento no biobanco. Aquelas que ndo forem
armazenadas ou utilizadas serdo descartadas apds inativacdo com hipoclorito de sédio e esterilizacdo em
autoclave (resolucdo 441/2011 CNS/MS). Desse modo, € necessario consentir que o doador concorda em
participar do presente estudc, porém AUTORIZA OU NAO AUTORIZA o armazenamento do meu material
biolégico. ( ) AUTORIZO armazenar o meu material biolégico. { ) NAO AUTORIZO armazenar o meu
material biolégico, devendo o mesmo ser descartado” foi removido como solicitado.
Analise:PENDENCIA ATENDIDA.

1.6- Incluir o item "Procedimentos” a autorizacdo da participante da pesquisa para o pesquisador acessar os
dados do prontuario da participante.

Resposta:-Pagina 2, linha 57-61: Foi adicionado “E necessario consentir que o participante da pesquisa
AUTORIZA OU NAQ AUTORIZA o pesquisador a acessar os dados do prontuario do paciente. ()
AUTORIZO o acesso aos dados do prontuario. ( ) NAO AUTORIZO o acesso aos dados do prontuério.”
Analise:PENDENCIA ATENDIDA.

Protocolo de pesquisa aprovado (Vide item acima "Recomendacdes”).

Consideragbes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador

considerar a descontinuacéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds andlise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve
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aguardar o parecer do CEP quanto & descontinuacéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto
ao participante ou quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida
a um dos grupos da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de a¢do imediata com intuito de
proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ac CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria = ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento™.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um pericdo de 5 anos apos o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1312885.pdf 13:18:14
Projeto Detalhado / | ProjetoOPVPlacentaStefaniePlataforma | 15/04/2020 | Stefanie Primon Aceito
Brochura Brasil2020.pdf 13:17:56 Muraro

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Investigador ProjetoOPVPlacentaStefaniePlataforma | 15/04/2020 |Stefanie Primon Aceito
Brasil2020.pdf 13:17:56 | Muraro
Outros CartaRespostaprojetoOPVPlacentaStefa| 15/04/2020 |Stefanie Primon Aceito
nie2020.pdf 13:09:58  |Muraro

TCLE / Termos de |TCLEversao2.pdf 15/04/2020 |Stefanie Primon Aceito

Assentimento / 13:08:12 |Muraro

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 02/03/2020 |Stefanie Primon Aceito
15:00:54 | Muraro

Outros Parecer.pdf 10/02/2020 |Stefanie Primon Aceito
13:49:46 | Muraro

Declaracé@o de Pesquisadores.pdf 24/10/2019 | Stefanie Primon Aceito

Pesquisadores 20:37:55 |Muraro

Declaracdo de Biobanco.pdf 24/10/2019 | Stefanie Primon Aceito

Manuseio Material 20:33:07 |Muraro

Biologica /

Biorepositorio /

Biobanco

Orcamento Orcamento.pdf 24/10/2019 | Stefanie Primon Aceito
20:31:12 | Muraro

Projeto Detalhado / |Projeto_OPV_Placenta_Plataforma_Bra| 24/10/2019 |Stefanie Primon Aceito

Brochura sil.pdf 20:30:44 |Muraro

Investigador

TCLE /Termos de |TCLE.pdf 24/10/2019 | Stefanie Primon Aceito

Assentimento / 20:29:47 |Muraro

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronograma.pdf 24/10/2019 | Stefanie Primon Aceito
20:28:36 | Muraro

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Né&o

CAMPINAS, 24 de Abril de 2020

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador(a))

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Baro Geraldo
Municipio: CAMPINAS

UF: 5P

CEP: 13.083-867

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@fcm.unicamp. br
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ANEXO VIII- CEP WASHINGTON UNIVERSITY
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Washington University in St.Louis

Institutional Animal Care and Use Committee

IACUC Protocol Approval
Animal Welfare Assurance #D16-00245
February 13, 2023

PI:
CO-PL:
From:

Title:

Protocol No.

Species:

Funding

Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:
Agency/Title:

Agency/Title:

Dr Michael Diamond
Brett Case
John Cirrito, Chair

Pathogenesis of Flavivirus Infections

21-0246
Mouse (Mus musculus), Rat

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID
Structural and functional basis of ultra-potent CHKV neutralization by human mAb
National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID
Antibody Based Protection against Flavivirus

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID
Flavivirus NS3-Mediated Immune Escape

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID

Human neutralizing antibodies for Zika virus

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID

B Cell Epitope Discovery and Mechanisms of Antibody Protection

National Institute of Child Health and Human Development/NIH/DHHS/NICHD
Mechanisms of Zika Virus Maternal-Fetal Transmission

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID

IFN Independent Control of Acute and Chronic Chikungunya Virus Induced Disease
National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID

The DKE-121 strain as a possible new Dengue virus serotype

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID
Consortium for Immunotheapeutics agains Emerging Viral Treats

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID

Innate Immune Regulation of Zika Virus Infection

National Institute of Allergy and Infectious Diseases/NIH/DHHS/NIAID
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ANEXO IX- DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicacédo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
O PAPEL DAS VIAS DE RECONHECIMENTO INATO E DOS INTERFERONS DO TIPO
I E Il NA QUEBRA DA BARREIRA PLACENTARIA APOS INFECCAO POR OROV,
néo infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer
editora.

Campinas, 29 de julho de 2024

Assinatura : S’z‘% g,z wii P W nzne
Nome do(a) autor(a)-Stefanie Primon Muraro
RG n.° 1092947678

Documento assinado digitalmente
JOSE LUIZ PROENCA MODENA
g \Lb Data: 29/07/2024 18:26:30-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br
Assinatura :
Nome do(a) orientador(a): José Luiz Proengca Modena

RG n.” 327440983
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